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Resumen

Introduccion

Los nifios son frecuentemente tratados con medicamentos que nunca fueron desarrollados
ni disenados para ellos, simplemente para su tratamiento se adaptan y manipulan
medicamentos usados en adultos. Por otra parte, los pacientes adultos mayores
representan un grupo heterogéneo con un amplio rango de variaciones farmacocinéticas y
farmacodinamicas, que pueden complicar aun mas la dosificacion. Todas las
modificaciones realizadas con el fin de subsanar las dificultades de deglucion o dosificacion
fraccionada pueden afectar la estabilidad fisica y quimica del principio activo, y la actividad
farmacologica del medicamento a través de un aumento o disminucion de la
biodisponibilidad, lo que puede conducir a efectos adversos, toxicidad o disminucion de la
eficacia. En el presente trabajo de Tesis se plantea el desarrollo de formulaciones liquidas
orales (gotas, jarabes y suspensiones) para el tratamiento de cardiopatias en pacientes
pediatricos, adultos mayores y pacientes con disfagia. Las mencionadas formulaciones
presentaron como ingredientes farmacéuticos activos: Carvedilol, Bisoprolol Fumarato,
Amiodarona Clorhidrato y Atenolol.

Resultados

1) Carvedilol. Se desarrollaron dos formulaciones liquidas, para ser administradas en
forma de gotas conteniendo 3 y 5 mg mL" de Carvedilol. Estas formulaciones fueron
almacenadas en envases de vidrio tipo Ill color ambar, resultando ser fisicoquimica y
microbiolégicamente estables al menos durante 6 meses. Los estudios de palatabilidad
realizados empleando leche como diluyente, demostraron mejorar el sabor de estas
formulaciones, lo que garantizaria la adherencia al tratamiento por parte del paciente.

2) Bisoprolol Fumarato. Se desarrollaron dos formulaciones liquidas para ser
administradas en forma de gotas, conteniendo 2,5y 5 mg mL-' de Bisoprolol Fumarato.
Estas formulaciones fueron almacenadas en envases de vidrio tipo Il color ambar,
resultando ser fisicoquimica y microbiolégicamente estables durante al menos 18 meses.

Por otro lado, se desarrollaron dos jarabes conteniendo 2,5 y 5 mg mL" de Bisoprolol




Resumen

Fumarato. Estas formulaciones fueron almacenadas en envases de vidrio tipo Ill color
ambar, resultando ser fisicoquimica y microbiolégicamente estables durante al menos 18
meses.

3) Amiodarona Clorhidrato. Se desarrollaron dos formulaciones liquidas, gotas de
Amiodarona Clorhidrato conteniendo 25 (G1) y 50 (G2) mg mL"' del ingrediente
farmacéutico activo respectivamente. La formulacion G1 fue estable fisicoquimica y
microbiol6gicamente durante al menos 3 meses, conservada en heladera. En las mismas
condiciones, G2 fue estable por 30 dias. También se desarrollé un jarabe conteniendo 25
mg mL' de Amiodarona Clorhidrato, que resulté ser estable fisicoquimica y
microbiol6gicamente durante 30 dias conservado en heladera.

4) Atenolol. Se desarroll6 una bebida conteniendo 10 mg mL"' de Atenolol. Esta
formulacién fue almacenada en envases de vidrio tipo Ill color ambar, resultando estable
fisicoquimica y microbioldgicamente durante al menos 6 meses. Al no contener azucar, esta
bebida es apta para tratar pacientes diabéticos de todas las edades.

Conclusiones

Se han desarrollado gotas, jarabes y suspensiones para el tratamiento de cardiopatias en
pacientes que presentan trastornos de la deglucién de todas las edades. Las formulaciones
fueron elaboradas con excipientes seguros, libres de alcohol y en dosis aprobadas para la
poblacion pediatrica y geriatrica, permitiendo, ademas, flexibilidad en la dosificacion.
Finalmente, a excepcion de Amiodarona Clorhidrato, las formulaciones desarrolladas a
partir de los demas ingredientes farmacéuticos activos han demostrado ser estables

fisicoquimica y microbiolégicamente durante al menos 6 meses.
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1. INTRODUCCION

1.1. Historia de los medicamentos

Hablar de la historia de los medicamentos es hablar de la historia del hombre. El
pensamiento magico fortalecié el poder de los conjuros y las pocimas, ademas de darle
autoridad y prestigio a aquel que podia curar. Aun en las sociedades mas primitivas y a
pesar del desconocimiento de las causas de las enfermedades, el tratamiento de los
sintomas observados origind la aparicion de “especialistas”. Se haya tratado de brujos,
doctores, mujeres sabias, curanderos, sacerdotes, médicos o practicantes con cualquier
otro nombre, por prueba y error y fruto de la observacién cuidadosa, estos especialistas
pronto aprendieron a conocer las cualidades de las diferentes clases de plantas que crecian
a su alrededor. Asi, las primeras comunidades civilizadas desarrollaron conocimientos
basicos sobre las plantas alimenticias, necesarias para el desarrollo corporal, las plantas
venenosas, dafninas para la salud y las plantas medicinales, que aliviaban los sintomas de
la enfermedad.

El surgimiento de la medicina como oficio, en casos como los de Hipdcrates y
Galeno, estuvo rodeada de prestigio. Aprendieron a manejar sus propios medicamentos,
preparados en algunas trastiendas o “boticas”. Los farmacéuticos se iniciaron como simples
dispensadores y tuvieron auge entre los arabes, quienes aportaron mucho a la farmacia,
civilizacion donde aparecieron también los primeros recetarios, listados de medicinas o
primitivas farmacopeas, como también las primeras boticas. Se introducen los jarabes, el
alcohol, y muchas nuevas drogas. Desde los territorios del islam pasa el arte de curar, “Ars
Medica”, a la Escuela de Salerno. La medicina y los medicamentos se mantienen en la Edad
Media a cargo de los monjes hasta que en el siglo Xll aparecen dos textos fundamentales
de farmacologia: el Antidotarium de la Escuela de Salerno (redactado por Nicolas
Preposito) y el Macer Floridus, poema de 2.200 versos sobre las virtudes de las hierbas.

Llega el Renacimiento: Leonardo, Vesalio, Harvey, Paré, Paracelso, entre muchos
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otros anatomistas, asi las nuevas escuelas médicas y el resurgir de la cirugia, amplian la
vision y surge nueva esperanza en la curacion.

Vemos entonces que el medicamento fue en el pasado algo mas bien magico, muy
distante de lo cientifico, cuyo poder curativo dependia de la voluntad de los dioses. Pero a
partir de los alcaloides y de las drogas de sintesis, el medicamento se convirtié en una
verdadera intervencion para cambiar el curso de la enfermedad o para prevenir la aparicion
de esta. Tuvo entonces que poner el médico en la balanza la ecuacion riesgo versus
beneficio, conocer la eficacia, las interacciones medicamentosas y los efectos colaterales,
e incluso tener en cuenta el costo, asunto que con los medicamentos herbales no existia,
pues bastaba con hacer una visita a la huerta o a lo sumo a la botica cercana. El
medicamento aumenta su eficacia si se acompana de otras medidas higiénicas como la
supresion de toxicos, ingeridos o del medio ambiente, la dieta balanceada, la practica de
ejercicios fisicos y la psicoterapia, aun si esta fuera un simple apoyo al paciente durante su
entrevista con el médico. Pero no hay duda de que a partir del aforismo que dice “curar
algunas veces, aliviar otras, consolar siempre”, las dos primeras palabras, curar y aliviar,
son ya una maravillosa realidad en nuestros dias.

1.2. Los origenes

De la prehistoria, pasando por las edades de bronce y de hierro, llegamos a las
primeras civilizaciones. Probablemente en tiempos similares (unos 3.000 afios a.C.)
aparecen los pueblos de la Mesopotamia: sumerios y acadios, pero particularmente los
babilonios; y adicionalmente los egipcios, en el norte de Africa, los chinos y los indios, todos
con su cultura tribal, algo agricola y un poco mas sedentaria, y también con sus pécimas,
hierbas y rudimentarios procesos de farmacia. Todos acudian a los dioses, para que
tuviesen compasion, por lo que aquellos sanadores babilonios (2.600 anos a.C.), eran a la
par sacerdotes, médicos y farmaceutas.

Los sumerios (3.000-2.400 a.C.), que desarrollaron la primera civilizacion urbana,

usaban drogas vegetales y habian aprendido a lavar heridas, colocar vendas y efectuar
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formulaciones complejas, como la que prescribe “..pulverizar la semilla de la planta del
carpintero, la goma de resina y timo. Disolver en cerveza y dar de beber.."".

De las medicaciones que han sido identificadas, hay extractos de plantas, resinas y
condimentos; algunos de estos preparados tenian propiedades antibidticas o antisépticas,
y enmascaraban el mal olor de las heridas. El aceite era el principal balsamo para las
heridas abiertas, lo que prevenia la adherencia del vendaje.

De los babilonios nos queda el famoso codigo del rey Hammurabi (1.795-1.750 a.C.)
gue en su parte de medicina regul6 la profesidon médica y la cirugia, separando ademas los
aspectos diagnosticos y de tratamiento de la preparaciéon de medicamentos, no siempre
asociada a magia o supersticion, la cual se asigndé como especialidad a los boticarios®*.
Ademas, desarrollaron un sistema complejo de pesos y medidas, como asi métodos de
manufactura de jabdn, productos fermentados y para la extraccion de aromas vegetales. A
pesar de ello, las formulas farmacéuticas de la Mesopotamia se caracterizan por no ser
cuantitativas.

El imperio asirio (1.900-612 a.C.) dejé como legado el caduceo con las serpientes
entrecruzadas, muy relacionado con las profesiones de la salud, que llegd a nuestros dias
por medio de los griegos. Hacia 1.900 a.C., tiendas de perfumistas (del latin, per fumare, a
través del humo) operaban activamente en Sipare, antigua capital de Acadia y
comercializaban activamente diversos bienes con numerosos pueblos de Asia y Egipto,
primitivo signo de globalizacién de la industria farmacéutica.

La Medicina y la Farmacia llegaron a desarrollarse en Egipto mas que en la
Mesopotamia asiatica. A la civilizacion egipcia se le debe una de las versiones acerca del
origen de la palabra “farmacia”, que seria a través de “far-maki’ (“el que concede
seguridad”), titulo que el dios Thot, patrono de los médicos, confiri6 a un canoero que lo
ayudé a cruzar el rio de manera segura.

La medicina egipcia que data de alrededor de 2.900 a.C., es tan antigua como la
medicina tradicional china, pero anterior a la de la India, reconocida entre otras por el

famoso Ayur-Veda del 700 a.C.; el estudio de las practicas médicas de la época de los
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faraones se ha basado en lo encontrado en unos documentos denominados “papiros”. La
principal literatura egipcia esta representada por los llamados Libros Herméticos del Dios
Thot (quien era identificado por los griegos con su dios Hermes), buena parte de los cuales
se han perdido. Los papiros médicos son fragmentos de estos libros y son varios los
disponibles en la actualidad en diferentes museos y bibliotecas. Tal vez, el mas
representativo en cuanto a los medios medicamentosos que se utilizaban es el llamado
“Papiro de Ebers” (aproximadamente 1.500 a.C.), documento de 110 paginas que incluye
877 recetas y menciona unas 700 “sustancias medicamentosas”. Este papiro también
revela algunos conceptos como el de asegurar la calidad de los medicamentos y otros que
se han ido desarrollando gradualmente en el tiempo.

Otro papiro que se debe mencionar es el quirdrgico de Edwin Smith, ligeramente
anterior al Ebers (aunque ambos se ubican alrededor del 1.550 a.C.); el texto, quecomienza
con el diagnéstico y tratamiento de las lesiones de la cabeza, llega solo hasta laslesiones
del hombro, pues dicho texto esta mutilado. El Ariana (Sushruta Samhita, 6 “Coleccion de
Sushruta”), un tratado quirurgico ayurvédico del siglo VI a.C., es la mas antigua contribucion
de la Farmacia hindu, siendo contemporanea con el ocaso del imperioegipcio y el apogeo
del protagonismo griego en el mundo occidental.

La Farmacia de griegos y romanos guarda numerosas similitudes, especialmente,

porque los ultimos la tomaron de los primeros y no produjeron innovaciones de relevancia.

El mundo griego se nutrié de conocimientos y medicamentos de las grandes

civilizaciones que lo precedieron, la mesopotamica y la egipcia. Las limitaciones de la

medicina fueron reemplazadas por una multitud de dioses con poderes curativos, entre

ellos Apolo y Prometeo, este ultimo, considerado el primer farmacéutico por sus dones
como preparador de medicamentos.

Lentamente fue emergiendo la figura del Dios Asclepio (Esculapio), quien adquirié
respeto por conocer las propiedades farmacéuticas de las plantas que crecian en las
planicies helénicas y se convirtié en sanador, ayudado por sus hijas Hygea y Panacea. El

conjunto de céliz y serpiente sagrada empleados por Hygea en su tarea de auxilio a los




Capitulo 1: Introduccion

suplicantes, se convirtio en simbolo de la salud, siendo el internacionalmente reconocido
simbolo de la Farmacia. En la Grecia antigua nacio el primer sistema secular de practica
médica, encabezado por la escuela de Hipocrates, cuyo conocido juramento es la primera
manifestacién conocida de ética médica.

Lentamente, los aspectos de prevencion de la enfermedad y cuidado de la salud de
estar a cargo de los brujos y hechiceros de la antigiiedad pasaron a manos de los médicos,
botanicos y alquimistas.

La primera farmacia de oficina abrid sus puertas en Bagdad en el afio 754, producto
de la efectiva separacion que el mundo arabe realizé entre las profesiones de Farmacia y
Medicina (casi cinco siglos antes que en Europa), y el primer uso farmacéutico del agua
destilada se describié en el afio 97556,

1.3. El camino hacia la farmacia industrial

Las primeras Farmacopeas tal como las conocemos actualmente (libros oficiales
sobre normas y especificaciones de calidad farmacéutica) aparecieron en Europa en el siglo
XVI. La primera concepcion elaborada, acerca de una Farmacopea con la que debianregirse
todos los Farmacéuticos surgié en Florencia, Italia y se materializd con el nombre de /I
Nuovo Ricettario, impreso en 1.498, se convirtid en ley para esa ciudad-estado. Como
contrapartida, la primera Farmacopea Espanola tardé casi un siglo mas en aparecer y data
de 1.581, tres afnos después de la aparicion de la “Gran Farmacopea” china de Li Shih-
Chen.

La Farmacopea Londinense de 1.618 fue la primera Farmacopea de uso nacional,
que desde su prefacio ya preanunciaba su marcado interés en la calidad de los productos,
al afirmar que “..para que éste cure, el primer requisito es asegurar la maxima integridad
del medicamento”. En otro pasaje del mismo documento se observa el interés del legislador
en uniformar la fabricacion, al indicar que “Por el porvenir hemos quitado todo poder de
decision arbitraria de parte del componedor, adoptando medidas uniformes y hemos

determinado las dosis, que el Farmacéutico ni aumentara ni disminuira...””.
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Hacia el siglo XVI, las tendencias medievales y renacentistas, que habian convertido
la botica en un laboratorio quimico, obligaron a los farmacéuticos a familiarizarsecon esta
materia. Hacia principios del siglo XVII, los Farmacéuticos ya habian alcanzado una talla
considerable como Quimicos y comenzado a reemplazar antiguas medicinas de dudosa
efectividad por preparaciones con mayor base cientifica.

Paracelso (1.493-1.541) simplificé la importancia de la asociacion entre la Quimica,
Farmacia y Medicina al enunciar “Considero necesaria a la quimica; sin ella no puede haber
conocimiento médico”, profundizando sus ideas al afirmar que “el quimico puede ser capaz
de tomar de cada cosa lo que resulta ventajoso para la gente. La quimica tiene un solo
proposito: preparar medicinas que permiten recuperar la salud perdida”.

El importante papel que la Farmacia desempend en el desarrollo inicial de la
Quimica viene indicado por el hecho que, durante los ultimos dos tercios del siglo XVIIl 'y
el primer tercio del XIX, muchos de los profesores de Quimica en las universidades
europeas mas importantes procedian generalmente de la Farmacia. Por ejemplo, el
Farmacéutico aleman Friedrich W. A. Sertlrner, aislé morfina del opio en su oficina de
farmacia de Einbeck, reconociendo la importancia de los alcaloides.

Hasta poco antes de comienzos del siglo XX, los medicamentos eran esencialmente
todos de origen natural, estando a cargo del Farmacéutico la preparacion de este. El
aislamiento de la quinina por parte de los Farmacéuticos Pelletier y Caventou en 1.820,
marco el inicio de la industria farmacéutica y la empresa Merck comenzé a producir en
1.827 en Darmastadt, Alemania, alcaloides en escala industrial. Con el impulso de la
revolucion industrial, la aparicidon de fuertes industrias quimicas que se orientaron al sector
farmacéutico, la producciéon de medicamentos pasé de ser una manufactura artesanal a
una produccion en gran escala, caracterizada por la utilizacion de procesos tecnolégicos
cada vez mas complejos?.

Estas modificaciones en el paradigma de fabricacion de los medicamentos
significaron grandes desafios tecnologicos, entre ellos, la necesidad de desarrollar

formulaciones y formas farmacéuticas capaces de mantener su estabilidad y propiedades
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durante un tiempo prolongado y el requisito de ajustar las caracteristicas de los productos
a especificaciones, cuyos limites evolucionaron para ser cada vez mas estrechos, y la
necesidad de contar con recursos analiticos para controlar tales caracteristicas.

Estos cambios en el quehacer tradicional del Farmacéutico adquirieron mayor
connotacion en la segunda mitad del siglo XX. La aplicacion intensiva de los métodos de la
investigacion cientifica en todas las areas de la Farmacia, acaecida particularmente
después de la segunda guerra mundial, da cuenta de la gran cantidad de farmacos que hoy
conforman el arsenal terapéutico®'".

1.4. Formulaciones huérfanas: un desafio actual

La aceptabilidad de los medicamentos en pacientes de todas las edades y
patologias es fundamental para garantizar la adherencia al tratamiento y el éxito
terapéutico.

El diseno de productos farmacéuticos centrados en el paciente puede describirse
como “el proceso de identificar las necesidades integrales de los individuos o de la
poblacion objetivo de pacientes, y utilizar las necesidades identificadas para disehar
productos farmacéuticos que brinden el mejor beneficio general al perfil de riesgo para esa
poblacién objetivo durante el tiempo previsto del tratamiento”?. La seleccion y disefio de
formas farmacéuticas orales centradas en el paciente sigue siendo uno de los retos mas
importantes en el desarrollo de medicamentos para poblaciones pediatricas y geriatricas,
debido a las diversas necesidades y caracteristicas de estos grupos de pacientes™s.

Las comunidades reguladoras y cientificas reconocen cada vez mas la falta de
formulaciones adecuadas para nifios y pacientes mayores, dada la prevalencia de
medicamentos sin licencia y uso de medicamentos off-label (prescritos de manera diferente
a la autorizada), modificaciones no documentadas de las formas de dosificacion,
dificultades en la administracion informadas por los pacientes y altas tasas de
incumplimiento en los tratamientos'#'6.

Ademas de ser una carga para los pacientes y sus cuidadores, estas practicas

pueden ser perjudiciales para la seguridad y la eficacia de los medicamentos'”-'8. Por

9



Capitulo 1: Introduccion

ejemplo, los comprimidos no recubiertos suelen dividirse en partes mas pequefias para
facilitar su deglucion o adquirir una dosis mas adecuada al peso corporal; sin embargo, esto
podria ser inapropiado para ciertos productos farmacéuticos. La subdivision de un
comprimido podria dar lugar a segmentos desiguales con dosis de farmaco no
uniformes'®20, Adicionalmente, este proceso, puede alterar las caracteristicas de los
farmacos modificando su perfil farmacocinético, su efecto farmacolégico y la intensidad de
los efectos secundarios (diarrea, nauseas, vomitos, etc.). En estas circunstancias, no puede
garantizarse la obtencién de concentraciones terapéuticas efectivas del farmaco. Mientras
que, cuando un comprimido ha sido formulado con un recubrimiento de liberacionmodificada
0 entérico, romper el comprimido podria comprometer la funcién del mismo vy, por lo tanto,
alterar su biodisponibilidad.

1.4.1. Disfagia: un trastorno que puede presentarse en todas las edades

La disfagia es una forma de trastorno de alimentacidbn que no constituye una
enfermedad en si misma, sino un sintoma de una enfermedad neuroldgica, anatomica y/o
psicosomatica, con una incidencia en aumento. Supone la alteracion de alguna de las fases
de la deglucién y, por tanto, del transporte del alimento de la boca al estdmago. Segun la
fase comprometida, se diferencian dos grupos patologicos: disfagia orofaringea y disfagia
esofagica?'-?2,

La capacidad de ingerir limita la aceptabilidad de las formas farmacéuticas
convencionales, como comprimidos y capsulas. La deglucion es un proceso rapido, aunque
complejo, que implica dos acciones esenciales: el transporte del bolo y la proteccién de las
vias respiratorias. El reflejo de deglucion generalmente se divide en tres fases principales:
la fase preparatoria oral, la fase faringea y la fase esofagica, pudiendo verse afectadas una
o varias de ellas en el paciente con disfagia?3. El desarrollo de la deglucion tiene lugar en
una serie de fases bien definidas que se inician en la época prenatal y finalizan en torno a

los 3 afios de vida, lo cual supone un hecho diferencial respecto a la disfagia del adulto?*25.

10
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La etiologia de la disfagia orofaringea en pediatria es heterogénea, puede ser
congénita o adquirida, de naturaleza anatomica o neuroldgica, estatica o progresiva,
organica o funcional y de diversos grados de severidad?6-’.

Aunque la incidencia exacta de la disfagia es desconocida, segun los informes, se
estd volviendo mas comun dado el mejor prondstico de los bebés prematuros y de los nifios
con afecciones médicas cronicas?®2°. No obstante, se ha informado que entre el 25y el 45
% de los nifios con un desarrollo normal y hasta el 80 % de los nifios con discapacidades
del desarrollo presentan algun tipo de trastorno de la alimentacion?®.

A diferencia de los nifios, el proceso natural de envejecimiento se asocia con una
disminucion de la funcién de deglucion que afecta las tres fases de esta®’. La mala denticion
y la reduccién de la fuerza masticatoria en la vejez son las principales causas del aumento
de la duracién de la fase oral y de la cantidad de residuos orales durante la deglucion. El
deterioro neuromuscular relacionado con la edad contribuye a un retraso en la activacion
del reflejo de deglucion faringea y disminuye el movimiento del bolo y la eliminacion en la
fase esofagica. Se estimo6 que entre el 70 y el 90 % de la poblacion mayor experimenta
algun grado de disfagia®'. En un estudio, el 87 % de los residentes en un hogar de ancianos
(edad promedio de 87 afios) informaron dificultades a la hora de comer, relacionadas con
la deglucion y el 68 % mostro signos de disfagia®?. La prevalencia es particularmente alta
en pacientes con enfermedades relacionadas con la edad como la enfermedad de
Parkinson (80 %), la enfermedad de Alzheimer (40-70 %) y el accidente cerebrovascular
agudo (50 %)3.

1.5. Factores por considerar para el diseio de formas farmacéuticas orales
pediatricas/geriatricas

La eleccién de la formulacién puede verse afectada por las propiedades del
ingrediente farmacéutico activo (IFA ), el grupo etario objetivo y la patologia a tratar34, asi

como la cultura y la ubicacién geografica. En el disefio de un medicamento para uso en

11
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pediatria o adultos mayores, se aplican todas las consideraciones tipicas del desarrollo de
formas de dosificacion para adultos jévenes o de mediana edad.

En cuanto a cualquier producto farmacéutico, las propiedades del IFA que pueden
afectar la seleccion de la forma de dosificaciéon incluyen, por ejemplo, la clasificacion
biofarmacéutica (BSC), las propiedades fisicoquimicas, la estabilidad, la dosis y la tasa de
liberacion requerida®®. Por ejemplo, los IFAs con alta solubilidad (pertenecientes a las
clases | y lll del BSC) generalmente son mas adecuados para soluciones y jarabes orales,
en comparacion con los que presentan baja solubilidad. Por otra parte, los mini
comprimidos y peliculas orales pueden no ser apropiadas para vehiculizar aquellos IFAs
que requieren dosis altas, debido a las limitaciones en la carga del farmaco por unidad de
dosificacion. Ademas, las propiedades del IFA pueden influir en el método de fabricacion y
la ruta de procesamiento que se puede aplicar a una forma de dosificaciéon en particulars®.
El sabor también debe tenerse en cuenta al seleccionar una forma de dosificacion oral, y
deben utilizarse enfoques para minimizar la interaccion de un IFA de sabor aversivo con
los receptores del gusto en la boca. Las formulaciones para pacientes pediatricos y adultos
mayores agregan complejidad al proceso de desarrollo, debido a la naturaleza diversa de
la poblacion de pacientes, y las consideraciones de seguridad y cumplimiento. Por lo tanto,
se deben tener en cuenta factores adicionales al desarrollar productos para estos grupos.
Sam y colaboradores (2012) propusieron un marco estructurado para evaluar y
equilibrar los beneficios y riesgos de diferentes formas de dosificacion farmacéutica para
uso pediatrico en relacion con 3 criterios clave: eficacia/facilidad de uso, seguridad y
acceso del paciente®’. Los factores por considerar en relacion con estos 3 criterios se

describen enla Tabla 1.1.
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Tabla 1.1. Factores por considerar en la seleccion de una forma de dosificacion oral

Aceptabilidad del paciente

Consideraciones de
dosificacion

Preparacion de dosis

Facilidad de ingestion

La capacidad de la formulacion para subdividirse sin
impacto en la seguridad y eficacia del producto, para
permitir una dosificacién flexible y 6ptima para

el paciente.

Requisito de cualquier manipulacion o medicion de
una cantidad de la formulacion antes de la
administracion

La facilidad con que el paciente puede tomar el
producto, incluyendo aspectos como palatabilidad,
deglucién, tamano y cantidad de unidades de
dosificacion sélidas, o volumen de liquido.

Seguridad

Tolerabilidad y seguridad
aceptables

Riesgo de dosificacion
incorrecta

El producto no debe dar lugar a un riesgo
inaceptablemente alto de efectos adversos,
toxicidad aguda, toxicidad en o6rganos o efectos
secundarios gastrointestinales, que no sean
causados directamente por el IFA.

El riesgo de administracion de una dosis incorrecta,
por ejemplo, por manipulaciéon incorrecta, medicion
incorrecta y/o administracion incorrecta de la dosis
requerida.

Acceso

Estabilidad

Complejidad de fabricacion y
desarrollo.

Cadena de suministro

Coste relativo

La vida util del producto, incluido el uso, si
corresponde.

Cuan complicados son el proceso de desarrollo
requerido y las operaciones de fabricacion y
empagque, incluida la necesidad de utilizar procesos
especializados, no rutinarios.

Como se almacena y transporta el producto, incluso
en entornos de escasos recursos.

La magnitud estimada del costo de una forma de
dosificacidn en comparaciéon con otras formas de
dosificacion, excluyendo el costo del IFA.

1.6. Seleccidn de los Ingredientes Farmacéuticos Activos

Los medicamentos para tratar patologias cardiovasculares son los mas requeridos
para preparados galénicos en las farmacias de hospitales pediatricos, en vista de su uso
para la clinica a veces grave y a menudo crénica de afecciones como insuficiencia cardiaca,

hipertension, shock hipovolémico o edema3®-3,
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1.6.1. Carvedilol

Conocido quimicamente como (2S)-1-(9H-carbazol-4-yloxy)-3-[2-(2-
methoxyphenoxy) ethylamino]propan-2-ol (Figura 1.1). Es un derivado carbazoélico que
presenta una accion bloqueante [-adrenérgica no cardioselectiva, sin actividad
simpaticomimética intrinseca*’, con propiedades vasodilatadoras atribuidas a su accion
antagonista ai-adrenérgica; es decir, bloquea los receptores ai, B4y R2. Este IFA es
practicamente insoluble en agua, ligeramente soluble en alcohol, y practicamente insoluble
en acidos diluidos.

Carvedilol (CAR) es también un receptor de radicales libres, posee efectos
antioxidantes y antiproliferativos*'. Ha sido prescripto como agente antihipertensivo, agente

antianginoso*? y para el tratamiento de la insuficiencia cardiaca congestiva®:.

Q NH
PO D% J

OH
o

Figura 1.1. Estructura quimica de Carvedilol

1.6.2. Bisoprolol Fumarato

Conocido guimicamente como 1-(propan-2-ylamino)-3-[4-(2-propan-2-
yloxyethoxymethyl) phenoxy] propan-2-ol (Figura1.2), presenta una alta solubilidad acuosa.
El Bisoprolol Fumarato (BISO) es un bloqueante de receptores 34-adrenérgicos altamente
selectivo, se usa para el tratamiento de diversas enfermedades cardiovasculares,
incluyendo la hipertension arterial, enfermedades coronarias, trastornos del ritmo cardiaco,

cardiopatia isquémica y posterior a un infarto agudo de miocardio**.

H OH 0
\(N\/\/o\©\/ HONOH

Figura 1.2. Estructura quimica de Bisoprolol Fumarato
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1.6.3. Amiodarona Clorhidrato

Quimicamente conocida como (2-butyl-1-benzofuran-3-yl)-[4-[2-(diethylamino)
ethoxy]-3,5-diiodophenyllmethanone (Figura 1.3), es muy ligeramente soluble en agua fria,
soluble en etanol y muy soluble en cloroformo. La Amiodarona Clorhidrato (AMIO) es un
derivado de benzofurano iodado que posee semejanza estructural significativa con las
hormonas tiroideas. Es un farmaco antiarritmico de clase Ill, segun clasificacion de
Vaughan Williams, es el prototipo de medicamento antiarritmico que actua a través de
mecanismos multiples, no solamente bloquea los canales del potasio, sino que también
bloquea los canales del sodio, los canales del calcio y los receptores adrenérgicos B vy
generalmente no es posible determinar con detalle su mecanismo de accion en un paciente

concreto o frente a una arritmia especifica®®.

Figura 1.3. Estructura quimica de Amiodarona Clorhidrato

1.6.4. Atenolol

Quimicamente conocido como 2-(p-(2-Hydroxy-3-(isopropylamino)propoxy) phenyl)
acetamide, 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*S.

Atenolol (ATN), (Figura 1.4), es un agente bloqueante de los receptores
adrenérgicos B1 que se ha prescrito ampliamente para enfermedades cardiovasculares
como la hipertension, la angina de pecho y el infarto de miocardio sin actividad

simpaticomimética intrinseca o estabilizadora de la membrana*’.
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Ademas, esta recomendado para el tratamiento de la hipertension y la arritmia en
nifos menores de 12 anos (incluidos los recién nacidos), por lo cual la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) lo incluyé en el inventario de necesidades de medicamentos
pediatricos*.

H OH
TTQAR
NH

Figura 1.4. Estructura quimica Atenolol

2
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1.7. Diferencias entre los tratamientos para adultos y pediatricos

Las dosis necesarias para tratar a pacientes pediatricos y neonatos difieren
significativamente de las dosis para adultos. En la Tabla 1.2. se presentan las dosis
recomendadas en pediatria y para adultos. En base a esta comparacién, queda en
evidencia que la adaptacion por molienda de comprimidos disefiados para pacientes
adultos no asegurara la dosis buscada en pacientes pediatricos. Por otro lado, como ya fue
mencionado, usar estas modificaciones para pacientes adultos con trastornos en la
deglucién, tampoco garantiza la estabilidad del ingrediente activo.

Tabla 1.2. Dosis recomendadas en pediatria y adultos

Ingrediente Farmacéutico Dosis terapéutica Dosis terapéutica adultos
Activo mg/Kg/dl': e DM/dia (mgl/dia)
Carvedilol 0,1a1,6 50 12,5a50
Amiodarona Clorhidrato 20a40 400 200 a 400
Bisoprolol Fumarato 1,25 10 10
Bosentan a4 250 125 a 250
Atenolol 05a2 100 50a 100

DM/dia: Dosis maxima diaria

1.8. Formas farmacéuticas

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

son numerosos; cabe sefialar, como mas habituales, los siguientes®?:

. Posibilitar la administracion de IFAs utilizados en dosis muy reducidas.
. Proteger a los IFAs de los agentes atmosféricos.

. Proteger a los IFAs de los efectos destructivos del medio géastrico.

. Mejorar las caracteristicas organolépticas de los IFAs.

. Proporcionar formas liquidas a partir de IFAs solidos.
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. Posibilitar la administracion de IFAs a través de una determinada via.
. Controlar la absorcién de los IFAs.
. Dirigir selectivamente a los IFAs a determinados érganos o tejidos.

1.8.1. Tecnologia del desarrollo

Las formulaciones farmaceéuticas no solo contienen uno o mas IFAs, sino también
excipientes acordes a las necesidades de la formulacion. El desarrollo de una forma
farmacéutica conlleva a la seleccién y evaluacién de estos ultimos, tanto en concentracién
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 formulacion de un medicamento se debe procurar el empleo
del menor nimero de componentes posibles y permitir la obtencidén de la mejor relacién
costo/efectividad del mismo, porque entre mayor sea el nimero de componentes, mayor es
la probabilidad de incompatibilidades o manifestaciones de inestabilidad y mayor es el
costo por la adicién de posibles etapas innecesarias al proceso de fabricacion®.

1.8.2. Formas farmacéuticas liquidas orales

Los liquidos de administracién oral son disoluciones, suspensiones 0 emulsiones
que contienen uno o mas IFAs en un vehiculo apropiado y que estan destinadas a ser
ingeridas sin diluir o previa dilucién®. Dentro de las formas farmacéuticas liquidas en
solucién destinadas a ser ingeridas, las principales son los jarabes y las soluciones que se
administran por medio de goteros (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 eleccién para
tratar pacientes pediatricos, geriatricos o aquellos que presenten trastornos en la deglucion

(disfagia)®>%. Entre los inconvenientes, cabe destacar la posible inestabilidad de los
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farmacos en solucidon y que estas formulaciones son mas propensas al crecimiento
microbiano en comparacioén con las formas sélidas®’.
1.8.2.1 Jarabes

Son preparaciones acuosas, limpidas y de elevada viscosidad, que contienen un
azUcar (generalmente sacarosa) en concentracion similar a la de saturacion®®. El azlcar
ejerce una accion conservante, edulcorante y viscosizante. La alta concentracién de azucar
le confiere al jarabe una elevada presidbn osmadtica que impide el desarrollo fungico y
bacteriano. Estas preparaciones pueden llevar diferentes polioles, como glicerina o sorbitol,
que retrasan la cristalizacion 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 hipocaléricas,
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)®3.

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 difusion en pediatria y geriatria®?.
1.8.2.2 Bebidas

En el caso particular de los jarabes para diabéticos se reemplaza el azucar por
mezclas de cosolventes que permiten solubilizar el farmaco y dar viscosidad a la solucion,
ademas del agregado de agentes viscosizantes como por ejemplo derivados de la celulosa.
En este caso la formulacion no cumple con la definicion de “jarabe” establecida en
Farmacopea Argentina (FA VIl edicion)® (ya que la formulaciéon no posee azlcar en su
composicion) y deberian denominarse “bebidas”.

Una definicibn mas amplia de bebidas seria que son formas liquidas orales que
pueden o no contener azucar y pueden o no contener alcohol. Si contienen azucar deben
hacerlo a una concentracion menor a la de un jarabe (85% p/v) y si contienen alcohol deben

tener una proporcion menor a un elixir. Es decir que no todas las bebidas son para
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diabéticos (sitienen azucar) y no todas las bebidas son para pacientes pediatricos (sitienen
alcohol).
1.8.2.3. Soluciones

Las soluciones son una mezcla quimica y fisicamente homogénea de dos o mas
sustancias, de este modo la particula de soluto esta dispersa a nivel molecular en la del
solvente. Las interacciones entre soluto y solvente se dan por fuerzas dipolo-dipolo, dipolo
inducido-dipolo inducido y por puente hidrégeno. Por lo tanto, la eleccién del solvente es
fundamental para obtener una solucién de uso farmacéutico. 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. La principal ventaja que presentan las soluciones es que
su efecto terapéutico se da en un tiempo mucho menor que al administrar un sélido, yaque
el IFA se administra solubilizado. Como principales desventajas se encuentra la
palatabilidad de algunas formulaciones y la inestabilidad de determinados activos al
encontrarse en soluciéon®.
1.8.2.4. Suspensiones

En el caso que alguno de los IFAs a administrar presente problemas de solubilidad
o estabilidad en solucién, es posible desarrollar suspensiones, las cuales dependiendo de
la presentacién y posologia pueden ser administradas por medio de frascos goteros o de
medidas volumétricas.

Es un sistema disperso heterogéneo constituido por particulas de un sélido insoluble
(fase dispersa) de tamafno de particula mayor de 0,1 micra, dispersadas en un liquido
(medio dispersante)®’. Las principales ventajas que presenta la formulacion de una

suspension con respecto a una solucion son que:

a) Permite la administracion de IFAs poco solubles en agua.
b) Pueden enmascararse sabores desagradables
C) La estabilidad de los IFAs frente a la hidrdlisis es mayor que en solucion.
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Por otra parte, las suspensiones presentan problemas de inestabilidad fisica
(sedimentacion), lo que es posible de mejorar con una formulacién adecuada. Como todos
los sistemas dispersos, las suspensiones son termodinamicamente inestables y las
particulas sélidas de fase interna tienden a agregarse y sedimentar, por lo que la estabilidad
de la suspension dependera de las caracteristicas de las particulas sélidas y de su
interaccion con el medio dispersante®'. Se debe evaluar o controlar el efecto de las
condiciones de suspensién, como el pH, en la estabilizacion electrostatica. Las magnitudes
de potencial zeta altas indican una dispersion estable, es un parametro util en el desarrollo
de formulaciones. Para generar un sistema estable, es crucial introducir un estabilizador o
un agente suspensor que reduzca la tasa de sedimentacion y permita una facil dispersion
del material particulado sedimentado. Los polisacaridos vegetales se utilizan amplia y
extensamente en la industria farmacéutica, especialmente como agentes de suspension
debido a las ventajas que presentan, como ser biodegradables, seguros, econdmicos,
abundantes, renovables y sostenibles, por ejemplo, el xantano o goma xantana, es un
polisacarido natural, de alto peso molecular, un biopolimero exocelular producido por la
bacteria Xanthomonas campestris B-1459 en un proceso de fermentacion®?.

1.9. Control de calidad

La calidad es un parametro importante para todos los sectores industriales, pero
adquiere aun mayor relevancia en la industria farmacéutica. 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 restauracion de
la salud.

Los medicamentos deben ser regulados porque 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
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profesionales. El tiempo y dinero gastados en medicamentos no aptos, afectan a los
pacientes y a 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 Fabricacion de
Medicamentos de Uso Humano y Medicamentos Veterinarios de la Unién Europea (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 Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) también se ha pronunciado al respecto, emitiendo su propio
texto ordenado de Buenas Practicas de Fabricacion y Control®®. En Argentina, las normas
actualmente vigentes estan contenidas en la Farmacopea Argentina®8, radicando el poder
de policia para garantizar su cumplimiento en la Administracién nacional de medicamentos,
alimentos y tecnologia médica (ANMAT).

Por lo tanto, el objetivo fundamental del control de calidad de medicamentos es que
cuando un medicamento sea dispensado, 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 interpretacion. 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 desarrollo, optimizacién y fabricacion de productos farmacéuticos.

Los métodos y actividades propias de la industria farmacéutica que pueden tener
impacto sobre la seguridad y la eficacia de los productos elaborados requieren de una

demostracion previa de su aptitud para el uso propuesto. De ese modo, la calidad de los
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productos no se vera afectada por la calidad de los métodos empleados para producirlos y
controlarlos. La demostraciéon 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.

En las distintas etapas, métodos validados aptos para el control de calidad son
aplicados a los fines de determinar no solo el contenido del IFA, sino también la presencia
de productos de degradacion o posibles interferentes®.

1.10. Estudios de estabilidad
1.10.1. Estudios de estabilidad quimica

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 concentraciéon del o los IFAs y la
eficacia de los conservantes mediante ensayos y valoraciones apropiadas®. En la Tabla
1.3, seindican las condiciones y tiempos minimos (establecidos por Farmacopea Argentina)

de los estudios de estabilidad de larga duracién y acelerados.
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Tabla 1.3. Condiciones de los estudios de larga duracién y acelerados.

Tipo de estudio Temperatura Humedad Tiempos minimos
Estudios de larga duracion 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
estudio de estabilidad acelerado es optativo, pero puede emplearse para iniciar los tramites
de presentaciéon 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®8.

1.10.2. Estudios de estabilidad microbiolégica

Los productos farmacéuticos pueden ser vehiculos de microorganismos que
produzcan enfermedades, alteraciones fisicoquimicas, disminucién 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 util del producto. Los limites
microbianos fijados para productos orales no estériles son: 1) Conteo de microorganismos
aerobios totales (CMAT), menor a 10 unidades formadoras de colonias (UFC) por mL, 2)
Conteo total combinado de hongos filamentosos y levaduras (CTHyL) menor a 102 UFC mL-
'y 3) Ausencia de Escherichia coli (E coli)>85°,

Por lo tanto, una formulacion farmacéutica de administracién oral puede contener
microorganismos, pero en un numero limitado, siendo una exigencia la ausencia de E. coli.
1.11. Diseno 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 situacion real del sistema estudiado. Ademas, es posible
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que las variables interactuen unas con otras. De esta manera, la magnitud del efecto
causado por la alteracién 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
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 econdémica 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 menorcosto posible.
Una forma de acelerar el desarrollo y validacion de un proceso consiste en el uso
de disenos 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
interactuan y 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 solucion 6ptima. Para su implementacion, deben tenerse en cuenta los factores

a ser estudiados, sus niveles y las respuestas del sistema:
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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 capaces de ser expresadas numéricamente, ya que
no se permiten descripciones adjetivales o numerales ordinales.

Para la etapa de screening, se empleé el disefio Plackett-Burman
1.11.1. Disefio Plackett-Burman

Son un grupo de disefos experimentales introducidos en 1946 por Robin L. Plackett
y J. P. Burman’3, donde el nimero de experimentos es multiplo de 4 pero no potencia de 2
(12, 20, 24, etc.)

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.

1.12. Objetivo
1.12.1. Objetivo general

Esta Tesis propone el desarrollo de formulaciones farmacéuticas liquidas de uso
oral para el tratamiento de cardiopatias en pacientes pediatricos, adultos mayores y
pacientes que presenten dificultad en la degluciéon (disfagia). Ademas, se evaluara la
interaccion de los ingredientes farmacéuticos activos con los excipientes empleados y la
estabilidad fisicoquimica y microbiologica de las formulaciones desarrolladas.

1.12.2. Objetivos particulares
El objetivo planteado sera alcanzado a través de los siguientes objetivos

particulares:
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1) 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.

2) Evaluar las interacciones fisicas y quimicas entre los IFAs y los distintos excipientes
que pueden ser utilizados en la formulacion de las distintas formas farmacéuticas.

3) Determinar qué tipo de excipientes seran los mas adecuados para la preparaciéon
de las formulaciones liquidas de acuerdo con la dosis requerida, las caracteristicas
organolépticas y compatibilidad con los IFAs.

4) Desarrollar y optimizar, haciendo uso de disefio de experimentos, formulaciones
liquidas de Carvedilol, Bisoprolol Fumarato, Amiodarona Clorhidrato y Atenolol.

5) Validar los métodos analiticos necesarios para la realizacion de los controles de
calidad de las formulaciones.

6) Realizar los estudios de estabilidad, tanto quimicos como microbiolégicos, de las

nuevas formulaciones.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Equipamiento, Instrumental analitico y de apoyo

2.1.1. Cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE)

Los andlisis 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 Fenilhexilo, de 4,6 mm x 25 cm (Phenomenex, Inc., Torrance, EEUU), o Silia Chrom
XDB1 C18 de 25 0 15 cm x 4,6 mm, segun el caso, rellenas con particulas de 5 um de
diametro promedio y termostatizadas a 30,0 = 0,1 °C, fueron empleadas para realizar las
determinaciones correspondientes en cada caso.

2.1.2. Separaciones cromatograficas
2.1.2.1 Determinacién de Carvedilol

El contenido de Carvedilol fue determinado empleando una columna SiliaChrom
C18 (150 x 4,6 mm, 5 um), termostatizada a 30°C. La fase movil consistié en una mezcla
de buffer fosfato (50 mM, pH 2.9): metanol (52:48) con un flujo de 1,0 mL min~" y un volumen
de inyeccion de 20 pL. La longitud de onda de deteccién fue 245 nm.
2.1.2.2 Determinacion de Bisoprolol Fumarato

Los andlisis de cada una de las muestras de Bisoprolol Fumarato se llevaron a cabo
empleando una columna Silia Chrom XDB1 C18 (250 x 4,6 mm, 5 um tamano de particula),
termostatizada a 30°C, la fase movil compuesta por una solucién buffer de fosfatos (50 mM,
pH 4,5): acetonitrilo (70:30), a una velocidad de flujo de 1,0 mL min-!, con deteccion UV a
228 nmy un volumen de inyeccién de 20 pL’4.
2.1.2.3 Determinacién de Amiodarona Clorhidrato

Cada una de las muestras fue analizada a una longitud de onda de 240 nm para
determinar el contenido de Amiodarona Clorhidrato. Se empleé una columna SiliaChrom

C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), termostatizada a 30°C. La fase movil consistiéo en una mezcla
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de buffer fosfato (50 mM, pH 2,9): acetonitrilo (30:70) con un flujo de 1 mL min™' y un
volumen de inyeccion de 20 pL.
2.1.2.4 Determinacion de Atenolol

El contenido de Atenolol fue determinado empleando una columna SiliaChrom C18
(150 x 4,6 mm, 5 um), termostatizada a 30°C. 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
inyeccién de 20 pL. La longitud de onda de deteccion fue 226 nm”>.
2.1.3 Propiedades de apariencia fisica y medicion de pH

Para analizar el aspecto fisico de las muestras almacenadas a cada temperatura se
utilizé un método de examen sensorial (apreciando modificaciones de color, aroma o
tendencia a la formacion de precipitados). Las mediciones de pH de todas las formulaciones
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.
2.1.4. Pesadas

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

de comenzar cada operacion o serie de pesadas.
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2.1.5. Agitacién y sonicacion

Acorde a las determinaciones a realizar, se empled un agitador magnético marca
Precytec® y un agitador de paleta marca Boeco Germany OSD-20. Las sonicaciones se
llevaron a cabo empleando un bano ultrasénico Ultrasonic parts-cleaning Branson 1200

(Branson Ultrasonic Corp., Dambury, EEUU).

2.2 Adquisicibn 'y procesamiento computacional de los datos
cromatograficos y espectroscoépicos

2.21 Cromatogramas
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Los cromatogramas fueron adquiridos y procesados empleando el programa
EZchrome Elite Chromatography Data System Version 3.3.2 sp1, Agilent Technologies, Inc.
2.2.2 Griaficos

Las estructuras quimicas fueron dibujadas empleando el programa ChemDraw Ultra
v. 7.0 (Cambridge ScientificTM, Cambridge, MA, EE. UU.). Otros graficos se
confeccionaron empleando la aplicacién Origin v. 8.0 (OriginLab, Co. Northampton, MA,
EE. UU.) y Design-Expert version 7.

2.2.3 Andlisis estadistico de los datos
2.2.3.1. Test“t”

Para determinar si habia diferencias estadisticamente significativas en los
resultados obtenidos, tanto en la recuperacion del IFA o el pH durante el periodo de estudio,
se llevd a cabo una Prueba t de dos muestras, para determinar si las medias de poblacion
de dos grupos distintos son o no iguales (Ecuacion 2.1).

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.

[x —¥]
t=—

s2 s2
V42
nq n»2

(Ec. 2.1)
Donde

X1: media de la primera muestra

X2: media de la segunda muestra

S+: varianza de la primera muestra

S2: varianza de la segunda muestra

ns: tamafo de muestra de la primera muestra

n.: tamafo de muestra de la segunda muestra
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2.2.3.2. Test de Friedman

Es una prueba no paramétrica desarrollado por el economista Milton Friedman, para
varias muestras relacionadas, equivalente a la prueba ANOVA para medidas repetidas en
la no paramétrica. El método consiste en ordenar los datos por filas o bloques,

reemplazandolos por su respectivo orden (Ecuacién 2.2)77.

2 12 SRz —3H(k+ 1)

r Hk(k+1)

X

(Ec.2.2)

Donde:
* x?,= estadistico calculado del andlisis de varianza por rangos de Friedman.
» H=representa el numero de elementos o de bloques (numero de hileras)
» K=el numero de variables relacionadas
> Rc? = es la suma de rangos por columnas al cuadrado
Se plantean dos hipotesis:
Ho: las medias son iguales
Ha: al menos dos medias son diferentes.
Si X2zé5405€ reghaza la hipétesis nula, es decir, al menos dos de las medias son diferentes.
Para determinar cual de las medias son diferentes, se realiza la prueba de los rangos con
signo de Wilcoxon.
2.2.3.3. Prueba de Wilcoxon

La prueba de los rangos con signo de Wilcoxon es un estadistico no paramétrico
que se utiliza para comparar la media de dos muestras relacionadas y determinar si existen
diferencias entre ellas. Se utiliza como alternativa a la prueba t de Student cuando no se
puede suponer la normalidad de dichas muestras’®.
Calculo del estadistico W

W=minimo valor (W+, W-)

W+ = suma de los rangos con signo positivo

W- = suma de los rangos con signo negativo
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Se compara el valor obtenido de W con los valores de una tabla Wilcoxon. SiW cae

dentro del intervalo correspondiente en la tabla para ese n, la diferencia NO es significativa.

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.

* Carvedilol: Fue provisto por el Laboratorio Bago, Buenos Aires. Lote 68555, pureza:
99,6%
* Amiodarona Clorhidrato: Fue provisto por el Laboratorio Roemmers, Buenos Aires.

Lote N200132782, pureza: 100,5%.
* Bisoprolol Fumarato: Fue provisto por el Laboratorio Roemmers, Buenos Aires.

Lote N° 00151691, pureza: 100,6%
. Atenolol. Fue provisto por el Laboratorio de Especialidades Medicinales (LEM),
Rosario. Lote N° 1409129, pureza: 99,48%.
2.3.2 Excipientes

Los excipientes empleados en este trabajo de Tesis fueron los siguientes: Glicerina
(Gli) (Novalquim S.R.L. Lote: N° 130610. Origen: Argentina), sorbitol (Sor) (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), carboximetilcelosa 4000 (CMC 4000), carboximetilcelosa 10000 (CMC 10000),
metil parabeno (Prest S.A.), propil parabeno (Unifarma. Lote N° 20130719. Origen: China),

benzoato de sodio, citrato de sodio, fosfato monobasico de sodio, hidréxido de sodio, D (+)
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Sacarosa pura, grado farmacéutico, y acido fosforico (Laboratorio Cicarelli (Santa Fe,
Argentina), sacarina (Novalquim S.R.L. Lote N° F019245. Origen: Alemania).
24 Reactivos y soluciones buffer para cromatografia

Los solventes metanol (Sintorgan) y acetonitrilo (Panreac) empleados en las
separaciones cromatograficas fueron grado CLAE. 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, NaH2PQO4, H3POy4, 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 (USP 38)%. Todas las fases méviles 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
validacién de cada uno de los métodos cromatograficos empleados en la cuantificacion de
los IFAs 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 Carvedilol
2.6.1.1 Preparacion de las muestras del diseiio Plackett-Burman

Las diferentes soluciones buffer (citrato o fosfato) fueron preparadas usando agua
estéril conteniendo 0,2 % p/v de benzoato de sodio. La concentracion de este conservante
fue seleccionada basada en los valores maximos fijados por la Agencia Europea de

Medicamentos (EMA)7®.

35



Capitulo 2: Materiales y Métodos

Se llevaron a cabo un total de 12 experimentos que comprenden siete parametros
independientes, seis factores numéricos y un factor categorico. Los factores numéricos
evaluados fueron la concentracion de los agentes viscosizantes (Sor, PPG, PEG y Gli, %
v/v), el valor de pH y la fuerza iénica de la solucion buffer empleada en cada caso, mientras
que el factor categérico corresponde al tipo de solucion buffer, citrato o fosfato. La Tabla
2.1 resume los factores y niveles correspondientes al disefio Plackett-Burman.

Tabla 2.1. Disefio Plackett-Burman para la seleccion de factores en el desarrollo de gotas
de Carvedilol

Nivel Numerico

Factores Nivel Categérico

-1 +1

Gli (% viv) 0 10

PPG (% v/v) 0 10

PEG 400 (% v/v) 0 10

Sor (% v/v) 0 10

pH 3 7

FI (mM) 10 30

Solucion buffer citrato fosfato

Las diferentes formulaciones se desarrollaron de acuerdo con el siguiente
Procedimiento Operativo Estandar (POE):

1) Se prepararon las soluciones buffer a partir de agua conservada (agua estéril
conteniendo benzoato de sodio 0,2% p/v).

2) Se peso la cantidad de CAR para obtener una concentracion final de 5 mg mL-"
(concentracién basada en la dosis diaria recomendada del farmaco)8°8'. Se selecciono6 esta
concentracion debido a que una concentracion de 5 mg mL" permite cumplir con la
recomendacion de volumenes objetivo para formas de dosificacion orales para poblaciones
pediatricas (<5 mL para nifos de hasta 5 afios y <10 mL para nifios mayores de 5 afios)'3.
En pacientes adultos, al iniciar el tratamiento, la dosis recomendada es de 12,5 mg/dia
durante los primeros dos dias y luego aumentar hasta 25 mg/dia en una Unica toma diaria,

es decir, que el volumen a dispensar seria 2,5 a 5 mL por dosis.
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3) Se incorporaron los cosolventes (Gli, Sor, PEG400 o PPG) con agitacién
constante durante 20 min hasta formar una solucién homogénea.

4) Se agrego la solucion buffer hasta el 80% del volumen final (100 mL).

5) Se agité a 220 rpm durante 5 h.

6) Se completd a volumen (100 mL) con solucion buffer.

7) Finalmente, se homogeneizoé la mezcla y se filtrd con papel de filtro. Cada una de
las muestras fue fraccionada en tres envases de vidrio tipo Il color ambar, los cuales fueron
conservados en diferentes condiciones: a 4°C Heladera (H), 25°C Temperatura ambiente
(TA) y camara de estabilidad 40°C/ 75%Humedad Relativa (HR), para realizar losestudios
de estabilidad.
2.6.1.2 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 afios. Se diluyeron diferentes volumenes de
formulaciones de CAR (3 y 5 mg mL-") en 1 mL de leche, y se incluyé 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 tomé una muestra
equivalente a 3 0 5 mg mL-" del farmaco (diluido en diferentes volumenes de leche) en la
boca durante 20 segundos y luego la deseché®2. 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 solo se encontraban rotuladas con cédigos. Los participantes
registraron la puntuacion de acidez mediante una escala numérica entre 1y 5 (1: no acido,
2: ligeramente acido, 3: moderadamente acido, 4: acido y 5: muy acido). La media del valor
percibido para cada muestra permitié obtener una puntuacion final de acidez?.

2.6.2. Gotas de Amiodarona Clorhidrato

Las diferentes formulaciones fueron preparadas usando agua estéril conteniendo
benzoato de sodio (0,2% p/v), y se elaboraron de acuerdo con el siguiente POE:

1) Se peso6 2,5 0 5 g de AMIO, segun corresponda, en un vaso de precipitados de

150 mL.
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2) Se agregb agua conservada (80 mL) y se calentd a 80°C con agitacion hasta
disoluciéon completa.

3) Se dejo enfriar a temperatura ambiente y se adicionaron 10 mL de Gili.

4) Se homogeneizé la mezcla.

5) Se trasvasé a un matraz de 100 mL y se completé a volumen con agua
conservada.

6) Finalmente, se filtr6 con papel de filtro y cada una de las muestras fueron
fraccionadas en tres envases de vidrio tipo Ill color ambar, los cuales fueron conservados
en diferentes condiciones: a 4, 25y 40°C/ 75%HR, para realizar los estudios de estabilidad.
2.6.3 Jarabe de Amiodarona Clorhidrato

Se preparé jarabe simple a partir de agua conservada y sacarosa 85% p/v®°. Se
elaboraron dos jarabes de acuerdo con el siguiente procedimiento operativo:

1) Se peso6 2,5 0 5 g de AMIO, segun corresponda, en un vaso de precipitados de
150 mL.

2) Se agregaron 80 mL de jarabe y se calent6 a 80°C con agitacion hasta disolucién
completa de AMIO.

3) Se dejo enfriar a temperatura ambiente.

4) Se trasvaso6 a un matraz de 100 mL y se complet6 a volumen con jarabe.

5) Finalmente, se filtr6 con papel de filtro y cada una de las muestras fueron
fraccionadas en tres envases de vidrio tipo Ill color ambar, los cuales fueron conservados
en diferentes condiciones: a4, 25y 40°C/ 75%HR, para realizar los estudios de estabilidad.
2.6.4. Gotas de Bisoprolol Fumarato

Considerando las diferentes posologias de acuerdo con la patologia a tratar, se
plantearon dos concentraciones finales de BISO (2,5 y 5 mg mL""). El procedimiento
operativo fue el siguiente:

1) Se peso la cantidad correspondiente de BISO en cada caso considerando un
volumen final de 100 mL.

2) Se humectoé BISO con 10 mL de Gili.
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3) Se incorpord, con agitacién constante, agua conservada (conteniendo benzoato
de sodio 0,2%p/v), hasta aproximadamente un volumen final de 90 mL.

4) Se transfirié a un matraz de 100 mL y se llevé a volumen con agua conservada.

5) Finalmente, estas soluciones se filtraron y cada una de las muestras fueron
fraccionadas en tres envases de vidrio tipo Il color ambar y conservadas a 4, 25 y 40°C/
75%HR, para realizar los estudios de estabilidad.
2.6.5. Jarabe de Bisoprolol Fumarato

Al igual que en caso de las gotas, se plantearon las mismas concentraciones. Las
diferentes formulaciones fueron elaboradas disolviendo BISO en el jarabe simple®. Las
muestras fueron filtradas con papel de filtro y fraccionadas en tres envases de vidrio tipo IlI
color ambar, los cuales fueron conservados en diferentes condiciones: a 4, 25 y 40°C/
75%HR, para realizar los estudios de estabilidad.
2.6.6. Bebida de Atenolol

Considerando la necesidad de contar con una formulacion liquida de ATN apta para
pacientes adultos, se desarroll6 una bebida conteniendo 10 mg mL'. Como agente
humectante, se empled Gli (5% v/v), como agente viscosizante, CMC4000 (0,5 % p/v) y
como agente edulcorante, sacarina (0,2% p/v). A partir de datos de estabilidad previos?®,
se empleo buffer citrato 10 mM, preparado a partir de agua conservada, conteniendo 0,2
% p/v de benzoato de sodio. El pH final de la formulacién fue ajustado dentro del rango 6,9-
7,1 utilizando acido citrico 10 mM. Se empleo el siguiente procedimiento operativo:

1) Se peso la cantidad correspondiente de Atenolol considerando un volumen final
de 100 mL.

2) Se humecto6 al ATN con 5 mL de Gli.

3) Se incorpord con agitacion constante, buffer citrato que contenia solubilizada la
sacarina, el benzoato de sodio y la CMC 4000, hasta aproximadamente un volumen final
de 90 mL.

4) Se transfirié a un matraz de 100 mL y se llevé a volumen con la misma matriz.
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5) Finalmente, estas soluciones se filtraron y cada una de las muestras fueron
fraccionadas en tres envases de vidrio tipo Ill color ambar, los cuales fueron conservados

en diferentes condiciones: a 4, 25y 40°C/ 75%HR, para realizar los estudios de estabilidad.
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Capitulo 3: Resultados y Discusion. CAR

3.1. Introduccion

Como se ha mencionado, CAR es quimicamente una base débil (pKa =7,8) y es un
farmaco poco soluble en agua (10 pg mL" a 25°C) perteneciente a la Clase Il del BCS, que
presenta una alta permeabilidad gastrointestinal pero su solubilidad disminuye a medida
que avanza por el tracto gastrointestinal, siendo esta caracteristica el paso limitante para la
absorcién del farmaco. CAR se comercializa en varios paises unicamente en formulaciones
orales solidas, la mayoria de las cuales son formas de liberacion inmediata y solo unas
pocas son formas de liberaciéon controlada®.

Debido a esto, se han llevado a cabo varios desarrollos para obtener nuevas
formulaciones de liberacidbn controlada utilizando diferentes enfoques, como
microesferas®®, nanofibras y films®’, nanoesferas® y transportadores nanolipidicos?®, entre
otros. También se han desarrollado diferentes formulaciones liquidas, como nanomicelas
de copolimero®, nanosuspensiones®' y sistemas de administraciéon de farmacos auto-
nano-emulsionantes®. Sin embargo, no se han realizado estudios de estabilidad para estas
formulaciones, y la complejidad de dichos desarrollos no garantiza la seguridad de los
sistemas sin los correspondientes controles. En consecuencia, resulta necesario el
desarrollo de formulaciones liquidas orales seguras. En este sentido, en la bibliografia,
encontramos el desarrollo de dos soluciones y una suspension acuosa para pacientes
pediatricos (1 mg mL"") utilizando excipientes seguros; las formulaciones fueron estables
por un periodo relativamente corto (56 dias almacenadas a 4 y 25°C, y por 28 dias
almacenadas a 40°C)%.

Cabe senalar que los estudios de estabilidad fisicoquimica y microbiolégica son
parte fundamental de todo el proceso de investigacién y desarrollo. Estos estudios, que
determinan el tiempo durante el cual la formulacion mantiene sus especificaciones de
calidad, deben realizarse antes de que un producto farmacéutico esté disponible para la

poblacion.
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Debido a todo lo citado anteriormente, el objetivo de este capitulo fue llevar a cabo
el desarrollo y optimizacion de dos formulaciones orales liquidas de CAR, que contengan
excipientes seguros, y empleados en rangos adecuados para su administracién a pacientes
pediatricos, geriatricos y con trastornos en la deglucion. Finalmente, para garantizar la
adherencia al tratamiento, principalmente en pacientes pediatricos, se estudid la
palatabilidad de las formulaciones diluidas en leche.

3.1.1. Gotas de Carvedilol
3.1.1.1 Etapa de screening

La seleccion de excipientes adecuados que aseguren la estabilidad del IFA y de la
formulacién final es un paso fundamental en el desarrollo de un producto farmacéutico. Se
eligié un disefio de Plackett-Burman para estimar los principales factores que afectan la
solubilidad de CAR en las formulaciones liquidas. La concentracion de CAR se fijo en 5 mg
mL-' y los factores analizados a dos niveles fueron fuerza ionica (FI, 10-30 mM), valor de
pH (3-7), tipo de buffer (citrato, Cit o fosfato, Fos) y presencia de agentes cosolventes: Sor
(0-10% v/v), PPG (0-10% v/v), PEG400 (0-10% v/v) y Gli (0-10% v/v). Se eligié benzoato
de sodio (0,2 % p/v) como agente conservante, el mismo se utiliza principalmente como
conservante antimicrobiano en cosmética, alimentacion y productos farmacéuticos, en
concentraciones del 0,02 al 0,5% en medicamentos orales. La ingesta diaria admisible de
benzoatos totales calculada por la OMS como acido benzoico, se ha estimado en hasta 5
mg/kg de peso corporal®. La recuperacion de CAR (respuesta) se determiné por CLAE. Los
rangos de los factores se seleccionaron en base al conocimiento previo sobre el sistema en
estudio, como rango de dosis de CAR8%21  |imitaciones de los excipientes recomendados
por la EMA® y una formulacién previa de CAR en la literatura®. La Tabla
3.1.1 resume los resultados de la respuesta analizada en todas las condiciones citadas.

Como se observa en la Tabla 3.1.1, se obtuvo una amplia variaciéon en las
recuperaciones de CAR, sugiriendo una influencia significativa de algunas variables

independientes sobre la misma; por lo que se aplico el analisis estadistico correspondiente.
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Tabla 3.1.1. Disefio Plackett-Burman: screening de factores que afectan la solubilidad de
Carvedilol.

Factores Respuesta
Sor PPG PEG Gli pH Fl Buffer CAR Rec.
(% viv) (% viv) (% Vviv) (% viv) (mM) (%xRSD) n=3
1 10 10 0 10 7 30 Cit 1,4510,5
2 0 10 0 0 7 10 Fos 0,01x0,1
3 10 0 10 0 7 10 Cit 14,9610,4
4 0 0 0 10 3 30 Fos 1,5410,3
5 0 10 10 10 7 10 Fos 20,80+0,5
6 0 0 0 0 3 10 Cit 18,83+0,2
7 0 10 10 0 3 30 Cit 74,10+0,7
8 10 0 10 10 3 10 Fos 41,40+0,5
9 0 0 10 10 7 30 Cit 11,9410,3
10 10 0 0 0 7 30 Fos 0,80+0,4
11 10 10 0 10 3 10 Cit 5,85+0,6
12 10 10 10 0 3 30 Fos 53,23+0,9

Se encontré que el coeficiente de determinaciéon del modelo (R?) fue de 0,996, lo
que garantiza un buen ajuste del modelo. La prueba ANOVA mostr6 que solo los factores
"valor de pH" y "concentracion de PEG" eran significativos y afectaban la solubilidad del
farmaco (valores de p <0,05) (Tabla 3.1.2).

La importancia del factor "valor de pH" podria deberse a que CAR (pKa = 7,8)
presenta un perfil de solubilidad tipico de bases débiles dependiente del pH, porque la
fuerza basica del NH alifatico es mayor que la fuerza acida del NH carbazol (Figura 3.1.1)%.
Mientras que la importancia del factor "concentracion de PEG", podria deberse a que CAR
es un farmaco poco soluble en agua y con el agregado de un cosolvente como PEG 400

podria mejorarse la solubilidad de este tipo de IFAs®.
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&y

|/ OH

Figura 3.1.1. Estructura quimica de Carvedilol. Rojo: NH alifatico. Azul: NH carbazol

Las Ecuaciones 3.1.1 y 3.1.2 resumen la influencia de cada uno de los factores
numeéricos en la recuperacion de CAR para cada tipo de solucion buffer empleada. Los
coeficientes representan el efecto cuantitativo de las variables independientes segun el tipo
de solucion amortiguadora utilizada.

Tabla 3.1.2. Analisis de la variancia de la recuperacion de Carvedilol usando un disefio
Plackett-Burman.

Suma de GL Cuadrado F- Probabilidad
cuadrados medio valor (p= 0,05)
Modelo 5733,60 7 819,09 6,57 0,0440  Significativo
pH 1751,64 1 1751,64 14,05 0,0200  Significativo
Tipo Buffer 7,33 1 7,33 0,059 0,8203 -
Fl 141,48 1 141,48 1,13 0,3468 -
Gli 519,57 1 519,57 4,17 0,1107 -
PEG 2943,49 1 2943,49 23,61 0,0083  Significativo
PPG 362,52 1 362,52 2,91 0,1633 -
Sor 7,57 1 7,57 0,061 0,8175 -
Residuos 498.6 4 124,65
Cor Total 6232,21 11

El signo negativo con respecto al factor que influye en el valor del pH implica que un
aumento en su valor disminuye la solubilidad del farmaco. Por el contrario, un aumentoen
la concentracion del otro factor de influencia (PEG 400) aumenta la solubilidad de CAR
(Ecuacion 3.1.1) y (Ecuacion 3.1.2).

Buffer citrato

CAR rec = +30.74 - 6.04 pH + 0.34 FI- 1.31 Gli + 3.13 PEG + 1.1 PPG - 0.15 Sor

(Ec. 3.1.1)
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Buffer fosfato

CAR rec=+29.18 -6.04 pH + 0.34 FI-1.31 Gli + 3.13 PEG + 1.1 PPG - 0.15 Sor
(Ec.3.1.2)

Como se observa en la Tabla 3.1.2 FI, Gli, PPG y Sor no fueron factores influyentes,
por lo que fueron excluidos para estudios complementarios. Con respecto a “tipo de buffer”,
se selecciond el buffer citrato, debido a que el mismo es ampliamente utilizado en
formulaciones farmacéuticas®% y los valores de pKa (3,17; 4,4 y 6,4) del acido citrico son
cercanos a los valores del pH de las soluciones finales®’. Finalmente, el valor de la fuerza
i6nica se fij6 en 10 mM.

Como se observa en la Tabla 3.1.1 se obtuvieron los valores mas elevados de
solubilidad de CAR empleando 10 %v/v de PEG (nivel maximo evaluado), por lo que se
decidié analizar si concentraciones mayores de PEG (15, 20 y 27 % v/v) mejoraban aun
mas la solubilidad del IFA. Estas concentraciones se estudiaron porque existen varios
productos comerciales aprobados que contienen PEG como excipiente en concentraciones
cercanas al 30% v/v®899, Asi, se desarrollaron cuatro formulaciones, dos conteniendo 3 mg
mL"' de CAR (C1 y C2) y dos con 5 mg mL"' de CAR (C3 y C4). Se utilizaron
concentraciones mas bajas de PEG (10 y 15 % v/v) en las formulaciones que contenian 3
mg mL-', mientras que se emplearon concentraciones mas altas de PEG (20 'y 27 % v/v) en
las formulaciones que contenian 5 mg mL-'. Se observé que estas concentraciones de PEG
permitieron una disolucién completa del IFA.

Estas cuatro formulaciones se sometieron a estudios de estabilidad y para ello,
fueron almacenadas en envases de vidrio tipo Il color ambar en tres condiciones: heladera,
temperatura ambiente y camara de estabilidad en condiciones aceleradas. Después de 30
dias de almacenamiento se realizd una caracterizacion organoléptica de las formulaciones
y también se determind el contenido del IFA en las mismas. Las formulaciones que

contenian 3 mg mL-' con 10% v/v PEG 400 (C1) y 5 mg mL-' con 20% v/v PEG 400 (C3)
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presentaron precipitados (Tabla 3.1.3 y Figura 3.1.2), mientras que las que contenian 3 mg
mL" con 15% v/v PEG 400 (C2) y 5 mg mL" con 27% v/v PEG 400 (C4) resultaron
soluciones ligeramente turbias (Tabla 3.1.3 y Figura 3.1.3)

Tabla 3.1.3. Apariencia visual y recuperaciones de CAR a 25°C (TA)

Formulacién Carvedilol PEG 400 Rec./ Apariencia Rec./Apariencia

mg mL" T cero T 30 dias
C1 3 10% viv 95,8%+0.9/L 56,7%+0.9/P
C2 3 15% viv 100,03%+0.1/L 87,9%+0.8/LT
C3 5 20% viv 95,2%+0.8/L 73,7%+0.5/P
C4 5 27% viv 99,9%+0.3/L 90,5%+0.6 /LT

L: Limpido, LT: Ligeramente turbio, P: Precipitado cristalino.

Figura 3.1.2. Control visual gotas de Carvedilol 3mg mL-1,10% v/v PEG 400 (C1); 5mg mL-
1,20% v/v PEG 400 (C3)

'CAR 3 mg/nl

LA
PEG (400) 15%

Figura 3.1.3. Control visual gotas de Carvedilol 3mg mL"",15% v/v PEG 400 (C2); 5mg mL-
1,27% viv PEG 400 (C4)

48



Capitulo 3: Resultados y Discusion. CAR

También se observd que el porcentaje de recuperacidon mejoré6 con mayores
concentraciones de PEG en las formulaciones. Es importante destacar que no se
observaron picos extras (posibles productos de degradacion) en los cromatogramas. A
modo de ejemplo, la Figura 3.1.4 muestra un cromatograma de la formulacion C4
conteniendo 5 mg mL" de CAR y 27% v/v de PEG a los 30 dias de su elaboracion. Por lo
tanto, se concluyé que los precipitados y la ligera turbidez de las soluciones se deberian a
problemas en la estabilidad fisica de las formulaciones. Este resultado puede estar
relacionado con el hecho de que, si bien el PEG permite la disolucién del farmaco, no es
suficiente para mantener CAR en solucion en el tiempo. Un incremento en la concentracion
de PEG podria mejorar este problema en la inestabilidad fisica, pero excederia los limites
permitidos, por lo que se pensd en incorporar otro excipiente para mantener al IFA en

solucién por mas tiempo.

1,2

CAR

10
08}
0,6 - ‘

04 |

Absorbancia (UA)

02} )

|
00 \

1 L 1 L 1 M 1 a 1 L | L 1

Tiempo (min)
Figura 3.1.4. Cromatograma correspondiente a la formulacion C4 conteniendo 5 mg mL"’
de CAR Yy 27% p/v de PEG a los 30 dias de su elaboracion
3.1.3 Mejora de la estabilidad fisica de las formulaciones
Para resolver el problema de la estabilidad fisica, se decidi6 seleccionar las
formulaciones ligeramente turbias pero que no presentaban precipitado. Se afiadié HPMC

como excipiente a estas formulaciones que contenian 3 mg mL-' con 15 % v/v de PEG 400

49



Capitulo 3: Resultados y Discusion. CAR

y 5 mg mL-' con 27 % v/v de PEG 400, estas nuevas formulaciones conteniendo HPMC se
denominaron F1y F2, respectivamente. La HPMC es un conocido emulsionante, agente
suspensor y estabilizador. Ademas, se ha informado que la HPMC puede actuar como un
inhibidor de la nucleacion para IFAs que poseen estos aceptores de enlaces de hidrégeno
(como CAR). Esta caracteristica de retraso de la nucleacién se atribuye no solo a la energia
de activacién requerida para el aumento de la nucleacién, sino también a la reduccion del
crecimiento de cristales.

La HPMC fue incorporada aplicando dos métodos diferentes (Tabla 3.1.4), y la
concentracion utilizada fue de 0,25 % p/v para F1 (3 mg mL") y 0,5 % p/v para F2 (5 mg
mL-"). Los métodos y formulas (expresados para un volumen final de 100 mL) se detallan
a continuacion:

Meétodo 1: se dispersé la HPMC en la solucion buffer y se incorporé a la mezcla CAR-PEG
400.

Meétodo 2: CAR se solubilizé en la solucion buffer que contenia PEG 400 y luego se afadio
la HPMC.

Las cuatro formulaciones: F1-método 1, F1-método 2, F2-método 1y F2-método 2,
se almacenaron en envases de vidrio tipo Il color ambar durante 6 meses en diferentes
condiciones (Tabla 3.1.5). Los parametros estudiados en cada formulacion fueron la
recuperacion de CAR, apariencia fisica y estabilidad microbioldgica.

Tabla 3.1.4. Composiciones y métodos aplicados para obtener las diferentes formulaciones

Método 1 Método 2
F1 F2 F1 F2
Carvedilol 300 mg 500 mg 300 mg 500 mg
HPMC 250 mg 500 mg 250 mg 500 mg
PEG 400 15 mL 27 mL 15 mL 27 mL
Buffer citrato 10 mM, pH 3 10 mM, pH 3 10 mM, pH 3 10 mM, pH 3
Conservante Benzoato de sodio 0,2%p/v
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De acuerdo con las guias ICH Q1E"" el criterio de aceptacion para la determinacion
del contenido de un IFA en un nuevo producto de dosificacion debe estar entre el 95 y el
105% de lo declarado en el rétulo. Después de un almacenamiento de 180 dias, se observé
que las formulaciones preparadas con el método 2 (F1 cuando se almacena a 4°C y F2

cuando se almacena a 4 y 25°C) cumplieron con los requisitos (Tabla 3.1.5)

Tabla 3.1.5. Apariencia visual y recuperaciones de CAR en diferentes condiciones de
almacenamiento

Tiempo (Dias)/ Rec (%) n=3
0 30 60 90 120 150 180

1
2 98.6£0.5 96.0+0.8 94.5+0.8 93.0+0.3 84.2+0.1 83.5+0.4 82.0+0.8
3 87.8+0.5 84.6x0.2 80.0+0.7 79.00.9 78.6+x0.8 78.0+0.3
1 101.1%1.1 100.720.9 95.7%0.5 96.2+0.5 96.0£0.4 95.8%0.5
2 100.9+0.1 101.1x0.9 97.6x0.4 91.9+0.6 91.6x0.6 90.4+0.5 91.0+0.8
3 101.1£0.7 97.1£0.5 88.9+0.1 88.1+0.2 86.1+0.8 89.0+0.4
1
2
3
1
2

F MP CA

M1

F1

M2

98.2+0.8 97.8+0.6 96.0+0.3 95.6+0.8 94.8+0.3 93.0+0.9

96.9£1.1 96.0£1.1 955+0.4 95.8+0.5 95.8+0.7 95.5#0.9 94.5%1.1
90.8£0.8 88.6+0.5 85.0+0.9 83.0+0.2 82.7+0.4 81.0+0.8

101.9£0.6 101.3x1.2 100.7+0.8 99.5£0.9 99.310.8 99.8+0.9

102.6£0.2 102.1£0.4 100.2£0.5 95.7%0.5 95.8%0.5 95.5%0.6 97.5%0.5

3 101.2+0.8 95.5+0.8 91.2+0.6 90.8+0.4 86.5+0.4 89.0%0.3

F: Formulacion; MP: Método de preparacion, M1. Método 1, M2: Método 2 CA: Condicidon de
almacenamiento, 1: 4°C, 2: 25°C, 3: 40°C
Colores: Verde: soluciones claras, amarillo: soluciones turbias, naranja: precipitados

M1

F2

M2

La Figura 3.1.5 muestra las formulaciones elaboradas con el método 2 a los 180

dias de su elaboracion.

Figura 3.1.5. Controlvisual de las formulaciones en A: F1 M2 (Heladera), en B: F2 M2
(Temperatura ambiente) y C: F2 M2 (Heladera) a los 180 dias de su elaboracion.
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Ademas, el pH final de las formulaciones fue controlado durante el mismo periodo.
La Tabla 3.1.6 muestra los resultados obtenidos, como puede apreciarse, los valores de pH
se mantuvieron dentro del rango de 3,10-3,17 durante el periodo en estudio.

Tabla 3.1.6. Valores de pH de las formulaciones de Carvedilol durante el periodo de
almacenamiento

Tiempo (Dias)/pH
30 60 90 120 150 180

1
2 3.12+0.05 3.12+0.05 3.14%0.01 3.13+0.05 3.13%#0.04 3.13+0.03 3.13+0.03
3 3.14+0.04 3.16+0.02 3.11+0.04 3.15+#0.05 3.11+0.02 3.12+0.02
1 3.17£0.01 3.18+0.01 3.16+0.02 3.15+0.04 3.15+0.02 3.14+0.02
2 3.15%#0.02 3.14+0.02 3.14+0.04 3.15+0.01 3.16%£0.04 3.17%£0.03 3.15+0.03
3 3.16+£0.04 3.15+0.02 3.17+0.03 3.13+0.03 3.14+0.02 3.14+0.04
1
2
3
1
2

F MP CA

M1

F1

M2

3.15+£0.01 3.13+0.02 3.13+0.02 3.14+0.02 3.10+0.01 3.11+0.02
3.09£0.01 3.12+0.01 3.14+0.03 3.15+0.01 3.12+0.01 3.12+0.02 3.10+0.01
3.14£0.03 3.15+0.02 3.14+0.02 3.13%£0.03 3.11+£0.03 3.13+0.04
3.15£0.04 3.1110.01 3.15%0.02 3.14+0.04 3.15%0.02 3.15%0.03
3.13£0.02 3.1210.04 3.13+0.02 3.14+0.03 3.13%£0.03 3.13%£0.03 3.1310.01
3.16+£0.02 3.17#0.02 3.15+0.04 3.15%#0.02 3.16+0.02 3.14+0.02

F: Formulacion; MP: Método de preparacion, M1. Método 1, M2: Método 2 CA: Condicidon de
almacenamiento, 1: 4°C, 2: 25°C, 3: 40°C
Colores: Verde: soluciones claras, amarillo: soluciones turbias, naranja: precipitados

M1

F2

M2

3.1.4 Estudios de estabilidad microbiolégica

Las soluciones orales no son estériles; sin embargo, existen limites en el nimero y
tipo de microorganismos presentes en esta forma farmacéutica, siendo fundamental la
ausencia de microorganismos altamente patdgenos, como Escherichia coli (E. coli)
fundamentalmente en formulaciones multidosis'®?. Todas las formulaciones que resultaron
ser quimicamente estables por 180 dias fueron sometidas al control microbiolégico exigido
por las farmacopeas para soluciones orales no estériles. La Tabla 3.1.4.1 resume los datos
obtenidos a los seis meses de su preparacion. Los valores de CTMA y CTHyL cumplieron
con los criterios de aceptacion y no se detecto E. coli en ninguna de las formulaciones. Los
resultados mostraron que todas las formulaciones que presentaron estabilidad
fisicoquimica también fueron estables microbiologicamente durante 6 meses,
independientemente de la temperatura de almacenamiento, y pueden administrarse en

dosis seguras.
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Tabla 3.1.7. Resultados del analisis microbiologico de las formulaciones a 180 dias de su
elaboracion.

Muestra Preparacion Condiciones Rec. (%) Andlisis microbiolégico
estabilidad CTHyL CTMA E. coli
F1 Método 2 4°C 95.8 <100 <1000 ND
4°C 99.8 <100 <1000 ND
F2 Método 2
25°C 97.5 <100 <1000 ND

ND: no detectable

3.1.5 Analisis de enmascaramiento del sabor

Para mejorar la palatabilidad, la EMA menciona que "las soluciones orales de
voliumenes de dosis muy pequenos se pueden diluir en una bebida, a menudo jugo de frutas
o leche". En este estudio, las formulaciones se diluyeron en leche, con el objetivo defacilitar
la administracién del medicamento a bebés, nifios'® y pacientes con trastornos dela
deglucion04,

Las dosis iniciales de CAR en el tratamiento de la insuficiencia cardiaca en recién
nacidos y nifios, son del orden de 0,05-0,08 mg/kg/12h. Luego, las dosis se ajustan de
acuerdo con la respuesta y la tolerancia con una dosis de rango medio, generalmente
alrededor de 0,25 mg/kg/12 h8'. Para un paciente de 10 kg de peso con una dosis inicial de
0,08 mg/kg (0,8 mg) se decidio probar 0,27 mL de la formulacién F1 (dosis inicial) y 0,83 mL
de la misma formulaciéon (dosis media: 25 mg) diluida en 4,73 y 4,17 mL de leche,
respectivamente. En la Figura 3.1.6 se representan las formulaciones y el promedio del
nivel de acidez resultante del testeo realizado por los participantes con su correspondiente
desvio estandar. Se utilizé el Test de Friedman para probar si existen diferencias
significativas entre las mezclas probadas y el nivel de acidez con un nivel de significancia
del 5%.

X2 calculado = 47.044, gl = 5, p-value = 5.565e-09, x? 0 05:5)critico = 11,0705.

Dado que el valor de Chi cuadrado obtenido es mayor que el Chi critico, se acepta

la Hipétesis alternativa, es decir, que hay diferencias entre las formulaciones testeadas.
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Dado que el test utilizado encontré diferencias significativas entre al menos dos
grupos, el siguiente paso fue determinar cuéles son los grupos diferentes, llevando adelante
una comparacion de todos los pares posibles. Para ello se utilizé la prueba de losrangos
con signo de Wilcoxon, la misma indicé que no hay diferencias entre la leche puray la dosis
inicial (puntuacién 1,0 £ 0,1; p = 1) y entre la leche pura y la dosis media (puntuaciéon 1,1 +
0,2; p=1). Ademas, ambas dosis diluidas en leche mostraron caracteristicas organolépticas
adecuadas, un pH de 6,0, y no se observo precipitado ni turbidez durante 48 h. Dado que
no ocurrié desnaturalizacién de la leche durante el periodode prueba, la formulacién podria
agregarse en el momento de la alimentacién del pacientepara mejorar su aceptabilidad.

Debido a que la dosis habitual para tratar pacientes adultos es desde 6,25 mg/dia
hasta 50 mg/dia’® se decidié cubrir la dosis maxima diluyendo 5 mL de la formulacion F2
con 5 mL de leche (relacion 1:1). La palatabilidad de esta dosis maxima (puntuacion 2,7+
0,5; p < 0,05) mostro diferencias significativas con la leche. Aunque esta dilucién no es la
ideal para enmascarar la acidez del farmaco, es la dosis maxima para pacientes adultos
(cuatro veces la dosis media), reduciendo el gusto desagradable de la formulacion.
Ademas, en pacientes adultos, dado que el volumen final en la dosificacidon no es una
limitacion, se podria aumentar el volumen de leche, o se podria reemplazar la leche por otra

bebida para mejorar la aceptabilidad.
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CAR 5mg/ml

Dosis maxima

Dosis media

DOSiS iniCial -_.

Acidez

Figura 3.1.6. Acidez de dosis inicial y media (basada en F1), y dosis maxima (basada en
F2), todas ellas diluidas en leche. Formulaciones de Carvedilol (CAR) 3 y 5 mg mL"" sin
diluir.
3.1.6 Conclusiones

En este capitulo se detall6 una metodologia para obtener formulaciones liquidas
orales de Carvedilol teniendo en cuenta su solubilidad y estabilidad. La aplicacién de un
diseno de Plackett-Burman permitié la seleccién de excipientes que favorecieron su
solubilidad, se encontré que la concentracion de PEG 400 y el valor de pH de la soluciéon
fueron factores influyentes. Para mejorar la estabilidad fisica de las formulaciones, se
agregé HPMC como excipiente y se propusieron dos metodologias para preparar las
soluciones. Se encontré que la formulacién que contenia 5 mg mL' desarrollada mediante
la adicion de HPMC al final de la preparacién (método 2) fue estable durante 180 dias a 4
y 25 °C. Con 5 mL de esta formulacién se cubren los requerimientos de dosis para el
tratamiento en pacientes adultos. Por otro lado, la formulaciéon que contenia 3 mg mL""

elaborada empleando el método 2 fue estable durante 180 dias a 4 °C. Esta formulacion

permite un mejor ajuste de la dosis en pacientes de menor peso corporal, como es el caso
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de los pacientes pediatricos. Los resultados del estudio de estabilidad microbiologica
mostraron que las formulaciones optimizadas permanecieron estables durante 6 meses
cuando se almacenaron a temperatura ambiente y en heladera. Finalmente, la prueba de
palatabilidad mostré que tanto la dosis inicial como la dosis media pediatricas presentaron
una palatabilidad similar a la leche sola, y en la dilucion en leche no se observo precipitado
ni turbidez durante un dia. Estas nuevas formas farmacéuticas desarrolladas en este trabajo
(de mayor concentracion que las reportadas en la literatura) y obtenidas con una minima
cantidad de excipientes de bajo costo, libres de etanol, azucares y parabenos, y con un
proceso de fabricacién simple, reducen notablemente los volimenes a administrar en las
dosis ajustadas al peso corporal del paciente y representan una innovacién en el mercado

farmacéutico.
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3.2 Introduccion

BISO es un antagonista adrenérgico competitivo, beta 1-selectivo (cardioselectivo).
Se usa en adultos para el tratamiento de la hipertension arterial, de la angina de pecho
cronica estable y de la insuficiencia cardiaca cronica estable, en esta ultima, con funcion
ventricular sistolica izquierda reducida junto con inhibidores de la enzima convertidora de
angiotensina (ECA) y diuréticos, y de manera opcional con glucosidos cardiacos. En
pediatria se utiliza off — label (en combinacion con hidroclorotiazida) en el tratamiento de la
hipertension arterial, e insuficiencia cardiaca'.

Sino existen contraindicaciones, los beta bloqueantes son el tratamiento de primera
linea para la angina cronica estable, particularmente para la angina de esfuerzo, en distintos
grupos etarios (incluyendo ancianos) y en ambos sexos'?’.

La incidencia de insuficiencia cardiaca (IC) ha aumentado con el envejecimiento de
la sociedad’®, y su manejo se ha convertido en un problema epidemiolégico. BISO tiene
varios efectos beneficiosos en pacientes con insuficiencia cardiaca. Un estudio mostré
reducciones significativas en la morbilidad y mortalidad en pacientes con IC con fraccién de
eyeccion reducida (ICFEr) al tratarlos con Bisoprolol'%°.

Se debe tener precaucion en algunos pacientes con insuficiencia cardiaca con
respecto a la sobredosis con betabloqueantes, considerando sus efectos inotrdpicos y
cronotropicos negativos. Se necesita especial atencidén en pacientes de edad avanzada o
con insuficiencia renal, porque puede haber un desequilibrio entre la dosis administrada
con respecto a la farmacocinética y farmacodinamia de BISO en el organismo.

Por lo tanto, encontrar la dosis 6ptima de BISO para pacientes individuales con IC
sigue siendo un desafio, y las presentaciones que ofrece el mercado no serian adecuadas
para ajustar las mismas a las necesidades planteadas’°.

El tratamiento con BISO debe iniciarse con dosis minimas, incrementandolas

gradualmente, de acuerdo con el siguiente esquema:
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*1,25 mg una vez al dia durante 1 semana, en caso de buena tolerancia aumentar la dosis
a *2,5 mg una vez al dia durante otra semana, en caso de buena tolerancia aumentar la
dosis a 3,75 mg una vez al dia durante otra semana, en caso de buena tolerancia aumentar
la dosis a *5 mg una vez al dia durante 4 semanas, en caso de buena tolerancia aumentar
la dosis a *7,5 mg una vez al dia durante 4 semanas, en caso de buena tolerancia aumentar

la dosis a 10 mg una vez al dia para el tratamiento de mantenimiento (Figura 3.2.1).

1,25 mg/dia — 2,5 mg/dia N 3,75 mg/dia 5mg/dia | gy ) 7,5 mg/dia N 10 mg/dia
[ 1 semana ] [ 1 semana ] [ 1semana 4 semanas 4 semanas Dosis final

Figura 3.2.1: Esquema de dosificacion en el tratamiento con Bisoprolol fumarato

En nuestro pais se encuentran autorizadas para su comercializacién todas las
concentraciones mencionadas anteriormente, pero en el mercado solo se consiguen
comprimidos conteniendo 2,5; 5 y 10 mg de BISO. Suele encontrarse también en
asociacion con hidroclorotiazida en dosis unica de 10 mg/25 mg (BISO/Hidroclorotiazida).
Con el fin de brindar una alternativa a pacientes con disfagia, Nozaki y
colaboradores desarrollaron un parche transdérmico de BISO, Bisono ® tape, que fue
lanzado al mercado en Japén en el 2013. Se consigue en dosis de 2, 4 y 8 mg de BISO,
pero no permite flexibilidad en la dosificacion".

La USP categoriza a BISO como “muy soluble en agua”, lo que le asignaria una
solubilidad de al menos 1000 mg mL™" 84, pero otros autores han sido mas conservadores
y lo categorizan como “soluble” y le asignan una solubilidad en agua de 33 mg mL-". En
contraste, su base libre, presenta una baja solubilidad acuosa reportada en 2,24 mg mL-",
-es Clase | seguin BSC, por su alta solubilidad y permeabilidad de membrana'2,

Teniendo en cuenta la falta de formulaciones liquidas orales, el propésito de este
capitulo fue desarrollar formulaciones liquidas de BISO, estables tanto fisicoquimica como

microbiolégicamente. Las mismas deberan ser adecuadas para pacientes pediatricos y
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adultos (incluidos diabéticos), desarrolladas con un minimo de excipientes, garantizando
las buenas practicas de fabricacién y control durante la preparacion y el almacenamiento.
3.2.1 Gotas de Bisoprolol Fumarato

Considerando la elevada solubilidad acuosa de BISO, se elaboraron soluciones con
dos concentraciones: 2,5 (G1) y 5 mg mL' (G2). Estas presentaciones permiten una
dosificacion gradual en pacientes de todas las edades y pesos corporales. Dado que es
necesario garantizar una viscosidad adecuada para la correcta dispensacion de las gotas,
se incorpor6 a la formulacién un10% v/v de glicerina. Como agente conservante se empleo
benzoato de sodio 0,2% p/v.
3.2.1.1 Estudios de estabilidad quimica

Las muestras fueron almacenadas en tres condiciones, heladera (4°C), temperatura
ambiente (25°C) y camara de estabilidad (40°C/ 75%HR), en envases gotero de 30 mL de
vidrio tipo Il color ambar, para luego realizar los estudios de estabilidad acelerados y a
largo plazo, establecidos por FA%. La concentracion de BISO en las formulaciones fue
determinada por CLAE’* a los 6, 18 y 24 meses de su elaboracion para las muestras
conservadas en heladera y temperatura ambiente, y a los 6 meses para las muestras
conservadas en camara a 40°C. Ademas, las caracteristicas organolépticas como color,
olor y apariencia fueron evaluadas durante el mismo periodo. La Tabla 3.2.1 resume la
composicion final, densidades y pH finales de ambas formulaciones al momento de su
preparacion.

Tabla 3.2.1. Composicion final, densidad y pH de gotas de Bisoprolol conteniendo 2,5y 5
mg mL".

Gotas 1 (G1) Gotas 2 (G2)
Bisoprolol 250 mg 500 mg
Glicerina 10 mL 10 mL
Benzoato de sodio 0,2% p/v
Agua estéril csp 100 mL csp 100 mL
Densidad 1,0041 g/mL 1,0255 g/mL
pH 6,72 £ 0,05 5,92 £0,03
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La Tabla 3.2.2 resume las recuperaciones de BISO obtenidas en ambas
formulaciones luego de preparadas y al ser almacenadas por 6, 18 y 24 meses en diferentes
condiciones. En todos los casos, las recuperaciones del IFA superaron el 95%.

Tabla 3.2.2. Recuperaciones de Bisoprolol 2,5y 5 mg mL-" inicial y a los 6, 18 y 24 meses
de su elaboracién, conservadas a 4, 25 y 40°C.

CA F Inicial 6 meses 18 meses 24 meses
G1 99,5+0,7 98,1+0,9 97,9 +1,1 97,7+0,6
4+2°C
G2 100,3 +1,1 98,5+0,3 98,4 +0,8 98,2+0,5
G1 99,5+0,3 98,4 +0,9 97,7 +£0,8 97,5+0,6
25+2°C
G2 100,3+0,5 99,8 +0,6 99,7 +0,7 995+0,4
G1 99,5+0,5 98,5+0,6 -
40+2°C
(75%HR) G2 100,3+0,7 98,3+1,3 -

CA: Condicion de almacenamiento, F: Formulacion.

Por otro lado, el pH fue controlado durante el mismo periodo de tiempo. La Tabla
3.2.3 resume los datos obtenidos, como puede observarse, no se encontraron diferencias
significativas en los resultados obtenidos para cada formulacion durante el periodo
estudiado. Para G1, el pH se mantuvo entre 6,68 y 6,75, mientras que para G2 el rango de
valores de pH fue 5,90-5,98.

Tabla 3.2.3. Valores de pH de las gotas de Bisoprolol fumarato durante el periodo de
almacenamiento estudiado.

CA F Inicial 6 meses 18 meses 24 meses
G1 6,72 £ 0,05 6,73 +£0,06 6,68 £ 0,05 6,62 + 0,05
4420
G2 5,92 £0,03 5,95 +0,02 5,98 £ 0,07 5,97 £0,02
G1 6,72 £0,05 6,69 + 0,03 6,74 £ 0,04 6,75+0,04
25+2°C
G2 5,92 £0,03 5,90 £ 0,04 5,95 £ 0,07 5,96 £ 0,03
G1 6,72 £ 0,05 6,74 £ 0,03 -
40+2°C
(75%HR) G2 5,92 £0,03 5,97 £0,05 -

CA: Condicién de almacenamiento
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Para determinar si la condicion de almacenamiento luego de 24 meses tenia una
influencia significativa sobre la recuperacion de BISO, se aplicd un test “t” (Ecuaciéon 2.1) a
las muestras de G1 y G2 almacenadas a 4 y 25°C.

La Tabla 3.2.4 resume los resultados de las recuperaciones obtenidas a 4 y 25°C,
promedio, varianza y tcacuado para G1y G2. Dado que el valor de t calculado es menor al
valor de twba, NO se puede rechazar la hipétesis de medias iguales, por lo que las
recuperaciones encontradas para ambas condiciones de almacenamiento son iguales. Los
resultados obtenidos en ambas condiciones se encuentran dentro de las especificaciones
para nuevos productos formulados'®! sin observarse una influencia significativa de la

condicion de almacenamiento utilizada, en la recuperacién de BISO.

Tabla 3.2.4. Recuperacion de Bisoprolol fumarato contenido en G1 y G2 luego del
almacenamiento a 4 y 25 °C y comparacién estadistica de los resultados.

CA  Inicial 6 meses 18 meses 24 meses Promedio Varianzas tcaiculado
G1

4°C  99,5+0,7 98,1+0,9 97,9+1,1 97,5£0,6 98,25 0,567

25°C 99,5+0,3 98,4+0,9 96,7+0,8 96,5+£0,6 97,77 1,537 e
G2

4°C  100,3+1,1 985+0,3 984+0,8 982+05 98,85 0,974 © 8021

25°C 100,3+0,5 998+0,6 99,707 995+04 99,82 0,340

CA: Condicion de almacenamiento; ttabia(0,05;7)= 1,8946

El mismo analisis fue llevado a cabo sobre los resultados de pH obtenidos en el
mismo periodo de estudio. La Tabla 3.2.5 resume los valores de tcaiculado €N @ambos casos.
Como puede apreciarse en la mencionada tabla, no existieron diferencias estadisticamente

significativas en los valores de pH medidos.
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Tabla 3.2.5. pH final de las gotas de Bisoprolol fumarato G1 y G2 luego del almacenamiento
a 4y 25°C y comparacién estadistica de los resultados

CA Inicial 6 meses 18 meses 24 meses Promedio Varianzas tcalculado
G1

4°C  6,72%+0,05 6,73+0,06 6,68+0,05 6,62+0,05 6,687 0,0499

25°C 6,72x0,05 6,69+0,03 6,74+£0,04 6,75+0,04 6,725 0,0264 Hee
G2

4°C  592+0,03 595%0,02 5,98+0,07 5,97+0,02 5,955 0,0264 © 6684

25°C 592+0,03 590+0,04 595+0,07 5,96+0,03 5,9325 0,0275

CA: Condicion de almacenamiento; ttabia(0,05;7)= 1,8946
La Figura 3.2.2 muestra el aspecto visual de las gotas de BISO conteniendo 2,5y

5 mg mL", a los 24 meses de su elaboracion y conservadas a 4 y 25°C.

s

-~

Biso 2,5 mg/ml
H
Glicerina 10%

—_— / lo 5 mg/mi
Biso 5 H
r:\" . | Glicerina 10%
Glicerina 10% ‘

-

Figura 3.2.2. Control visual de las gotas de Bisoprolol a los 24 meses de su elaboracion. A:
Bisoprolol 2,5 mg mL" conservada a 25°C; B: Bisoprolol 2,5 mg mL-! conservada a 4°C;C:
Bisoprolol 5 mg mL-! conservada a 25°C; D: Bisoprolol 5 mg mL-! conservada a 4°C.
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3.2.1.2 Estudios de estabilidad microbiolégica

El ensayo microbioldgico se llevé a cabo analizando ambas formulaciones después
de 12 y 24 meses de almacenamiento a 4 y 25 °C, segun la monografia de productos no
estériles de la Farmacopea Argentina®®, como se mencion6 anteriormente. No se observé
crecimiento microbiano ni la presencia de E coli en ambas formulaciones durante el periodo
evaluado. (Tabla 3.2.6)

Tabla 3.2.6. Estudios microbiolégicos de las formulaciones en las diferentes condiciones
de almacenamiento.

CA F CMAT  CTHyL E.coli Resultado
G1 <1000 <100 ND Cumple
» 4+2°C
2 G2 <1000 <100 ND Cumple
£ G1 <1000 <100 ND Cumple
o~ 25+2°C
G2 <1000 <100 ND Cumple
G1 <1000 <100 ND Cumple
" 4+2°C
o G2 <1000 <100 ND Cumple
(&)
E 25+2°C G1 <1000 <100 ND Cumple
~ G2 | <1000 <100 ND 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, E coli - Cumple si hay ausencia, ND: No detectable

Es importante destacar la estabilidad fisicoquimica y microbiolégica lograda en las
formulaciones conservadas a temperatura ambiente, este hecho favoreceria la logistica de
almacenamiento y traslado del producto, disminuyendo sus costos productivos respecto a
aquellas formulaciones que necesitan ser almacenadas en heladera.
3.2.1.3 Conclusién gotas de Bisoprolol Fumarato

En esta primera etapa, se desarrollaron dos formulaciones liquidas conteniendo 2,5
y 5 mg mL' de Bisoprolol fumarato con el agregado de 10 %v/v de glicerina y agua
conservada empleando benzoato de sodio 0,2% p/v. El procedimiento de elaboracién es
simple y seguro, se ha empleado un numero acotado de excipientes y las formulaciones
son aptas para ser administradas a pacientes diabéticos.

Las formulaciones demostraron ser estables fisicoquimica y microbiologica a 4 y 25

2C, por al menos 24 meses desde el momento de su elaboracién. Dada la sencillez del
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procedimiento de elaboracién, es factible que puedan ser preparadas en una oficina de
farmacia que cumpla con las normas de Buenas practicas de fabricacion y control,
asegurando la eficacia de estas en el momento de su dispensacion. Ademas, debido a la
estabilidad fisicoquimica y microbiolégica probada en un periodo de 24 meses, estas
formulaciones podrian ser consideradas para su elaboracién a escala industrial.
3.2.2 Jarabes de Bisoprolol Fumarato

En ocasiones es necesario mejorar el sabor de las formulaciones liquidas, cuando
se administran a nifios o cuando se necesita administrar una dosis mayor del farmaco, en
estos casos es mas conveniente utilizar un jarabe que dispensar el mismo volumen en
gotas, por lo tanto, se propuso el desarrollo de dos jarabes de BISO con la misma
concentracion que contenian las gotas. Se disolvio la cantidad correspondiente de BISO en
jarabe simple (sacarosa 85%) elaborado con agua conservada conteniendo 0,2% p/v de
benzoato de sodio. La Tabla 3.2.7 resume la composicion de ambos jarabes y los datos de
densidad y pH finales luego de su preparacion.

Tabla 3.2.7. Composicién final, densidad y pH de jarabes de Bisoprolol fumarato
conteniendo 2,5y 5 mg mL™".

Jarabe 1 (J1) Jarabe 2 (J2)
Bisoprolol 250 mg 500 mg
Jarabe (sacarosa 85%) csp 100 mL csp 100 mL
Benzoato de sodio 0,2% pl/v
Densidad 1,27 g/mL 1,30 g/mL
pH 6,09 £ 0,05 6,14 £0,03

3.2.2.1 Estudios de estabilidad quimica

Al igual que las gotas, los jarabes fueron almacenados en tres condiciones, 4, 25
(estabilidad a largo plazo) y 40°C (estabilidad acelerada), en envases de 30 mL de vidrio
tipo 11l color Ambar, para realizar los estudios establecidos por FA%. La concentracion del

IFA fue determinada por CLAE a los 6, 18 y 24 meses de su elaboracion para las muestras

64



Capitulo 3. Resultados y discusién: BISO

conservadas en heladera y temperatura ambiente, y a los 6 meses para las muestras
conservadas camara 40 °C. La Tabla 3.2.8 resume las recuperaciones encontradas en

cada caso.

Tabla 3.2.8. Recuperaciones de Bisoprolol fumarato 2,5y 5mgmL-"' a los 6, 18 y 24 meses
de su elaboracién, conservadas a 4, 25 y 40°C.

CA F Inicial 6 meses 18 meses 24 meses
J1 101,9+0,6 99,7+0,8 98,7+1,0 98,5+0,8
4+2°C
J2 101,3+1,0 99,5+0,5 99,1+0,3 98,9+0,5
J1 101,9+0,4 99,0+0,5 98,5+0,6 98,3+0,4
25429
J2 101,3+0,3 99,2+0,7 98,9+0,9 98,2 +0,8
J1 101,9+0,7 95,5+0,9 - -
40+2°C
(75%HR) J2 101,3+0,5 95,2 +1,1 - -

CA: Condicién de almacenamiento, F: Formulacion

Independientemente de la condiciéon de almacenamiento, tanto en J1 como J2 se
obtuvieron recuperaciones superiores al 95 % a los 24 meses de su elaboracion.

Por otra parte, el pH de las formulaciones fue controlado durante el mismo periodo
de tiempo (Tabla 3.2.9). Como puede apreciarse, no existen diferencias significativas en
los resultados obtenidos, encontrandose los valores en el rango 6,08-6,18.

Al igual que para las gotas, para determinar si la condicién de almacenamiento a los
24 meses influia significativamente en la recuperacién de BISO, se aplicé un test “t’
(Ecuacion 2.1) a las muestras de J1y J2 almacenadas a 4 y 25°C.

La Tabla 3.2.10 resume los resultados de las recuperaciones obtenidas a 4 y 25°C,
promedio, varianza y tcaicuado para J1y J2. Dado que el valor de t calculado es menor al valor
de tiabia, NO Se puede rechazar la hipotesis de medias iguales, por lo que lasrecuperaciones

encontradas para ambas condiciones de almacenamiento son iguales.
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Tabla 3.2.9. Valores de pH de los jarabes de Bisoprolol fumarato durante el periodo de
almacenamiento estudiado.

CA F Inicial 6 meses 18 meses 24 meses
J1 6,09 + 0,05 6,07 £ 0,06 6,08 + 0,05 6,07 £ 0,05
4+2°C
J2 6,14 £ 0,03 6,18 £0,02 6,12 + 0,07 6,16 £ 0,02
J1 6,09 £ 0,05 6,10 £ 0,03 6,04 + 0,04 6,10 £ 0,04
25+2°C
J2 6,14 + 0,03 6,12 + 0,04 6,15+ 0,07 6,16 + 0,03
J1 6,09 £ 0,05 6,11+0,03 -
40+2°C
(75%HR) J2 6,14 £ 0,03 6,08 £ 0,05 -

CA: Condicion de almacenamiento; F: Formulacién

Los resultados obtenidos en ambas condiciones se encuentran dentro de las
especificaciones para nuevos productos formulados (ICH QE) sin observarse una influencia
significativa del almacenamiento seleccionado en la recuperacion de BISO.

Tabla 3.2.10. Recuperacion de Bisoprolol fumarato contenido en J1 y J2 luego del
almacenamiento a 4 y 25 °C y comparacion estadistica de los resultados.

CA inicial 6 meses 18 meses 24 meses Promedio Varianzas tcaicuiado
J1
4°C 101,9+06 99,7+0,8 98,7+10 975+0,8 99,45 2,60
0,02
25°C 101,3+1,0 995+05 98,7+03 984+05 99475 1,27
J2
4°C  101,3+1,0 995+0,5 99,1+0,3 98,9+0,5 99,7 1,095
0,3488
25°C 101,3+0,3 99,2+0,7 989+09 98,2+0,8 99,4 1,334

CA: Condicion de almacenamiento; ttabia(0,05;7)= 1,8946
El mismo analisis fue llevado a cabo sobre los resultados de pH obtenidos en el
mismo periodo de estudio. La Tabla 3.2.11 resume los valores de tcaiculado €N @ambos casos.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en los valores de pH medidos.
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Tabla 3.2.11. pH final de los jarabes de Bisoprolol fumarato J1 y J2 luego del
almacenamiento a 4 y 25°C y comparacion estadistica de los resultados

CA Inicial 6 meses 18 meses 24 meses Promedio Varianzas tcalculado
J1
4°C 6,09+0,05 6,07+0,06 6,08+0,05 6,07+0,05 6,0775 0,0095
0,4671
25°C 6,09+0,05 6,10+0,03 6,04+0,04 6,10+0,04 6,0825 0,0287
J2
4°C 6,14+0,03 6,18+0,02 6,12+0,07 6,16+0,02 6,15 0,0258
0,6855

25°C 6,14+0,03 6,12+0,04 6,15+£0,07 6,16+0,03 6,1525 0,0171

CA: Condicion de almacenamiento; tablao,05.7)= 1,8946

La Figura 3.2.3 muestra el aspecto de los jarabes a los 24 meses de su elaboracién,

conservados a 4 y 25°C.

Biso 5 mg/mi
H
Jarabe g5y

Figura 3.2.3. Control visual de los jarabes de Bisoprolol a 24 meses de su elaboracion. A:
Bisoprolol 2,5 mg mL-" conservada a 25°C; B: Bisoprolol 2,5 mg mL-! conservada a 4°C; C:
Bisoprolol 5 mg mL-' conservada a 25°C; D: Bisoprolol 5 mg mL-' conservada a 4°C.
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3.2.2.2 Estudios de estabilidad microbiolégica
Al igual que para las gotas, se realizé el control microbioldgico de las formulaciones

alos 12y 24 meses (Tabla 3.2.12).

Tabla 3.2.12. Estudios microbiolégicos de los jarabes de Bisoprolol fumarato en las
diferentes condiciones de almacenamiento.

CA F CMAT CTHyL E. coli Resultado
J1 <1000 <100 ND Cumple
4+2°C
a J2 <1000 <100 ND Cumple
(%]
(O]
S J1 <1000 <100 ND Cumple
N 25+2°C
J2 <1000 <100 ND Cumple
J1 <1000 <100 ND Cumple
4+2°C
@ J2 <1000 <100 ND Cumple
(2]
()
fr 25+2°C J1 <1000 <100 ND Cumple
(q\]
J2 <1000 <100 ND Cumple

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, E coli - Cumple si hay ausencia- ND: No detectable

No se observd crecimiento microbiano ni la presencia de E coli en ambas
formulaciones durante el periodo evaluado y almacenadas a 4 y 25°C.

Como se ha mencionado en el caso de las gotas de BISO, cabe destacar que
obtener una formulacién fisicoquimica y microbiolégicamente estable a temperatura
ambiente, reduce gastos de almacenamiento y transporte, ya que evita tener que garantizar
la cadena de frio.
3.2.2.3 Conclusién jarabes de Bisoprolol fumarato

Se desarrollaron dos jarabes conteniendo 2,5 y 5 mg mL-' de Bisoprolol fumarato
Estas formulaciones resultaron ser estables a 4 y 25°C tanto fisicoquimica como
microbiolégicamente durante 24 meses desde su preparacion. El procedimiento de

elaboracion es simple y seguro y puede ser aplicado en la oficina de farmacia para ser
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dispensado a pacientes de todas las edades. Por ultimo, el periodo de estabilidad logrado
en estas formulaciones podria favorecer su produccién a nivel industrial.
3.2.3 Conclusiones

Se desarrollaron gotas conteniendo 2,5 y 5 mg mL-' de Bisoprolol fumarato. Las
mismas resultaron ser estables fisicoquimica y microbiolégicamente durante 24 meses
desde el momento de su elaboracién. Estas gotas podrian ser empleadas para pacientes
diabéticos y facilitarian la flexibilidad de la dosificacion al inicio del tratamiento.

Se desarrollaron jarabes conteniendo 2,5 y 5 mg mL' de BISO. Los mismos
resultaron ser estables fisicoquimica y microbiolégicamente durante 24 meses desde el
momento de su elaboracion. En este caso, la mejora en la palatabilidad de la formulacién
permitira una mayor adherencia al tratamiento especialmente en pacientes pediatricos. En
todos los casos, la flexibilidad en la dosificacion favorece el tratamiento centrado en el
paciente.

Tanto para las gotas como para los jarabes desarrollados, se demostré que no
existen diferencias estadisticamente significativas con respecto a las condiciones de
almacenamiento (4 y 25°C) a los 24 meses de su elaboracion. La estabilidad a temperatura
ambiente presenta la ventaja de disminuir los gastos de traslado y logistica del producto
final y la correcta conservacion de las formulaciones en aquellos lugares que no cuenten

con refrigeradores.
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3.3. Introduccion

AMIO fue desarrollada por la empresa belga Labaz en el afio 1962, como una opcién
de tratamiento para la angina de pecho, ya que produce vasodilatacién coronaria y
disminuye la demanda cardiaca de oxigeno. Sin embargo, sus efectos antiarritmicos
pronunciados reorientaron su uso. AMIO se ha convertido en un farmaco antiarritmico de
clase Ill ampliamente utilizado, para tratar y prevenir varios tipos de latidos cardiacos
irregulares, incluida la taquicardia ventricular (TV), la fibrilacién ventricular (FV), asi como
fibrilacion auricular (FA) y taquicardia supraventricular paroxistica (PSVT)''3. En
comparacion con otros farmacos antiarritmicos, es mas eficaz en el tratamiento de las
arritmias supraventriculares y ventriculares'.

Otro uso recientemente publicado, es su actividad antimicética contra una variedad
de hongos, incluido Cryptococcus neoformans''®, causante de la meningoencefalitis
criptococica, una infeccidn oportunista en humanos, que es una de las principales causas
de muerte en pacientes con HIV. La evidencia en Saccharomyces cerevisiae ha
demostrado que la amiodarona interrumpe la homeostasis del Ca?*, desencadenando una
entrada inmediata de calcio dependiente de la dosis, seguida de una liberacion continua de
calcio de la vacuola''6.117,

Aunque AMIO es un farmaco eficaz, tiene un alto perfil de toxicidad. Su uso se ha
complicado por problemas de seguridad, que se enfatizan en varios informes clinicos
asociados con toxicidad pulmonar, tiroidea, ocular y/o hepatica. También se sabe que
interactua con una gran variedad de agentes terapéuticos (interacciones farmaco-farmaco,
por ejemplo, anticoagulantes, antihipertensivos, antidiabéticos, anticonvulsivantes, y anti
retrovirales, entre otros), como resultado de la inhibicién del metabolismo mediado por el
citocromo P450, lo que aumenta la exposicién sistémica del farmaco no metabolizado''®
120_

Estos efectos adversos son particularmente problematicos para los pacientes

geriatricos que son mas susceptibles a las toxicidades de los medicamentos y ademas son

71



Capitulo 3: Resultados y discusion: AMIO

los pacientes que tienen tasas mas altas de polifarmacia. Al ser utilizado en una
poblacion méas grande de diferentes edades, su informacion de seguridad en geriatria no
se conoce claramente'?’,

La amiodarona tiene un espectro inusual de efectos secundarios con una
prevalencia del 15% en el primer afo de tratamiento, aumentando hasta el 50% durante su

uso a largo plazo. (Tabla 3.3.1)

Tabla 3.3.1. Efectos secundarios de Amiodarona clorhidrato

Cardiovascular Hipotension, bradiarritmia, insuficiencia cardiaca congestiva, QT
prolongado

Respiratorio Neumonia, Sindrome de Dificultad Respiratoria Aguda, Fibrosis
Pulmonar

Dermatologico Coloracién azul grisacea de la piel, fotosensibilidad, sindrome de
Steven Johnson

Endécrino Hipertiroidismo, Hipotiroidismo, Tirotoxicosis.

Neurolégico Mareos, Trastornos del movimiento (ataxia, temblores),
parestesia, neuropatia periférica.

Hepatico Aumento de enzimas hepaticas como SGOT, SGPT y bilirrubina.

Oftalmico Depésitos, neuropatia optica, retinopatia

Musculo Dolor lumbar, rabdomiolisis

esquelético

Gastrointestinal Constipacién, nduseas, vomitos, pérdida de apetito

Inmunolégico Anafilaxia, reacciones de hipersensibilidad

Renal Insuficiencia renal (niveles elevados de creatinina)

AMIO es un polvo cristalino de color blanco a ligeramente amarillo y es muy poco

soluble en agua (0,2-0,5 mg mL"). Su escasa solubilidad acuosa es una de las
propiedades fisicoquimicas mas criticas en la absorcion y biodisponibilidad del farmaco'?2.
Para superar las limitaciones en la biodisponibilidad de farmacos poco solubles en

agua, se han utilizado ampliamente formulaciones basadas en lipidos y tensioactivos'3.
Lamprecht y colaboradores formularon y caracterizaron por completo nano capsulas
lipidicas cargadas con AMIO. Los estudios in vitro demostraron que la estructura
monodispersa y de tamafo submicronico de la formulacion, asi como sus excipientes

biocompatibles, la hacian adecuada para su administracion intravenosa o intraperitoneal'?4.
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Sin embargo, la via de administracion de la formulacién desarrollada no la hace apta para
continuar con un tratamiento ambulatorio.

Elgart y colaboradores informaron sobre el uso de un sistema de administracion de
farmacos auto-nano-emulsionante (SNEDDS) para mejorar la biodisponibilidad oral de la
amiodarona’®. También se han disefiado transportadores de farmacos coloidales para
administrarlos especificamente en el sitio de accion'?.

Kronbauer Oliveira y colaboradores, desarrollaron diferentes nanoformulaciones
con actividad antifungica, una de las cuales combind dos farmacos con diferentes
mecanismos de accidén. Se produjeron nano cépsulas de nucleo lipidico (LNC) cargadas
con amiodarona (LNCawmp), fluconazol (LNCrLu) y ambos (LNCawvp-+rLu) para lograr una mejor
eficacia in vivo. En un modelo de tratamiento intranasal, todas las formulaciones de LNC
tuvieron un efecto antifungico. En un tratamiento intraperitoneal, las nano capsulas
cargadas con AMIO mostraron un mayor efecto contra Cryptococcus neoformans, mientras
que las nano capsulas conteniendo fluconazol y la combinacion de los dos antifungicos no
mostraron diferencias con los IFAs sin nanoencapsular'?’.

En nuestro pais, AMIO se encuentra disponible como comprimidos de 200 mg, y
también como solucién inyectable (50 mg mL-"). La forma sélida no permite flexibilidad en
la dosificacioén, y por el contenido de excipientes (10% p/v de Polisorbato 80 y 20 mg mL-"
de alcohol bencilico) la formulacién parenteral no es apta para su administracién oral.

En pacientes adultos, la dosis de carga (600 mg), es 1 comprimido (200 mg) 3 veces
por dia durante 8 a 10 dias. Para el mantenimiento se debe determinar la dosis minima
efectiva, que es individual para cada paciente, y puede variar de 1/2 comprimido por dia (1
comprimido cada 2 dias) a 2 comprimidos todos los dias, segun criterio médico. Una vez
obtenidos la impregnacion tisular y el resultado terapéutico deseado, se recomienda
continuar el tratamiento empleando las dosis minimas efectivas.

De acuerdo con la Asociacion Espafola de Pediatria'?®, las dosis y pautas de
administracion oral dependen de la edad y peso del paciente.

Neonatal:
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En taquicardia supraventricular: 10-20 mg/kg/dia, en 2 dosis, 7-10 dias. Reducir
luego la dosis a la mitad, 5-10 mg/kg/dia, por 2-7 meses. Hay estudios donde los pacientes
que recibieron una dosis de carga mas alta (20 mg/kg/dia) tenian mas probabilidades de
tener una prolongacion del intervalo QT, que representa la despolarizacién y repolarizacion
ventricular en el trazado del electrocardiograma.

Nifos:

Calcular la dosis usando la superficie corporal en nifios <1 afio. Dosis de carga: 10-
15 mg/kg/dia 0 600-800 mg/1,73 m?/dia en 1-2 dosis, durante 4-14 dias o hasta un adecuado
control de la arritmia o la aparicion de efectos adversos. Reducir a 5 mg/kg/diao 200-400
mg/1,73 m2/dia en una dosis, varias semanas; reducir a la minima dosis efectivaposible.
Dosis minima: 2,5 mg/kg/dia, 5-7 dias a la semana.

Amiodarona Clorhidrato se encuentra en el listado de medicamentos esenciales de
la OMS. Los medicamentos que se encuentran en este listado cubren las necesidades
sanitarias prioritarias de la poblacion y deben estar disponibles en todo momento, en la
forma farmacéutica adecuada'®.

Como puede observarse, hay una amplia variabilidad en la dosificacion y la
exactitud en el tratamiento puede prevenir muchos efectos adversos. Ante la falta de una
formulacién oral liquida disponible, nuestro objetivo fue desarrollar formulaciones
conteniendo AMIO en una concentracion de 25 y 50 mg mL™', para cubrir la demanda en
pacientes con disfagia de cualquier edad, peso corporal y diagndéstico.

3.3.1 Etapa de screening

En una primera etapa, a partir de la busqueda bibliografica, se elaboré un disefo
Placket-Burman, para evaluar aquellos factores que pudieran afectar significativamente la
solubilidad de AMIO. Se estudiaron diferentes excipientes a dos niveles: polietilenglicol 400,
propilenglicol, cremophor® RH 40, glicerina y polisorbato 80 (Tween 80). La maxima
recuperacion obtenida fue de 59% cuando se combind Tween 80 con cremophor® RH 40

dos agentes tensoactivos.
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En la monografia de AMIO de Farmacopea Argentina, la determinacion del pH cita
lo siguiente: “Disolver 1,0 g de Clorhidrato de Amiodarona en agua libre de didéxido de
carbono, calentar a 80 °C, enfriar y diluir a 20 ml con el mismo solvente”. Es decir que la
concentracion final del analito es de 50 mg mL-".
3.3.1.1 Gotas de Amiodarona Clorhidrato

A partir de los resultados obtenidos en la etapa de screening, se procedié a
solubilizar AMIO en estas condiciones.Es necesario obtener una viscosidad adecuada para
dispensar la formulacion como gotas, por lo tanto, se incorpor6 un 10%v/v de glicerina. Se
elaboraron dos formulaciones conteniendo 25 y 50 mg mL" (AG1 y AG2). En el caso de
pacientes adultos, la dosis de un comprimido (200 mg) seria lograda con 4 mL de la
formulacién de 50 mg mL'. En el caso de pacientes pediatricos, el volumen podria variar
de acuerdo con el peso corporal, pero no se superarian los 5 mL por dosis. Como agente
conservante, se empled benzoato de sodio 0,2 %p/v. De esta forma, esta formulacién es
apta para tratar pacientes diabéticos de todas las edades.
3.3.1.2 Jarabes de Amiodarona Clorhidrato

En este caso, la matriz consistio en jarabe simple (sacarosa 85% p/v, preparado con
agua conservada) y la concentracién de AMIO fue la misma que en las gotas: 25 y 50 mg
mL-' (AJ1 y AJ2). La preparacioén llevada a cabo con jarabe no sera apta para pacientes
diabéticos, pero sera mas aceptable en pacientes pediatricos sin esta enfermedad, ya que
la presencia de azucar mejora el sabor de la formulacién y favorece la adherencia al
tratamiento.

La Tabla 3.3.2 resume la composicién de las cuatro formulaciones desarrolladas.

Las recuperaciones de AMIO en las diferentes formulaciones envasadas en
envases de vidrio tipo Il color ambar y almacenadas a 4, 25 y 40°C/75%HR se

determinaron por CLAE (Tabla 3.3.3).
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Tabla 3.3.2. Composicion final de gotas y jarabe de Amiodarona Clorhidrato

Gotas Jarabes
AG1 AG2 AJ1 AJ2
Amiodarona 25¢g 5¢ 25¢g 5¢g
Glicerina 10 % viv 10% viv - -
Jarabe - - csp 100 mL csp 100 mL
Agua csp 100 mL csp 100 mL - -
Conservante Benzoato de sodio 0,2%p/v

Tabla 3.3.3. Recuperaciones de Amiodarona clorhidrato

Tiempo (Dias)/ Rec (%) n=3

F CA 0 30 60 90
4°C 98.9+0.7 99.7x0.4 99.110.8
AG1 25°C 100.1+0.5 94.0+0.8 72.5+0.8 28.8+0.3
40°C 97.8+0.5 94.6+0.2 92.1+0.7
4°C 98.9%1.1 95.7+0.9 93.6+0.5
AG2 25°C 99.7+0.1 92.1+0.9 77.6+£0.4 59.5+0.6
40°C 95.1+0.7 90.1+0.5 82.6+0.1
4°C 98.210.8 87.8+0.6 71.9+0.3
AJ1 25°C 99.1+1.1 86.0+1.1 55.5+0.4 -
40°C 90.8+0.8 48.6+0.5 -
4°C 87.3+0.6 - -
AJ2 25°C 99.4+0.2 80.4+0.4 - -
40°C 89.5+0.8 - -

F: Formulacion; CA: Condicion de almacenamiento
Con respecto a las gotas, AG1 result6 ser estable fisicoquimicamente por al menos
90 dias cuando fue conservada en heladera, mientras que AG2 lo fue durante 30 dias en

las mismas condiciones (Figura 3.3.1).
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a 4°C durante 90 dias; B: Gotas, 50 mg mL-' conservada a 4°C durante 30 dias; C: Jarabe,
25 mg mL" conservado a 4°C durante 30 dias.

Para los jarabes, la estabilidad fisica se constatd por inspeccién visual. Color, olor
y apariencia fueron evaluados antes de cada medicion. La formulacion AJ2 (50 mg mL")
presento una ligera turbidez a los 30 dias en todas las condiciones de almacenamiento,
ademas, dadas las bajas recuperaciones obtenidas, esta formulacion fue descartada. Por
otro lado, AJ1 (25 mg mL™") resulté ser estable fisicoquimicamente por lo menos 30 dias
cuando fue almacenada en heladera

Por otro lado, el pH de las formulaciones fue controlado durante el desarrollo. La
Tabla 3.3.4 muestra los valores de pH de todas las formulaciones. Como puede observarse,
no se encontraron diferencias significativas en los valores de pH determinados en el periodo

de estudio.
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Tabla 3.3.4. Valores de pH de las gotas y jarabes de Amiodarona clorhidrato durante el

periodo estudiado.

Tiempo (Dias)/pH

F CA 0 30 60 90
4°C 5.13+0.02 5.15+0.03 5.14+0.02
AG1  25°C 5.12+0.05 5.12+0.05 5.14%0.01 5.13+0.05
40°C 5.14+0.04 5.16+0.02 5.11+0.04
4°C 5.17%0.01 5.18+0.01 5.16+0.02
AG2  25°C 5.15+0.02 5.14+0.02 5.14+0.04 5.15+0.01
40°C 5.16+0.04 5.15+0.02 5.17+0.03
4°C 5.15+0.01 5.13+0.02 5.13+0.02
AJ1 25°C 5.09+0.01 5.12+0.01 5.14+0.03 -
40°C 5.14+0.03 5.15+0.02 -
4°C 5.15+0.04 - -
AJ2  25°C 5.13+0.02 5.12+0.04 - -
40°C 5.16+0.02 - -

F: Formulacién; CA: Condicion de almacenamiento
3.3.1.3 Estudios de estabilidad microbiologico

El estudio microbiologico fue llevado a cabo en aquellas formulaciones cuyas
recuperaciones fueron superiores al 95%. La Tabla 3.3.5 muestra los resultados obtenidos.
Los valores de CMAT y CTHyL cumplen con los criterios de aceptaciéon y no se detecto E.

coli en ninguna de las formulaciones.

Tabla 3.3.5. Resultados del analisis microbiolégico de las formulaciones orales de
Amiodarona clorhidrato

Muestra Tiempo Condiciones Rec. (%) Analisis microbiolégico
(dias) estabilidad CTHyL CMAT E. coli
AG1 90 4°C 99.1 <100 <1000 ND
AG2 30 43C 98.9 <100 <1000 ND
AJ1 30 4°C 98.2 <100 <1000 ND

ND: No detectable
En el mercado argentino no se dispone de una formulacion oral liquida de AMIO. Ya
se explicd con anterioridad su estrecho margen terapéutico y los efectos adversos que

pueden ocurrir por una dosificacion incorrecta. Aunque en estos casos no se obtuvieron

78



Capitulo 3: Resultados y discusion: AMIO

soluciones orales estables fisicoquimicamente por un tiempo que pudiera permitir su
produccién industrial, es importante destacar la posibilidad de una elaboracién magistral,
para cubrir las necesidades en pacientes con trastornos en la deglucion.
3.3.2 Conclusiones

En este capitulo se desarrollaron tres formulaciones orales de Amiodarona
clorhidrato, gotas en dos concentraciones y un jarabe. Las recuperaciones fueron
determinadas utilizando un método CLAE validado de acuerdo con las guias ICH. Las gotas
contienen 25y 50 mg mL-' y fueron elaboradas a partir de agua conservada y glicerina. La
formulacion AG1 (conteniendo 25 mg mL") resulté ser estable fisicoquimica y
microbiologicamente por al menos 90 dias cuando fue conservada en heladera. De la
misma manera, la formulacion AG2 (conteniendo 50 mg mL-") fue estable en las mismas
condiciones de almacenamiento por al menos 30 dias. Por otro lado, el jarabe AJ1
(conteniendo 25 mg mL™") resulté ser estable el mismo tiempo y en las mismas condiciones
que AG2 (de 50 mg mL"). Cabe destacar que las gotas desarrolladas pueden ser
dispensadas a pacientes diabéticos, mientras que el jarabe podria ser destinado a
pacientes pediatricos que no presenten la mencionada patologia, ya que la presencia del

azucar en la formulacion mejora el sabor aumentando la adherencia al tratamiento.
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3.4. Introduccion

ATN, un agente blogueante de los receptores adrenérgicos 313" es recomendado
para el tratamiento de la hipertensién y la arritmia en ninos menores de 12 afios (incluidos
los recién nacidos). Comercialmente se encuentra disponible en forma de comprimidos de
25, 50 y 100 mg. Para el tratamiento de la hipertension arterial y la angina de pecho, la
dosis diaria recomendada en adultos es de 50 mg una vez al dia. Debido a que el ATN se
elimina fundamentalmente por excrecién urinaria, la posologia debe ajustarse en casos de
insuficiencia renal. Puede ser necesario iniciar el tratamiento con dosis bajas, de 25 mg/dia,
evaluando el efecto clinico. Los pacientes en hemodialisis requieren una dosis de 25 a 50
mg después de cada dialisis, debiendo ser supervisados durante su administracion.

Aunque varias formulaciones de ATN, como tabletas flotantes, tabletas muco-
adhesivas, parches bucales, tabletas de rapida desintegracién y matrices poliméricas, entre
otras, se han desarrollado y analizado hace varios afos'3%'%, estas formulaciones no
estarian contemplando a pacientes con trastornos en la deglucién. En los ultimos anos se
han desarrollado un numero reducido de formulaciones pediatricas, entre las que se
encuentran una suspension extemporanea de ATN'38, capsulas del IFA obtenidas a partir
de comprimidos triturados', un jarabe (que demostré ser estable durante 9 dias a 42C)'40
y gotas conteniendo 2 mg mL' de ATN34 Debe tenerse en cuenta que existe una
preparacion liquida con licencia para adultos (jarabe de ATN, 5 mg mL-") en el Reino Unido,
pero su uso no esta autorizado en nifios.

Aunque estas formulaciones pediatricas podrian mejorar la adherencia al
tratamiento en pacientes con disfagia, no podrian adaptarse a las dosificaciones diarias
para adultos, ya que se necesitarian entre 12,5 y 25 mL por dosis.

Por ultimo, cabe destacar que no se encontré en la bibliografia el desarrollo de
soluciones para ser administradas en forma de bebidas aptas para ser usadas en pacientes

adultos.
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Como se ha mencionado, las dosis diarias recomendadas de ATN varian desde los
25 a 100 mg, por lo que seria necesario contar con una formulacién liquida que permita
disponer de estas dosis con el menor volumen posible. Teniendo en cuenta que ademas,
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™#, en
este capitulo se propuso el desarrollo de una bebida de ATN conteniendo 10 mg mL-". Con
esta concentracion, el volumen de las dosis diarias estaria entre 2,5y 10 mL. Ademas, para
aquellos pacientes con insuficiencia renal, seria posible ajustar la dosis a sus necesidades.
3.4.1 Bebida de atenolol
3.4.1.1 Etapa de screening

En una primera etapa, se evaluaron diferentes agentes suspensores, como ser,
HPMC, CMC 4000, CMC 10000 y goma xantana, y se fijé el contenido de glicerina en 5%
v/v y el de sacarina en 0,2% p/v. La glicerina es ampliamente usada como cosolvente en
formulaciones orales liquidas y como agente viscosizante, ademas de sus propiedades
humectantes, y su contenido puede llegar al 30%. En ensayos previos, se observo que esta
concentracion mejoraba la viscosidad de la matriz. Con respecto a la sacarina, en
formulaciones farmacéuticas orales puede emplearse dentro del rango de 0,02 a 0,5% p/v.
Las concentraciones de los agentes suspensores, HPMC (0,5 y 1 % p/v), Goma xantana
(0,1 % p/v), CMC 4000 (0,5y 1 % p/v) y CMC 10000 (1 % p/v), son el resultado de datos
obtenidos de la bibliografia, los limites permitidos para pediatria y la estabilidad fisica final
de la formulacion. Dado que para pacientes pediatricos las restricciones son mas rigidas
que para pacientes adultos, si la formulacion es apta para pediatria, sera apta para
pacientes de todas las edades.

Con datos previos de estabilidad obtenidos de la bibliografia®, se utilizd buffer
citrato 10 mM y como agente conservante, benzoato de sodio (0,2% p/v). El pH final de las
formulaciones fue ajustado entre 6,0 y 7,0 empleando acido citrico 10 mM.

Se elaboraron 6 formulaciones con los diferentes agentes suspensores. La Tabla

3.4.1 resume la composicion de las diferentes formulaciones.
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Tabla 3.4.1. Composicion final bebidas Atenolol
F ATN HPMC Gomaxantana CMC 4000 CMC 10000 Buffer citrato

(mg) (% p/v) (% plv) (% plv) (% plv) 10 mM
1 1000 0,5 - - - csp 100 mL
2 1000 - 0,1 - - csp 100 mL
3 1000 - - 0,5 - csp 100mL
4 1000 - - 1 - csp 100 mL
5 1000 - - - 0,5 csp 100 mL
6 1000 1 - - - csp 100 mL

F: Formulacion
3.4.1.2. Estudios de estabilidad quimica

Estas formulaciones fueron almacenadas en envases de vidrio tipo Il color ambar
y conservadas a 4, 25 y 40°C. A los 10 dias de su elaboracion, se realizé un control visual
para evaluar aspecto, color y olor. Las formulaciones 1, 2 y 5 presentaron turbidez, por lo
que fueron desestimadas. La formulacion 6, ademas de presentar turbidez, al igual que la
formulacién 4, mostraron una viscosidad mayor a la esperada para una bebida. La
formulacién 3 presenté un aspecto limpido, sin presencia de turbidez o precipitados ni
aparicion de color u olor.

Tabla 3.4.2. Estudios de estabilidad acelerados de la bebida (F3) de Atenolol
Tiempo (dias)/Rec (%)

CA 0 30 60 90 120 150 180

4°C 101,3+0,9 99,5#1,1 99,8+0,3 100,2+0,9 100,3+0,8 99,8+0,6
25°C 100,1+1,1 99,9+0,3 99,8+0,8 100,1+0,5 99,7+0,6 100,9+0,7 999+0,5

40°C 101,1+0,4 99,7+0,5 99,2+0,2 101,2+1,1 100,4+0,5 98,8+0,6

Tiempo (dias)/pH

4°C 7,05+0.04 7,01+£0.01 6,95+0.02 7,04+0.04 7,02+0.01 6,98+0.02
25°C 6,95+0,02 7,02+0.04 7,03+0.02 6,94+0.03 7,03+0.03 6,98+0.02 7,02+0.03

40°C 7,06£0.02 6,97+0.02 7,05+0.04 6,98+0.02 7,01£0.02 6,99+0.04

CA: Condicién de almacenamiento
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El contenido de ATN de la formulacién 3, fue determinado por CLAE. Esta
formulacién fue controlada mensualmente a lo largo de 6 meses. Los resultados de
recuperaciéon y pH se muestran en la Tabla 3.4.2.

Los datos obtenidos, con recuperaciones superiores al 95%, requisito exigido por
las guias ICH Q1E'" para nuevas formulaciones, demuestran que la bebida de ATN resulto
ser estable fisicoquimicamente por al menos 6 meses conservada a 4, 25y 40°C/75% (HR).
No se observo la presencia de picos extras en los cromatogramas, que podrian relacionarse
a la presencia de productos de degradacion. La Tabla 3.4.3 resume el analisisestadistico de
las recuperaciones y el pH medidos a los 0, 2, 4 y 6 meses. No se observarondiferencias
significativas ni en el pH ni en las recuperaciones de la formulacién desarrolladamedido en
el mismo periodo de tiempo (6 meses).

Tabla 3.4.3. Recuperacion de Atenolol y pH final luego del almacenamiento a4y 25 °Cy
comparacion estadistica de los resultados

Tiempo (dias)/Rec (%)

CA Inicial 2 meses 4 meses 6 meses Promedio Varianzas tcaiculado

4°C  100,1+1,1 99,5+#1,1 100,2+0,9 99,8+0,6 99,9 0,3162
0,197
25°C  100,1+1,1 99,8#0,8 99,7+0,6 99,9+0,5 99,875 0,1707

Tiempo (dias)/pH

4°C  6,95+0,02 7,01+0.01 7,04+0.04 6,98+0.02 6,995 0,0387
0,6468
25°C 6,95+0,02 7,03+0.02 7,03+0.03 7,02+0.03 7,007 0,0386

CA: Condicion de almacenamiento; ttabia(0,05;7)= 1,8946

La Figura 3.4.1 muestra el aspecto de la bebida de ATN luego de ser almacenada
por 6 meses a 4, 25y 40°C.
3.4.1.3 Estudios de estabilidad microbiolégica

El ensayo microbiolégico se llevé a cabo a los 6 meses de su elaboracion y
almacenamiento a tres temperaturas. La Tabla 3.4.4 resume los resultados del estudio

microbioldgico.

84



Capitulo 3: Resultados y discusion: ATN

~ ATENOLOL
_ 10 mg/ml

Figura 3.4.1. Control visual de la bebida de Atenolol. A: almacenada a 4°C, B: almacenada
a 25°C y C: almacenada a 402C/75%HR durante 6 meses.

Después de 6 meses de almacenamiento en las diferentes condiciones, no se
observo crecimiento de bacterias u hongos, ni la presencia de E coli. La bebida conteniendo
ATN 10 mg mL" desarrollada cumplié con las especificaciones de la Farmacopea Argentina

para productos no estériles.

Tabla 3.4.4. Estudios microbiolégicos durante el almacenamiento en diferentes las
condiciones de la bebida de Atenolol

CA CMAT CTHyL E coli Resultado
4°C <1000 <100 ND Cumple
25°C <1000 <100 ND Cumple
40°C <1000 <100 ND Cumple

CA: Condicion de almacenamiento, 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, E
coli - Cumple si hay ausencia, ND: No detectable.

3.4.4 Conclusiones

En este capitulo se desarrollé una bebida de Atenolol conteniendo 10 mg mL-". Se
demostro su estabilidad fisicoquimica y microbiolégica por al menos 6 meses cuando fue
almacenada a 4, 25 y 40°C. Su elaboracién es simple, con un minimo numero de
excipientes, pudiendo recomendarse su elaboracion en oficinas de farmacia. Al no contener
azucar, alcohol y ser libre de parabenos, esta formulacion es apta para ser administrada a
pacientes de todas las edades, incluidos pacientes diabéticos. Considerando que la dosis

diaria para un paciente adulto es de 50-100 mg por dia, en una o dos tomas, el volumen a
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dispensar estaria entre 2,5 a 10 mL. Por otro lado, a pesar de que hay publicaciones con
formulaciones orales liquidas de Atenolol con una potencia menor, las dosis varian de
acuerdo con la patologia a tratar entre 0,5 -1 mg/kg/dia hasta 100 mg. En estos casos, el
volumen a administrar por dosis seria un inconveniente en pacientes pediatricos. Es decir,
esta formulacion, podria ser de eleccion para este grupo etario cuando las dosis a

administrar superen los 10 mg.
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Gotas de Carvedilol

Se obtuvieron dos formulaciones liquidas de Carvedilol (3 y 5 mg mL"), las cuales
cumplieron con los criterios de estabilidad quimica luego de seis meses en heladera (4°C).
La formulacion de mayor concentracion 5 mg mL' permanecioé estable a temperatura
ambiente (25°C) por el mismo lapso. Los resultados del estudio de estabilidad
microbiolégica mostraron que las formulaciones optimizadas permanecieron estables
durante 6 meses cuando se almacenaron a temperatura ambiente y en heladera. La
aplicacion de un disefio de Plackett-Burman permitid la seleccion de excipientes que
favorecen la solubilidad de Carvedilol. Se encontré que la concentracién de PEG 400 y el
valor de pH de la solucion fueron factores influyentes en la solubilidad de este. El método
2 en el agregado de HPMC para mejorar la estabilidad de las formulaciones fue
considerablemente mejor al método 1, evidenciado en los porcentajes de recuperacion del
IFA. La prueba de palatabilidad mostré que las dosis pediatricas inicial y media ambas
diluidas en leche presentaron un sabor similar a la leche sola, favoreciendo la aceptacion
de la medicacion. Las formas farmacéuticas desarrolladas en este trabajo de Tesis (de
mayor concentracion que las reportadas en la literatura) y obtenidas con una minima
cantidad de excipientes de bajo costo, libres de etanol, azicares y parabenos, y con un
proceso de fabricacién simple, reducen notablemente los volimenes a administrar en las
dosis ajustadas al peso corporal del paciente y representan una opcion segura y eficaz en
el tratamiento de cardiopatias en poblaciones vulnerables.

Gotas y Jarabes de Bisoprolol Fumarato

Se desarrollaron gotas conteniendo 2,5y 5 mg mL-" de Bisoprolol Fumarato, con el
agregado de 10 %v/v de glicerina y agua conservada. Las formulaciones demostraron
estabilidad fisicoquimica y microbioldgica a 4 y 25 °C, por al menos 24 meses desde el
momento de su elaboracién. Dada la sencillez del procedimiento de elaboracién, es factible
gue puedan ser preparadas en una oficina de farmacia que cumpla con las normas de

Buenas practicas de fabricacion y control, asegurando la eficacia de estas en el momento
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de su dispensacion. Ademas, por la estabilidad fisicoquimica y microbiolégica probada en
un periodo de 24 meses, estas formulaciones podrian ser consideradas para su elaboracion
a escala industrial.

Se desarrollaron jarabes conteniendo 2,5 y 5 mg mL-' de Bisoprolol Fumarato Los
mismos resultaron ser estables fisicoquimica y microbiolégicamente durante 24 meses
desde el momento de su elaboracion. En este caso, la presencia de azucar en el jarabe
simple mejora en la palatabilidad de la formulacién y permitird una mayor adherencia al
tratamiento especialmente en pacientes pediatricos. En todos los casos, la flexibilidad en
la dosificacion favorece el tratamiento escalonado y centrado en el paciente.

Tanto para las gotas como para los jarabes desarrollados, se demostréo que no
existen diferencias estadisticamente significativas con respecto a las condiciones de
almacenamiento (4 y 252C) a los 24 meses de su elaboracion. Cabe destacar que la
estabilidad a temperatura ambiente presenta la ventaja de disminuir los gastos de traslado
y logistica del producto final y la correcta conservacién de las formulaciones en aquellos
lugares que no cuenten con refrigeracién adecuada.

Gotas y Jarabe de Amiodarona Clorhidrato

Teniendo en cuenta que Amiodarona Clorhidrato se encuentra en el listado de
medicamentos esenciales de la OMS'?° y que estos medicamentos deben estar disponibles
para cubrir las necesidades sanitarias esenciales de la poblacién, en la forma farmacéutica
adecuada para todas las edades y condiciones de los pacientes, en este capitulo se
desarrollaron tres formulaciones orales de Amiodarona Clorhidrato. Las formulaciones
fueron gotas en dos concentraciones y un jarabe. Las gotas conteniendo 25 y 50 mg mL"!
fueron elaboradas a partir de agua conservada y glicerina. La formulacion (AG1)
conteniendo 25 mg mL" resultdé ser estable fisicoquimica y microbiolégicamente por al
menos 90 dias cuando fue conservada en heladera. La formulacion (AG2) conteniendo 50
mg mL™", fue estable en las mismas condiciones de almacenamiento por al menos 30 dias.
Por otro lado, el jarabe (AJ1) conteniendo 25 mg mL-" resulté ser estable el mismo tiempo

y en las mismas condiciones que (AG2). Las gotas desarrolladas pueden ser dispensadas
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a pacientes diabéticos, mientras que el jarabe, que contiene azucar, podria ser destinado a
pacientes pediatricos (no diabéticos), ya que la mejora en el sabor garantizara la
adherencia al tratamiento.

Bebida de atenolol

Se desarroll6 una bebida de Atenolol conteniendo 10 mg mL™", estable fisicoquimica
y microbiol6gicamente por al menos 6 meses cuando fue almacenada a 4, 25y 402C/75%
(HR). Su elaboraciéon es simple, con un minimo numero de excipientes, pudiendo
recomendarse su elaboracion en oficinas de farmacia. Al no contener azucar, alcohol y ser
libre de parabenos, esta formulacion es apta para ser administrada a pacientes de todas
las edades, incluidos pacientes diabéticos y celiacos.

Considerando que la dosis diaria para un paciente adulto es de 50-100 mg por dia,
en una o dos tomas, el volumen a dispensar estaria entre 2,5 a 10 mL. Por otro lado, a pesar
de que hay publicaciones con formulaciones orales liquidas de Atenolol con una potencia
menor, las dosis varian de acuerdo con la patologia a tratar entre 0,5 -1 mg/kg/diahasta 100
mg. En estos casos, el volumen a administrar por dosis seria un inconveniente en pacientes
pediatricos. Es decir, esta formulacion, podria ser de eleccion para este grupoetario cuando

las dosis a administrar superen los 10 mg.
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Conclusiéon general

Los resultados obtenidos en este trabajo de Tesis permiten asegurar que se ha
logrado el desarrollo, optimizacién, control de calidad y estudios de estabilidad, tanto fisica,
quimica como microbiolégica, de formas farmacéuticas liquidas de uso oral para el
tratamiento de cardiopatias en pacientes pediatricos, adultos mayores y pacientes que
presenten dificultad para la deglucién.

Estos desarrollos se han llevado a cabo empleando excipientes aprobados para
pacientes pediatricos y en concentraciones seguras para esta poblacién. El empleo de
disefios experimentales ha demostrado ser una herramienta uGtil a fin de obtener
formulaciones con las caracteristicas buscadas con un minimo nimero de experimentos.
Las formulaciones seleccionadas, estables tanto quimica como microbiolégicamente,
permiten una correcta y segura dosificacion en base al peso corporal del paciente.

El medicamento constituyé desde la mas remota antigiiedad y sigue siendo en
nuestros dias un bien esencial para prevenir, aliviar y curar diversos sintomas y
enfermedades. El desarrollo de formulaciones liquidas orales con aplicaciones concretas
en el ambito hospitalario es una necesidad urgente. Las formulaciones desarrolladas en
este trabajo de Tesis tienen impacto directo sobre las poblaciones pediatricas, de adultos
mayores y sobre pacientes de cualquier edad con disfagia, adicionalmente, las mismas

podrian ser escaladas tanto a escala piloto como a escala industrial.
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Anexo

A.1 Introduccién

La separacion de un analito, fundamentalmente dentro de una matriz compleja, es
de vital importancia en los procedimientos analiticos, actualmente se realiza en la mayoria
de los casos por cromatografia siendo lo mas adecuado una técnica por Cromatografia de
Liquidos de Alta Performance (CLAE) debido a su sensibilidad y su facil adaptacion a
determinaciones cuantitativas exactas .

A.2 Validacion analitica

El propésito de una validacién analitica es generar métodos reproducibles y
confiables. 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
2. La validacién implica la determinacion de las fuentes de variabilidad y del error
sistematico de un procedimiento, no sélo dentro de la calibracion sino en el analisis de
muestras reales.

Un método analitico debe ser validado para cumplir con los requisitos de las normas
internacionales: BPM (Buenas Practicas de Manufactura, industria farmacéutica), Norma
ISO 71025 (acreditacion de laboratorios de ensayo y calibracion), Norma I1ISO 15189
(acreditacion de laboratorios clinicos), Organismos internacionales como USP y otras
farmacopeas, OMS, ICH.

Existen diferentes tipos de métodos analiticos:

- Métodos normalizados: Método analitico desarrollado por un organismo de
normalizacién u otro organismo reconocido cuyos métodos son generalmente
aceptados por el sector técnico correspondiente (por ejemplo, farmacopeas).

- Métodos no normalizados: Método analitico desarrollado por un tercero o que haya
sido adaptado por el laboratorio a partir de un método normalizado.

- Métodos desarrollados por el laboratorio: Método analitico que no se encuentra en
las normas u otras colecciones de métodos, ni en publicaciones de terceros,

habiendo sido desarrollado por el propio laboratorio.
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Ahora, la pregunta seria qué métodos deben ser validados:
- Los métodos no normalizados
- Los métodos desarrollados por el laboratorio
- Los métodos normalizados utilizados fuera del alcance previsto
- Los métodos normalizados que han sido modificados por el laboratorio

Es decir, valido un método cuando se incorporan mejoras al mismo o se amplia su
alcance para matrices complejas. Los resultados de la validacién del método pueden usarse
para juzgar la calidad, confiabilidad y consistencia del resultado analitico, por lo quela
validacién debe ser parte integral de cualquier buena practica analitica.

No existe una guia oficial que indique el orden en que deben realizarse los
experimentos de validacién 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 verificacion 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 3.

A.3 Atributos analiticos

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 72 Edicién 4, 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

Caracteristica | Valoracion de Impurezas Desempeiio | ldentificacion
Ensayo
Cuantitativo limite
Exactitud + + * * -
Precision
Repetibilidad + + - + -
Precisién
+ + - + -
Intermedia
Especificidad + + + * *
Limite de
- - + * _
deteccion
Limite de
- + - * -
cuantificacion
Linealidad + + - * -
Intervalo + + * * -

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

A3.1 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 comparaciéon 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.
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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 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 composicion 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 adicion de estandar”.

La exactitud debe evaluarse empleando un minimo de nueve determinaciones sobre
un minimo de tres niveles de concentracidon que cubran el intervalo especificado. La
exactitud se calcula como el porcentaje de recuperacion obtenido a partir de la valoracion
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.

Evaluacion estadistica

Determinar los siguientes parametros estadisticos:

- Calculo del porcentaje de cada concentracion

- Célculo de la desviacion estandar (S)

- Célculo de la desviacién estandar relativa (DER) o coeficiente de variacion (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 Ecuacion A-1:

_ n(100 - R)

exp DER
(Ec. A-1)
Se selecciona el twnia 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%.
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Criterio de aceptacion:

Si texp €S Menor que twbia, NO existe diferencia significativa entre la recuperacion
media y el 100% y la exactitud es apropiada.
A3.2 Precision

La precision de un método analitico estda dada por el grado de concordancia o
dispersion 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 variacién) (Ecuacion A-3) de una serie
de mediciones. Puede ser considerada en tres niveles: repetibilidad, precision intermedia
y reproducibilidad.

(xi— %)?

PE=VE Gy

i=1

(Ec. A-2)

100 X DE
DER=—

x
(Ec. A-3)

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
qgue 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.

La reproducibilidad habitualmente se evalla por medio de ensayos inter-

laboratorios, siendo particularmente indicada su verificacion en el caso de la normalizacién
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En determinaciones efectuadas por un solo operador, la verificacion de repetibilidad
suele denominarse “precision intra-dia”, mientras que la precision intermedia suele
reemplazarse por el término “precision inter-dia”.

A3.3 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 8. 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 valoraciéon, 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.

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.
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En métodos instrumentales que exhiben ruido de fondo, puede emplearse una
aproximacién basada en la comparacion de las sefales medidas con muestras que
contienen pequeinas cantidades conocidas de analito con muestras blanco y determinando
la relaciéon senal-ruido. Una relacién senal-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 (DEa) de una curva
de calibracion elaborada con soluciones de referencia cuyas concentraciones estén en las
vecindades del LOD y la pendiente (b) de dicha curva 7, usando la Ecuacién A-4.

LOD = 3.3(DEa / b)
(Ec. A-4)
A3.5 Limite de cuantificacion

Es la menor concentracion de analito que puede determinarse con precision y
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 cuantificacion de impurezas y/o productos de
degradacion é.

Para métodos instrumentales como CLAE, este limite puede ser determinado sobre
la base de la relacién senal-ruido. Para ello, se comparan las senales provenientes de
muestras con analito a concentraciones bajas y conocidas, y las sefales 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.

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

segun la Ecuacién A-5.
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LOQ = 10(DE / b)
(Ec. A-5)
donde DE es la desviacién 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 desviacién estandar de la regresion
lineal o la desviacién estandar de la ordenada al origen de la regresién lineal pueden usarse
como desvio estandar.

El valor de LOQ puede calcularse de diferentes modos, siendo los mas usados los
qgue emplean la pendiente de la curva de calibracion. 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 tedricos de C
= (Y - a)/b, y por otra para obtener la desviacidén estandar de la curva (DEc), cuyo célculo
se detalla en la Ecuacion A-5 | y la desviacion estandar relativa DER = 100 x DEc/C de los
resultados del analisis.

Luego, se traza un grafico de DER calculado versus C para determinar la
concentracion de analito Cp correspondiente al valor permisible de DER para el
procedimiento analitico en consideracion. 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-6.
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DE T 1 Dfh - y-Y

prc =——V— 4+ ()
b N n b DE,

(Ec. A6)

Donde DEj es la desviacidon estandar de la curva de calibracidon, N es el nimero de
puntos experimentales, Ys es la respuesta (area bajo de la curva, altura de pico, etc.), n es

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

y DEy es su correspondiente desvio e & el promedio de todas las respuestas usadas para
construir el grafico de calibracion.
A3.6 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 regresion de la curva de calibracidn del analito, construida al representar
graficamente el area bajo la curva del analito (ABC) en el cromatograma en funcién 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 correlacién (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 aplicaciéon 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 dosificacién. 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 correlacion, la
ordenada al origen y la pendiente de la recta de regresion (Ecuacion A-7)

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

a- Calculo de la recta de regresion

y=a+bx
(Ec. A7)

Donde:

x: Concentracion 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—bix
B n
(Ec. A8)
Férmula para hallar “b”
xy — 2y
b = n
pyz _ (Ex2
n
(Ec. A-9)

n= Numero de muestras
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)
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- Limite de confianza de la pendiente b.

- Coeficiente de variacién 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 relacién entre las concentraciones (x) y su respuesta (y)

Férmula para hallar “r”

_YxXy
r= GBI (e
[Xx2 — 1[Xy? - ]
n n
(Ec. A-10)

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 tbulado
(test tabulado) para el nivel de confianza requerido.
o= probabilidad de cometer error (p)
1-a= grado de confianza

Formula para hallar tregresion

. _IrNG=2)
egresion — — ———
V(1 -TI7?2)
(Ec. A-11)

Hipotesis nula (HO): es la no correlacion entre x e y (r= 0)
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Hipdtesis alternativa (H1): “r’ NO debe ser significativamente diferente de uno (r = 0)
Criterio de aceptacion: Si el valor observado de tregresion €5 mayor a tiabia, la hipodtesis nula
se rechaza, existiendo una correlacion lineal significativa, por lo tanto, r es cercano a 1.
Limite de confianza del intercepto “a”

Este valor se calcula en funcién de su varianza (S#)

Férmula para hallar la Varianza del intercepto “a”:

x2
Sa = szz_
n

(Ec. A-12)

Férmula para hallar la desviacion estandar del intercepto “a”

Sa= Vs 2
(Ec. A-13)
Férmula para hallar los limites de confianza del intercepto
a = a = twanSa
(Ec. A-14)
Determinacion del test estadistico del intercepto “a”

Formula para hallar el valor de t experimental

|al
texp =
a

(Ec. A-15)
Criterio de aceptacion
Si texperimental €S MeNOr que twbia, S€gUN las condiciones mencionadas, existe una correlacion
lineal significativa.
Limite de confianza de la pendiente “b”
Este valor se calcula en funcién de su Varianza (S¥)
Hipotesis nula (HO): b=0

Criterio de aceptacion: “b” debe ser significativamente diferente de cero
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Férmula para hallar la varianza de la pendiente “b”: (S 8)

2

J— Sxy
S = ———(5y)?
(Zx)? —

n
(Ec. A-16)

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

de x sobre y)

2 Xy*—aly—byxy
Sy = n—2

(Ec. A-17)
Foérmula para hallar la desviacién estandar de la pendiente “b” (Sp)
sp=". s%

(Ec. A-18)

sp x 100
b

5p(%) =
(Ec. A-19)
Férmula para hallar los limites de confianza de la pendiente
b =0b + tiwxSs
(Ec. A-20)
tiab= €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%.
Determinacion del test estadistico de la pendiente “b”

Formula para hallar el valor de texperimental

|bl
Lexp =

Sb
(Ec. A-21)

Criterio de aceptacion:
Si texp €S mayor que tubia, €Xiste una correlacion lineal significativa, entonces la pendiente

“b” es significativamente diferente de cero y se rechaza la hipotesis nula
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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="/x
(Ec. A-22)

A3.7 Robustez

Es una medida de su capacidad de no verse afectado por variaciones pequefas,
pero deliberadas, en los parametros del método y proporciona una indicacion de su
confiabilidad.

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
validacion 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 optimizaciéon o al inicio de su validacion 2. 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 informacién permite establecer los limites de aptitud del sistema 3. Las guias
ICH afirman que una de las finalidades de evaluar la robustez es establecer una serie de
parametros (por ejemplo, la resolucién) de aptitud del sistema que permiten garantizar la

validez del procedimiento analitico durante su uso. Estas guias no requieren la realizacion
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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™.
A3.8 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?’.

A3.9 Aptitud del sistema

La condicion 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 resolucion entre picos
adyacentes deberia superar el valor de 2,0.

A3.10 Resultados de la validaciéon 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 seccion se describe la preparacion de las soluciones madre de los

ingredientes activos y los diferentes grupos de soluciones de trabajo para fines de

validacioén, cuyas concentraciones se indican en los apartados correspondientes.
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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 42C y se llevaron a temperatura ambiente en
el momento de su uso. En todo momento, las soluciones fueron protegidas de laluz alo largo
de los experimentos.

Soluciones de las muestras

Para cada una de las formulaciones liquidas desarrolladas, se realizaron diluciones
de acuerdo con la concentracién final del ingrediente activo, empleando fase mavil y
agitacion mecanica por 10 minutos. Se determind la densidad de la formulacion y las
diluciones finales fueron realizadas por peso.

A3.10.1 Gotas de Carvedilol
Soluciones para CLAE
Solucién madre

La solucion madre de CAR fue preparada en un matraz aforado de 50,00 mL
disolviendo una cantidad exactamente pesada (65,4 mg) de CAR en metanol, siendo la
concentracion final de 1,308 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
fase movil. Un total de seis soluciones fueron preparadas con las siguientes
concentraciones: 0,0654; 0,07848; 0,09156; 0,10464; 0,11772y 0,1308 mg mL-".
Condiciones cromatograficas.

Determinacion de CAR
El contenido de CAR fue determinado empleando una columna SiliaChrom C18

(150 x 4,6 mm, 5 um), termostatizada a 30°C. La fase mavil consistid en una mezcla de
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buffer fosfato (50 mM, pH 2,9): metanol (52:48) con un flujo de 1,0 mL min~' y un volumen
de inyeccion de 20 pL. La longitud de onda de deteccién fue 245 nm.
Validacién 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 propdsito de la cuantificacién, el rango lineal
fue 0,0654-0,1308 mg mL-".

La Tabla A.2 resume los datos obtenidos de las areas bajo la curva para cada una
de las concentraciones evaluadas, por triplicado. Ademas, se presentan los calculos de x*y,
x?, y? y f(x/y), necesarios para realizar la evaluacién estadistica de la linealidad.

a- Calculo de la recta de regresién
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Tabla A.2 Carvedilol. Resultados de la linealidad del método CLAE

CAR Area x*y x2 y2 f(y/x)
(mg mL"") (mUA)
0,0654 14215631 929702,26  0,00427716 2,02084E+14 217364388,4
0,0654 14160830 926118,28  0,00427716 2,00529E+14 216526452,6
0,0654 14172690 926893,92  0,00427716 2,00865E+14 216707798,2
0,07848 17143968 1345458,60 0,00615911 2,93916E+14 218450152,9
0,07848 17194562 1349429,22 0,00615911 2,95653E+14 219094826,7
0,07848 17154561 1346289,94 0,00615911 2,94279E+14 218585130
0,09156 21169861 1938312,47 0,00838323 4,48163E+14 231212986
0,09156 21297134 1949965,58 0,00838323 4,53568E+14 232603036,3
0,09156 21329003 1952883,51 0,00838323 4,54926E+14 232951103,1
0,10464 23021046 2408922,25 0,01094953 5,29969E+14 220002350,9
0,10464 23070153 2414060,81 0,01094953 5,32232E+14 220471645,6
0,10464 22916228 2397954,09 0,01094953 5,25154E+14 219000649,8
0,11772 26185350 3082539,40 0,01385799 6,85673E+14 222437563,7
0,11772 26225767 3087297,29 0,01385799 6,87791E+14 222780895,3
0,11772 26161600 3079743,55 0,01385799 6,84429E+14 222235813,8
0,1308 29196409 3818890,29 0,01710864 8,5243E+14  223214136,1
0,1308 29349304 3838888,96 0,01710864 8,61382E+14 224383058, 1
0,1308 29184246 3817299,37 0,01710864 8,5172E+14  223121146,8
Sumatoria 1,7658 393148343  40610649,8 0,18220701 9,05476E+15 4001143134
Promedio 222285729,7
Desviacion 5159280,062
estandar
Cogfiqignte 2,32
variacion

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

a=-469450,1746

b=227431445,3

Ecuacion de la recta: y= 227431445,3 x -469450,1746

La Figura A.1 Representa la curva de calibracion de Carvedilol.
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Figura A.1 Curva de calibracién de Carvedilol por CLAE

b- Interpretacion estadistica de la regresién lineal

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

Resultado: 0,9932

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

Resultado: 0,9927

Interpretacion: El 99,27% de las variaciones se deben a la influencia de la variable “x”
(concentracion inyectada).

Test estadistico para el coeficiente de correlacion “r”

Resultados:

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

tregresion: 46,50

Como tregresion > tiabia, 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
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Intervalo de confianza del intercepto “a”
a=-469450,17 + 2,12 x473790,34
a=-943240,51 hasta 4340,17
El intervalo de confianza del intercepto “a” incluye el cero.
Determinacién del test estadistico del intercepto “a”
Resultado:
taba= 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p=0,05
t experimental = 0,99
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=227431445,3 £ 2,12 x 4709121,626
b =222722323,67 hasta 232140566,926
Determinacion del test estadistico de la pendiente “b”
Resultado:
tba= 2,12 para 18-2=16 grados de libertad y p= 0,05
texperimental = 48,3
texperimental > tiabla = b#0
Célculo del coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta (f):
Resultados:
Promedio de “f": 222285729,7
Desviacion estandar de “f”: 5159280,062
Coeficiente de variacion (CV): 2,32 %
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.

24



Anexo
Precision

La repetibilidad fue evaluada mediante el andlisis estadistico de las desviaciones
estandares relativas para nueve inyecciones de una solucién conteniendo tres niveles
diferentes de concentracion 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 precisidon intermedia se determind analizando nueve muestras independientes
de estandares conteniendo el analito a tres niveles, 90, 100 y 110 %, preparadas 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.3). En todos los casos, las desviaciones
estandares relativas fueron menores al 2%, confirmando la precisién 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.

Exactitud

La exactitud se evalué midiendo la recuperacion del analito por el método de adicion de
estandar. Este parametro fue determinado sobre las gotas de CAR conteniendo 5 mg mL-
1y HPMC (0,5% p/v). Cantidades conocidas del analito fueron agregadas a una muestra de
gotas pre-analizada con el método CLAE, conteniendo el equivalente al 80% de la
concentracion final, a fin de obtener muestras fortificadas con concentraciones
correspondientes al 90, 100 y 110%. Cada una de las muestras fueron inyectadas tres

veces.
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Tabla A.3 Carvedilol. Resumen de los datos de validacion del método cromatografico

Parametros

Carvedilol

Especificaciones Resultado

Rango lineal (mg L")
Linealidad-Ecuacion de regresiéon

b+ SD, (x 108)

a xSD, (x 10%)

Coeficiente de correlacion (r)
Coeficiente de determinacion (r?)
Test estadistico para el “r’

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

Precision

Repetibilidad (Rec., % + DER)

Nivel bajo (90%)

Nivel medio (100%)

Nivel alto (110%)

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)

Minimo 0,99
Minimo 0,98
tiabla = 2,12
tregresion >> ttabia
Maximo 5%
tiabla= 2,12

texp > ttabia
tiabla= 2,12

1:exp < ttabla

Fo.95,2,17=3,124
Fo.95:.2:17=3,124
> 0,95

65,4-130,8/

2,27+ 0,05
47 +4,7
0,9965
0,9927
tregresion=
46,50
2,32%
texp= 48,3

toxp= 0,99

102,4+1,2
100,8 +0,2
100,9+ 0,1

100,4 £ 0,4
100,5 + 0,4
100,1+0,4
100,4 £ 0,4
F=1,539
F=3,118
0,9997

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 calculo

como la diferencia entre el porcentaje de analito efectivamente recuperado y el valor teérico

(100%).
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Tabla A.4 Carvedilol. Resultados de la determinacion de la exactitud del método

Concentracién (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 Carvedilol. Analisis estadistico de la exactitud del método

Analisis estadistico

N2 de muestras (n) 9
Recuperacion promedio (R) (90-110%) 100,14
Desviacion estandar (S) 0,69
([)I\/(Ia;\(/iir?w gsSt%rg/iI?r relativo 0,68

Célculo de “t” de Student
Criterio de aceptacion:
Si texp €S Mmenor que tabia, NO existe diferencia significativa entre la recuperacion media y el
100% y la exactitud es apropiada.
Resultado:
tabla= 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 llevd a cabo inyectando cinco replicados de una solucién estandar

conteniendo 0,10464 mg mL-1 de CAR.
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El correspondiente valor de DER fue menor al 2%, resultado satisfactorio de acuerdo
con los requerimientos oficiales. El nimero de platos tedricos 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 Carvedilol. Resultados de la aptitud del sistema
Analito Factor de coleo (f)  Platos teéricos (N) DER (%) 2

CAR 1,34 5460 0,26

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 encontrd 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 formulacién y un estandar de
Carvedilol. No se observé la presencia de productos de degradaciéon y los tiempos de
retencién para CAR en la formulacion y la solucion estandar fueron coincidentes.

A3.10.2 Gotas de Amiodarona Clorhidrato
Soluciones para CLAE
Soluciones madre

La solucién madre de AMIO fue preparada en un matraz aforado de 50,00 mL
disolviendo una cantidad exactamente pesada (65,2 mg) de AMIO 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 solucién madre en
fase movil. El rango de trabajo fue 0,0652-0,1304 mg mL-".

Condiciones cromatograficas
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Determinaciéon de Amiodarona Clorhidrato

Cada una de las muestras fue analizada a 240 nm para determinar el contenido de
AMIO. Se empled una columna SiliaChrom C18 (250 x 4,6 mm, 5 um), termostatizada a
30°C. La fase movil consistié en una mezcla de buffer fosfato (50 mM, pH 2,9): acetonitrilo
(30:70) con un flujo de 1 mL min~" y un volumen de inyeccién de 20 pL.

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

Teniendo en cuenta el propésito de la cuantificacion, el rango lineal fue 0,0652 -
0,1304 mg mL"". Este rango equivale al intervalo del 65 al 130% de la respuesta objetivo
para el contenido promedio del analito en las formulaciones desarrolladas.

La Tabla A.7 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, x?, y?
y f(x/y), necesarios para realizar la evaluacioén 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 AMIO en cada una de las formulaciones.

De los datos obtenidos de la Tabla A.7, se obtienen los siguientes valores:

a=-497218,381

b=119371167,8

Ecuacion de la recta: y= 119371167,8 x -497218,381
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Tabla A.7 Amiodarona Clorhidrato. Resultados de la linealidad del método

AMIO Area x*y X2 y2 f(y/x)
(mg mL"") (mUA)
0,0652 7548924 492189,84 0,00425104 5,69863E+13  115781042,9
0,0652 7548923 492189,77 0,00425104 5,69862E+13  115781027,6
0,0652 7548963 492192,38 0,00425104 5,69868E+13  115781641,1
0,07824 8623996 674741,44 0,00612149  7,43733E+13  110224897,8
0,07824 8623856 674730,49 0,00612149 7,43709E+13  110223108,4
0,07824 8623393 674694,26 0,00612149  7,43629E+13  110217190,7
0,09128 9877589 901626,32 0,00833203 9,75668E+13  108211974,1
0,09128 9877956 901659,82 0,00833203  9,7574E+13  108215994,7
0,09128 9877623 901629,42 0,00833203 9,75674E+13  108212346,6
0,10432 12518896 1305971,23  0,01088266 1,56723E+14  120004754,6
0,10432 12518658 1305946,40 0,01088266 1,56717E+14  120002473,2
0,10432 12518689 1305949,63  0,01088266 1,56718E+14  120002770,3
0,11736 13508756 1585387,60 0,01377337 1,82486E+14  115105282,9
0,11736 13508756 1585387,60 0,01377337 1,82486E+14  115105282,9
0,11736 13508689 1585379,74  0,01377337 1,82485E+14 115104712
0,1304 14986356 1954220,82  0,01700416 2,24591E+14  114926042,9
0,1304 14985687 1954133,58 0,01700416 2,24571E+14  114920912,6
0,1304 14985623 1954125,23  0,01700416 2,24569E+14  114920421,8
Sumatoria 1,7604 201191333  20742155,6  0,18109430 2,37812E+15 2052741877
Promedio 114041215,4
Desviacion 3963830,6
estandar
Coeficiente 3,47
de variacion
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La Figura A.2 Representa la curva de calibracion de Amiodarona Clorhidrato.
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Figura A.2 Curva de calibracién de Amiodarona Clorhidrato por CLAE

b- Interpretacién estadistica de la regresion lineal
Calculo del coeficiente de correlacién (r) (Minimo 0,99)
Resultado: 0,9917

Coeficiente de determinacion “r?” (Minimo 0,98)
Resultado: 0,9834

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

tabla: 2,12, para 18-2= 16 grados de libertad y p=0,05
tregresion: 30,79

Como tregresion > tiabla, Si €Xiste una correlacion lineal significativa entre x e y (r# 0)
Limite de confianza del intercepto “a”

Resultado

table= 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0.05
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Intervalo de confianza del intercepto “a”

a=-497218,381 + 2,12 x 388110,4464

a=-1319975,773 hasta 325539,0111

Determinacion del test estadistico del intercepto “a”

Criterio de aceptacion

Si texperimental €S MENOT quE tiabia, 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 = 1,28

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=119371167,8 + 2,12 x 3869360,462

b=111168490,1 hasta 127573845,6

Determinacion del test estadistico de la pendiente “b”

Criterio de aceptacion:

Si texperimental €5 Mayor que twpia, €Xiste 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 = 30,85

Calculo del coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta (f):
Resultados:

Promedio de “f": 114041215,4

Desviacion estandar de “f”: 3963830,597

Coeficiente de variacion (CV): 3,47 %
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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 Amiodarona Clorhidrato. Resultados de la linealidad del método

Parametros - I . r.hi r miedaron
Especificaciones Resultado
Rango lineal (mg L) 65,2-130,4
Linealidad-Ecuacion de regresion
b+ SD, (x 108) 1,19 £ 0,04
a +SD, (x 105) -4,97 + 3,88
Coeficiente de correlacion (r) Minimo 0,99 0,9917
Coeficiente de determinacion (r?) Minimo 0,98 0,9834
Test estadistico para el “r’ tiabla = 2,12 tregresion= 30,79
p= 0,05y n-2 grados de libertad tregresion >> ttabla
Coeficiente de variacion (%) Maximo 5% 3,47%
Prueba de linealidad de la pendiente p=0,05y ttabla= 2,12 texp= 30,85
n-2 grados de libertad texp > ttabla
Prueba de proporcionalidad del intercepto trabla= 2,12 texp= 1,28
p=0,05 y n-2 grados de libertad texp < ttabla

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 solucién 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.
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La precision intermedia se determiné analizando tres muestras independientes de
estandares conteniendo el analito al 100%, durante tres dias. En todos los casos, las
desviaciones estandares relativas fueron menores al 2%, confirmando la precision del
método.

Exactitud

La exactitud se evalué midiendo la recuperacion del analito por el método de adicidon
de estandar sobre las dos matrices optimizadas (matriz 1, gota, y matriz 2, jarabe,
respectivamente) y en la formulacién que contiene 25 mg mL'. La determinacién 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 y jarabe 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 1y en la matriz 2, se muestran en las Tablas A.9 y A.10, donde el sesgo se calcul6
como la diferencia entre el porcentaje de analito efectivamente recuperado y el valor teérico
(100%).

Tabla A.9 Amiodarona Clorhidrato. Resultados de la determinacién de la exactitud del
método con matriz 1

Concentracién (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
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Tabla A.10 Amiodarona Clorhidrato. Resultados de la determinacion de la exactitud del
método con matriz 2

Concentracion (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.

Tabla A.11 Amiodarona Clorhidrato. Analisis estadistico de la exactitud del método. Matriz
1.

Analisis estadistico

N2 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 twabia, NO existe diferencia significativa entre la recuperacién media y el
100% y la exactitud es apropiada.

Resultado:

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

toxp = 2,03
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Tabla A.12 Amiodarona Clorhidrato. Analisis estadistico de la exactitud del método. Matriz
2.

Analisis estadistico

N2 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:

taba= 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.

Tabla A.13 Amiodarona Clorhidrato. Resultados de la exactitud, precisidon y especificidad
del método

Parametros Amiodarona Clorhidrato
Precision
Repetibilidad [Rec., %+ RSD]?
Nivel bajo (70%) 101,4+0,4
Nivel medio (100%) 99,7 +0,1
Nivel alto (130%) 100,0+£0,3
Precision Intermedia®
fcal 2,083
Lt 2,776
Exactitud (Bias, %)
Matriz 1
Nivel bajo (90%) +1,43
Nivel medio (100%) +0,61
Nivel alto (110%) +1,06
Matriz 2
Nivel bajo (90%) -0,97
Nivel medio (100%) +0,69
Nivel alto (110%) +0,26
Especificidad (Pureza de pico) 0,9997

@ Nueve replicados de solucién estandar a tres niveles
b Inyecciones por triplicado, dos dias al nivel del 100%
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Aptitud del sistema

La prueba se llevd a cabo inyectando cinco replicados de una solucion estandar
conteniendo 0,1014 mg mL"' de AMIO.

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.14

Tabla A.14 Clorhidrato de amiodarona. Resultados de la aptitud del sistema
Analito Factorde coleo ()  Platos teéricos (N) DER (%) ?

AMIO 1,26 10980 0,28

a Cinco replicados

Selectividad

Se encontrd 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 formulacién y un
estandar de AMIO. No se observé la presencia de productos de degradacion y los tiempos
de retencién para AMIO en la formulacion y la solucion estandar fueron coincidentes.
A3.10.3 Gotas y jarabe de Bisoprolol Fumarato
Soluciones para CLAE
Solucién madre

La solucién madre de BISO fue preparada en un matraz aforado de 10,00 mL
disolviendo una cantidad exactamente pesada (32,7 mg) de BISO en acetonitrilo, siendo la
concentracion final de 2,78 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
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fase movil. Un total de seis soluciones fueron preparadas con las siguientes
concentraciones: 0,139; 0,167; 0,195; 0,223; 0,250 y 0,278 mg mL"".
Condiciones cromatograficas.
Determinacion de Bisoprolol Fumarato

Los analisis de cada una de las muestras se llevaron a cabo empleando una columna
Silia Chrom XDB1 C18 (250 x 4,6 mm d.i., 5 um tamanfo de particula), termostatizada a 30°C,
la fase mévil compuesta por una soluciéon buffer de fosfatos (50 mM, pH 4,5): acetonitrilo
(70:30), a una velocidad de flujo de 1,0 mL min-1, con deteccién UV a 228 nm y un volumen
de inyeccion de 20 pL.
Validacién 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 propdésito de la cuantificacion, el rango lineal
fue 0,139-0,278 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.

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

a- Calculo de la recta de regresion

De los datos obtenidos de la Tabla A.15, se obtienen los siguientes valores:
a=-186517,6811
b=57306706,14

Ecuacion de la recta: y=57306706,14x -186517,6811
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Tabla A.15 Bisoprolol Fumarato. Resultados de la linealidad del método CLAE

BISO Area (mUA) x*y x2 y2 f(y/x)
(mgmL")
0,139 7827505 1088023,2 0,019321 6,12698E+13  56312985,61
0,139 7825841 1087791,9 0,019321 6,12438E+13  56301014,39
0,139 7821723 1087219,5 0,019321 6,11794E+13  56271388,49
0,167 9295558 1552358,2 0,027889 8,64074E+13  55662023,95
0,167 9246640 1544188,9 0,027889 8,55004E+13  55369101,8
0,167 9268142 1547779,7 0,027889 8,58985E+13  55497856,29
0,195 11050548 2154856,8 0,038025 1,22115E+14  56669476,92
0,195 11019169 2148737,9 0,038025 1,21422E+14  56508558,97
0,195 11050381 2154824,3 0,038025 1,22111E+14  56668620,51
0,223 12605209 2810961,6 0,049729 1,68891E+14  56525600,9
0,223 12607540 28114814 0,049729 1,6895E+14 56536053,81
0,223 12565469 2802099,6 0,049729 1,67891E+14  56347394,62
0,250 14185467 3546366,7 0,0625 2,01227E+14 56741868
0,250 14216891 35542227 0,0625 2,0212E+14 56867564
0,250 14225982 3556495,5 0,0625 2,02379E+14 56903928
0,278 15660185 4353531,4 0,077284 2,45241E+14  56331600,72
0,278 15706347 4366364 ,4 0,077284 2,46689E+14  56497651,08
0,278 15708073 4366844,3 0,077284 2,47E+14 56503859,71
Sumatoria 211886670  46534148,3 0,824244 2,63E+15 1014516548
Promedio 56362030,43
Desviacién 436377,52
estandar
Coeficiente 0,77
de o
variacion
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La Figura A.3 Representa la curva de calibracién de BISO.
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Figura A.3 Curva de calibracion de Bisoprolol Fumarato por CLAE

b- Interpretacion estadistica de la regresion lineal
Calculo del coeficiente de correlacién (r) (Minimo 0,99)
Resultado: 0,9948

Coeficiente de determinacion “r’” (Minimo 0,98)
Resultado: 0,9896

Interpretacion: El 98,96% de las variaciones se deben a la influencia de la variable “x”
(concentracion inyectada).

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

twabla: 2,12, para 18-2= 16 grados de libertad y p=0,05
tregresion: 48,78

Como tregresion > tiabla, Si €Xiste una correlacion lineal significativa entre x e y (r# 0).
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Limite de confianza del intercepto “a”

Resultado

taba= 2,12 para 18-2 = 16 grados de libertad y p= 0.05
Intervalo de confianza del intercepto “a”
a=-186517,6811+2,12 x 71295,9

a=-337664,9 hasta 24632,301

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

Resultado:

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

t experimental = 1,98

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= 57306706,14+ 2,12 x 354307,18

b =56555574,91hasta 58057837,36

Determinacion del test estadistico de la pendiente “b”

Resultado:

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

texperimental = 161,74

texperimental > tabla = b#0

Calculo del coeficiente de variacion (CV) de los factores de respuesta (f):
Resultados:

Promedio de “": 56362030,43

Desviacion estandar de “f”: 436377,5283

Coeficiente de variacion (CV): 0,77 %
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Los parametros calculados para evaluar la calidad de la regresidon cumplen con los
criterios de aceptacion 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 solucion conteniendo tres niveles
diferentes de concentracibn 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, revelo
que no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos entre los distintos
dias y analistas (Tabla A.16). 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 validacion del método analitico para rango, linealidad,
precision y especificidad.

Exactitud

La exactitud se evalué midiendo la recuperacién del analito por el método de adicion
de estandar. Considerando las diferentes matrices elaboradas, gotas y jarabes, la exactitud
fue determinada en cada una de ellas y en la mayor concentracion, es decir, 5 mg mL-1. En
cada caso, cantidades conocidas del analito fueron agregadas a una muestra de gotas o
jarabe pre-analizada con el método CLAE, conteniendo el equivalente a 4 mg mL-1, a fin de

obtener muestras fortificadas con concentraciones correspondientes a 4,5, 5y 5,5 mg mL-

1
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Tabla A.16 Bisoprolol Fumarato. Resumen de los datos de validacion del método

cromatografico.

Parametros

Bisoprolol Fumarato

Especificaciones Resultado

Rango lineal (mg L")

Linealidad-Ecuacion de regresion
b+ SD, (x 107)

a +SD, (x 10°)

Coeficiente de correlacion (r)
Coeficiente de determinacion (r?)
Test estadistico para el “r’

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=0,05y n-
2 grados de libertad

Precision

Repetibilidad (Rec., % + DER)

Nivel bajo (90%)

Nivel medio (100%)

Nivel alto (110%)

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)

139,0-
278,0
5,73+ 0,03
-1,86 £ 0,76
Minimo 0,99 0,9948
Minimo 0,98 0,9896
tiabla = 2,12 tregresion=
tregresion >> ttabla 48,78
Maximo 5% 0,77%
ttabla= 2,12 texp= 161,74
texp > ttabia
tiabla= 2,12 texp= 1,98
texp < ttabia
102,4+1,2
100,8 £ 0,2
100,9+0,1
100,4+0,4
100,5+0,4
100,1£04
100,4+04
Fo.95.2:17=3,124 F=1,539
Fo95:2,17=3,124 F=3,118
> 0,95 0,9997

Cadauna de las muestras fueron inyectadas tres veces. Los resultados de exactitud

para las gotas, expresados como porcentaje de analito recuperado en el ensayo y el
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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 Bisoprolol Fumarato. Resultados de la determinacién de la exactitud del método
para las gotas.

Concentracion (mg mL™") RSD (%) Recuperacion Sesgo

Inicial Agregado Total Encontrado - n=3 analito (%) (%)
4,0 0,00 4,0 4,01 0,26 100,25 +0,25
4,0 0,5 4,5 4,48 0,40 99,55 -0,45
4,0 1,0 5,0 5,02 0,17 100,4 +0,6
4,0 1,5 55 5,52 0,44 100,36 +0,36

Evaluacion estadistica
La Tabla A.18 resume los datos para el analisis estadistico de la exactitud del método.

Tabla A.18 Bisoprolol Fumarato. Analisis estadistico de la exactitud del método para las
gotas

Analisis estadistico

N2 de muestras (n) 9
Recuperacion promedio (R) (90-110%) 100,14
Desviacioén estandar (S) 0,75
Desvio estandar relativo 0,74

(Maximo 5,0%)

Célculo de “t” de Student

Criterio de aceptacion:

Si texp €S Mmenor que twabia, 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

texo = -1,7
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Los resultados de la exactitud y la evaluacion estadistica para el jarabe se resumen en las
Tablas A.19 y A.20.

Tabla A.19 Bisoprolol Fumarato. Resultados de la determinacion de la exactitud del método
para jarabe

Concentracion (mg mL™") RSD (%) Recuperacion Sesgo

Inicial Agregado Total Encontrado ~ n=3 analito (%) (%)
4,0 0,00 4,0 3,99 0,22 99,75 -0,25
4,0 0,5 4,5 4,49 0,42 99,77 -0,23
4,0 1,0 5,0 5,02 0,27 100,4 +0,6
4,0 1,5 55 5,49 0,34 99,81 -0,19

Tabla A.20 Bisoprolol Fumarato. Analisis estadistico de la exactitud del método para
jarabe.

Analisis estadistico

N2 de muestras (n) 9

Recuperacion promedio (R) (90-110%) 99,93
Desviacién estandar (S) 0,68
Desvio estandar relativo 0,69

(Maximo 5,0%)

Célculo de “t” de Student
Criterio de aceptacion:
Si texp €5 Mmenor que tbia, NO existe diferencia significativa entre la recuperacién media y el
100% vy la exactitud es apropiada.
Resultado:
tabla= 2,306; para 9-1=8 grados de libertad y p=0,05
texto = 0,91
Aptitud del sistema
La prueba se llevo a cabo inyectando cinco replicados de una solucion estandar

conteniendo 0,167 mg mL-' de BISO.
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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.21

Tabla A.21 Bisoprolol Fumarato. Resultados de la aptitud del sistema
Analito  Factorde coleo () Platos tedricos (N) DER (%)?

BISO 1,15 2460 0,25

a Cinco replicados
Selectividad

Se encontrd 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 las formulaciones y un estandar de
Bisoprolol. No se observo la presencia de productos de degradacién y los tiempos de
retencién para BISO en la formulacién y la solucién estandar fueron coincidentes.
A3.104 Bebida 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.

Determinacion de Atenolol
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El contenido de atenolol fue determinado empleando una columna SiliaChrom C18
(150 x 4,6 mm, 5 um). 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 pL. La
longitud de onda de deteccién fue 226 nm™8.
Validacién 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 propdésito 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.
La Tabla A.22 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, x?, y?
y f(x/y), necesarios para realizar la evaluacioén estadistica de la linealidad.

a- Calculo de la recta de regresion

De los datos obtenidos de la Tabla A.22, se obtienen los siguientes valores:
a= - 550340,762
b= 105628262

Ecuacion de la recta: y= 105628262 x - 550340,762
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Tabla A.22 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 1046869981
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. y

variacion
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La Figura A.4 Representa la curva de calibracién de Atenolol.
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Figura A.4 Curva de calibracién de Atenolol por CLAE

b- Interpretacion estadistica de la regresion lineal

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

Resultado: 0,9932

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’

Resultados:

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

tregresion: 47,72

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

Limite de confianza del intercepto “a”
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Resultado

taba= 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

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

Resultado:

taba= 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

tabla = 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:

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

texperimental = 34,17

texperimental > tabla = b#0

Célculo 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 %
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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.

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 concentracibn 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 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
qgue no existen diferencias significativas entre los resultados obtenidos entre los distintos
dias y analistas (Tabla A.2). 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.23 resume los datos de validacion del método analitico para rango, linealidad,
precision y especificidad.
Exactitud

La exactitud se evalué midiendo la recuperacion del analito por el método de adicion
de estandar. Cantidades conocidas del analito fueron agregadas a una muestra de la bebida
pre-analizada con el método CLAE, conteniendo el equivalente a 8 mg mL-1, a fin de obtener

muestras fortificadas con concentraciones correspondientes a9, 10y 11 mg mL-

1
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Tabla A.23 Atenolol. Resumen de los datos de validaciéon del método cromatografico.

Parametros

Atenolol

Especificaciones Resultado

Rango lineal (mg L")
Linealidad-Ecuacion de regresiéon

b+ SD, (x 108)

a xSD, (x 10%)

Coeficiente de correlacion (r)
Coeficiente de determinacion (r?)
Test estadistico para el “r’

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

Precision

Repetibilidad (Rec., % + DER)

Nivel bajo (90%)

Nivel medio (100%)

Nivel alto (110%)

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)

Minimo 0,99
Minimo 0,98
tiabla = 2,12
tregresion >> ttabia
Maximo 5%
tiabla= 2,12

texp > ttabia
tiabla= 2,12

1:exp < ttabla

Fo.95,2,17=3,124
Fo.95:.2:17=3,124
> 0,95

66,0-132,0

1,05+ 0,03
-5,5+3,1
0,9932
0,9864
tregresion=
47,72
3,22%
texp= 34,17

texp= 1 ,75

102,4+1,2
100,8 +0,2
100,9+ 0,1

100,4 £ 0,4
100,5 + 0,4
100,1+0,4
100,4 £ 0,4
F=1,539
F=3,118
0,9997

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.24, donde el sesgo se calculé como la diferencia entre el

porcentaje de analito efectivamente recuperado y el valor teérico (100%).
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Tabla A.24 Atenolol. Resultados de la determinacion de la exactitud del método

Concentracion (mg mL™") RSD (%) Recuperacion Sesgo
Inicial Agregado Total Encontrado ~ n=3 analito (%) (%)
8 0,00 8,0 7,99 0,26 99,99 -0,01
8 1,0 9,0 8,94 0,40 99,37 -0,63
8 2,0 10,0 10,036 0,17 100,36 +0,36
8 3,0 11,0 11,076 0,44 100,69 +0,69

Evaluacién estadistica
La Tabla A.25 resume los datos para el analisis estadistico de la exactitud del
método.

Tabla A.25 Atenolol. Analisis estadistico de la exactitud del método

Analisis estadistico

N2 de muestras (n) 9
Recuperacion promedio (R) (90-110%) 100,14
Desviacién estandar (S) 0,69
Desvio estandar relativo 0,68

(Maximo 5,0%)

Calculo de “t” de Student
Criterio de aceptacion:
Si texp €5 Mmenor que tabia, NO existe diferencia significativa entre la recuperacién media y el
100% y la exactitud es apropiada.
Resultado:
tabla= 2,306; para 9-1=8 grados de libertad y p=0,05
texp = -1,85
Aptitud del sistema
La prueba se llevd a cabo inyectando cinco replicados de una solucién estandar

conteniendo 0,1056 mg mL-" de ATN.
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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.26

Tabla A.26 Atenolol. Resultados de la aptitud del sistema
Analito Factor de coleo (f)  Platos teéricos (N) DER (%) 2

ATN 1,25 1460 0,15

a Cinco replicados
Selectividad

Se encontrd 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 formulacién y un estandar de Atenolol.
No se observé la presencia de productos de degradacién y los tiempos de retencion para

atenolol en la formulacién y la solucién estandar fueron coincidentes.
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