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INTRODUCCION

En los ultimos anos ha habido un creciente interés por desarrollar tecnologia
para lograr formas farmacéuticas que permitan la liberacion de farmacos en un
plazo mas largo, dentro de estas se encuentran las formas farmacéuticas de
liberacion modificada; especialmente para farmacos que se requiere administrar
en bajas dosis y en terapias prolongadas; ademas de tener como caracteristica
fisicoquimica baja solubilidad en medios acuosos. Ejemplos de aplicaciones de
liberacion modificada son los anticonceptivos, anticancerigenos y antidepresivos
entre otros. Entre las tecnologias mas novedosas se encuentran los parches, los
implantes, microcapsulas, nanocapsulas y las microesferas de liberacion
modificada.

Dentro de los farmacos mas estudiados por su aplicabilidad en sistemas de
liberacion modificada, son las hormonas naturales como la progesterona y
estradiol; ampliamente empleadas, solas como combinadas en anticonceptivos,
promotores del crecimiento y en los ultimos afos en esquemas de terapia de
reemplazo hormonal.

Durante el proceso de fabricacion de microesferas de liberacion modificada
existe la necesidad de verificar la velocidad de liberacion de los farmacos ya que
algun cambio en el proceso de fabricacién podria modificar la velocidad de
liberacion; por tal motivo la forma de evaluar este proceso es realizando perfiles de
disolucion; sin embargo por la forma de liberacion la realizacién de un perfil puede
tardar dias o semanas en obtener resultados; por lo tanto existe la necesidad de
desarrollar un método de disolucion acelerado in vitro para microesferas, que
permita obtener resultados oportunos, confiables, reproducibles, que sirva como
método de control de calidad y que cumpla con los criterios que se especifican en
documentos compéndiales; el presente trabajo tuvo la finalidad de desarrollar un
meétodo de disolucion para caracterizar estradiol y progesterona en microesferas
de liberacion modificada, empleado el aparato IV celdas de flujo continuo que
permitiera la liberacién del 80% de los activos en 24 horas y como consecuencia la
validacion del método de cuantificacidén por cromatografia de liquidos de alta
resolucion para evaluar la cantidad de principio activo disuelto por intervalo de
tiempo en las muestras que provenian del método de disolucion acelerado.



2. MARCO TEORICO
2.1 Conceptos basicos de disolucion.
2.1.1 Disolucioén.

Es una prueba fisicoquimica por la cual un soélido entra en solucion (acto de
disolver). La disolucion puede considerarse como un tipo especifico de cierta
reaccion heterogénea en la cual la transferencia de masa es el resultado de un
efecto neto, entre el paso de moléculas del sdélido hacia la solucién y la
desagregacion de moléculas de las particulas solidas.

La prueba de disolucion farmacopéica es una prueba limite que uUnicamente
evaluan la cantidad de principio activo disuelto en un tiempo determinado y el
criterio de aceptacion, es util para el control de calidad de medicamentos, pero no
proporcionan informacioén de la velocidad ni de la cinética que sigue el farmaco
cuando se disuelve. Dicha prueba determina la cantidad acumulativa del farmaco
que entra en solucién en funcion del tiempo. (1,2y3)

2.1.2 Velocidad de disolucion.

La velocidad con que se disuelve el medicamento en forma intacta “la forma de
dosificaciéon” en fragmentos o particulas. La velocidad de disoluciéon puede
definirse como la cantidad de farmaco que pasa del estado sélido a la solucién por
unidad de tiempo bajo condiciones controladas de interfase liquido sdlido,
temperatura y composicion del medio.

De acuerdo a los factores tanto de liberacion del principio activo y de la disolucion
o solubilizacién en las condiciones fisiologicas; la evaluacion de la velocidad de
disolucion in vitro puede ser una prediccién del comportamiento in vivo, siempre y
cuando el paso limitante sea la disolucion. (1,4y5)

2.1.3 Perfil de disolucion.

Determinacion experimental de la cantidad de farmaco disuelto a diferentes
tiempos, en condiciones experimentales controladas, a partir de la forma
farmacéutica. Un perfil de disolucién considera diversos tiempos de muestreo, lo
que permite establecer la velocidad de disolucién. 2y 5)

2.1.4 Aplicacion de un perfil de disolucion.

Se han utilizado especificaciones y pruebas de disolucion de punto unico para
evaluar los escalamientos de lotes y cambios posteriores a la aprobacion, tales
como aumento en la escala de produccién, cambios en el lugar de fabricacion, en
componentes y composicion; ademas de cambios en equipos y procesos; sin
embargo para cambios mas importantes, se recomienda una comparacion de
perfiles de disolucion realizada bajo condiciones idénticas para el producto antes y



después del (de los) cambio(s). Los perfiles de disolucion pueden considerarse
similares en razon de 1) similitud global de los perfiles y 2) similitud en cada punto
de tiempo de disolucion de la muestra. ()

2.1.5 Especificaciones de acuerdo a NOM y FDA

Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, que establece las pruebas y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable requisitos
que deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las pruebas.

El estudio de disolucion o el estudio de bioequivalencia del medicamento de
prueba se debe realizar con un lote estandar de produccion o bien un lote
escalado, que asegure que no se modifica significativamente la reproducibilidad de
los perfiles de disolucién, cuando lotes subsecuentes del medicamento se
elaboren de acuerdo a la NOM-059-SSA1-1993, y que cuente con un certificado
de aprobacién conforme a la FEUM (Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos) vigente. Cuando en ésta no aparezca la informacion, puede recurrirse
a farmacopeas de otros paises cuyos procedimientos de analisis se realicen
conforme a especificaciones de organismos especializados u otra bibliografia
cientifica reconocida internacionalmente.

Ademas de la comparacion de los perfiles de disolucién, se deben realizar pruebas
de valoracién y uniformidad de dosis expresada como uniformidad de contenido. (2

y 5)

Criterios y requisitos para la evaluacién de los perfiles de disoluciéon en formas
farmacéuticas orales de liberacion inmediata aplicables a liberacion prolongada.

El equipo de disolucion utilizado debe cumplir con las dimensiones vy
especificaciones descritas en el método general de analisis United States
Pharmacopeia/ National Formulary (USP/NF) <<711>>, asi como con la
normatividad aplicable, la verificacion y calificacién del equipo.

Realizar los perfiles de disolucion con 12 unidades, tanto del medicamento de
prueba como del de referencia, en las mismas condiciones.

El método de evaluacién de los perfiles de disolucidén se debe registrar por escrito
antes de realizar el estudio, incluyendo las condiciones experimentales como
medio de disolucion, aparato utilizado, velocidad de agitacion, método de analisis,
tiempo de muestreo, forma de muestreo y formula de calculo.

Para realizar el perfil de disolucion, deben seleccionarse por lo menos cinco
tiempos de muestreo (excepto el tiempo cero) que permita caracterizar
apropiadamente la curva ascendente y la fase de meseta. Durante la realizacion
del perfil de disolucion, los muestreos deben realizarse, dentro de los tiempos
establecidos en el método de evaluacion con una variacion que no afecte los



resultados de la prueba. Utilizar una curva de calibracién de la sustancia de
referencia para calcular por interpolacién la concentracion del farmaco disuelto.

El volumen extraido puede o no reemplazarse. Cuando no se reemplace el
volumen, no se debe extraer mas del 10% del medio de disolucién. En cualquier
caso, para el céalculo del porcentaje disuelto se debe considerar el volumen de la
alicuota y la cantidad extraida en cada muestreo. (2 5, ys)

Evaluacién de los perfiles de disolucion.

El porcentaje disuelto debe calcularse con respecto a la dosis nominal del
farmaco.

Se deben reportar los porcentajes disueltos a cada tiempo de muestreo en cada
unidad de dosificacion contra el tiempo.

Se deben graficar los porcentajes disueltos promedio y los de cada unidad de
dosificacién contra el tiempo.

Si el coeficiente de variacion del porcentaje disuelto es menor o igual que el 20%
para el primer tiempo de muestreo y menor o igual que el 10% para los tiempos
subsecuentes, se compararan los perfiles de disolucién usando el factor de
similitud (f) definido en la siguiente ecuacion:

f=50log {[1 + (1/n) =1 (R¢— P)3 ~°%*100

n= Numero de tiempos de muestreo

R{= Porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de referencia.
P= Porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de prueba.
Un factor de similitud entre 50 y 100 indica perfiles de disolucion similares.

Si el coeficiente de variacion del porcentaje disuelto del medicamento de
referencia es mayor a 20% para el primer tiempo de muestreo y mayor a 10% para
los tiempos subsecuentes; utilizar una prueba estadistica cientificamente
sustentable. o 5)

En casos donde el coeficiente de variacion sea mas del 15% es conveniente un
método modelo independiente multivariado para la comparacion de los perfiles de
disolucion; el cual esta basado en las distancias de Mahalanobis que toma en
cuenta la correlacion existente entre las variables en estudio para determinar la
distancia y la distancia en desviaciones estandar.

Se han descrito varios modelos matematicos analizados bajo modelo dependiente,
para hacer la comparacion de los perfiles de disolucion evaluados antes de los
cambios y posterior a los cambios aprobados. )



Guia de la FDA relacionada con la disolucion.

La FDA (Food and drug Administration) ha desarrollado guias relacionadas con la
disolucion debido a que provee informacidn y recomendaciones sobre la
metodologia de desarrollo, especificaciones del escenario y las aplicaciones
regulatorias de la prueba de disolucién. En adicidén, ésta provee informacién con
respecto a los casos en que un unico punto de prueba de disolucién es adecuado
como una prueba de control de calidad o cuando dos puntos o un perfil de
disolucion es necesario caracterizar en un producto farmacéutico. (7

Especificaciones de las pruebas de disolucion de acuerdo a la FDA:

Las especificaciones de disolucion in vitro generalmente estan basadas en la
fabricacion de lotes clinicos y/o biolotes.

En este apartado, la prueba de disolucion in vitro llega a ser una medicion
predictiva del desempefo in vivo de la formulacién; ademas las especificaciones
de disolucidon pueden ser usadas para minimizar la posibilidad de liberacién de
lotes que puedan ser diferentes con respecto al desempefio in vivo. (2 6y 7)

Especificaciones de disolucidn cuando no existen datos evaluados in vivo para
establecer una correlacion in vitro in vivo.

El intervalo para especificacion en cualquier tiempo de muestreo en una
especificacion es = 10% de desviacion del valor promedio a partir de resultados de
perfiles de disolucién obtenidos de biolotes.

Para ciertos casos donde, desviaciones razonables mayores a 10% del intervalo
pueden ser aceptadas, originan que el intervalo en algun tiempo de muestreo no
exceda el 25% de desviacion. Especificaciones mayores al 25% pueden ser
justificadas basadas en la evidencia de que la medida del perfil de disolucion entre
lotes (lote por lote) por abajo y arriba del limite son bioequivalentes.

Como minimo se usan tres tiempos de muestreo. Estos tiempos de muestreo
pueden cubrir el estado inicial, medio y alto del perfil de disolucion. El ultimo
tiempo de muestreo debe ser el tiempo en el cual al menos el 80% del farmaco se
ha disuelto.

Si la maxima cantidad de farmaco disuelto es menor del 80%, el ultimo tiempo de

muestreo debe ser el tiempo en el cual se ha alcanzado la meseta del perfil de
disolucion. (7

-10-



2.2 Teorias de la disolucién
Modelo de la capa de difusion.

En términos sencillos, el proceso de disolucion ocurre en dos etapas. La primera
etapa consiste en la solucion del sdélido en la interfase y segundo la difusion de
sélido disuelto hacia el seno del medio de disolucién. La primera etapa es muy
rapida y conduce a la formacion de una capa saturada que se puede suponer que
es estacionaria. La segunda etapa: la difusion es mas lenta y por lo tanto es el
paso limitante de la velocidad de disolucién.

Los pasos que limitan la disolucion dentro de los que destacan la primera ley de
Fick del estado de difusiéon que define la cantidad de farmaco que pasa
perpendicularmente por unidad de tiempo a través de una unidad de superficie de
area. La primera ley de Fick considera como condicion la difusion en estado
estacionario; de manera que al cambiar la concentracion del farmaco respecto al
tiempo se puede derivar la ecuacion de la segunda ley de difusién de Fick. La
segunda ley de Fick explica que una unidad de area es atravesada y esta es la
region de longitud dx donde se asume que se extiende desde x hasta x + dx. El
incremento en la concentracion por unidad de tiempo dentro de esta unidad de
area, es el exceso de farmaco difundido desde el interior del medio hasta el
exterior por difusion dividido entre el volumen. (4)

En términos generales Noeyes y Whitney desarrollaron una relacion matematica
basada en la segunda Ley de Fick para describir el fendbmeno de disolucion, el
cual dice que la rapidez con la que un sdélido se disuelve es proporcional a la
diferencia entre la concentracion requerida para la saturacion del medio en que se
esta disolviendo el solido y la concentracion del solido disuelto el cual se describe
como:

= =K(eso) (1)

dc . . . ,
Donde Ees la velocidad de disolucion del farmaco. K es la constante de

disolucién, cs es la concentracion de saturacion o maxima solubilidad, ¢; es la
concentracién en tiempo t y cs-c; es el gradiente de concentracion.

Posteriormente Burnner y Tolloczko modificaron la ecuacidén anterior con objeto de
considerar el area de exposicion del solido o area superficial S. Asi la ecuacion se

transformo en:

dc
— =k1S(cs-cy) ()

En 1904 Nernst propuso la teoria del modelo de pelicula para poder explicar el
mecanismo de la disolucion. Bajo la influencia de fuerzas no reactivas o quimicas
una particula solida sumergida en un liquido es sometida a dos pasos
consecutivos: primer paso, la disolucion, que es casi instantaneo; el segundo la

-11-



difusion, que es mucho mas lento y por lo tanto es el paso limitante de la
velocidad.

Burnner investigo el area de superficie, que afectan el proceso de disolucién para
poder determinar los componentes fundamentales de la constante de
proporcionalidad. Por medio de la primera ley de difusidn de Fick propuesta en la
teoria de la pelicula de Nernst, Burnner amplié la ecuacion (2) para incluir el
coeficiente de absorciéon D, el espesor de la capa de difusién estatica, h y el
volumen del medio de disolucion, v, llegando a

‘Z—‘; =Ky - DS/Vh(Cs-Cy) 3)

La constante de proporcionalidad k, se conoce como la constante de la velocidad
de disolucion intrinseca y es caracteristica de cada compuesto quimico. 4

La definicion de condiciones sink se originaron en un hecho largamente conocido
por los farmacodlogos en cuanto a que la concentracién de un farmaco a ambos
lados de la capa epitelial de la pared intestinal se aproxima al equilibrio en un
breve lapso y que el tracto gastrointestinal actua como un filtro natural; es decir, el
farmaco es absorbido en forma instantanea en el momento en que se disuelve (no
hay saturacién). Por lo tanto en condiciones in vivo no hay desarrollo de una
concentracién y por consiguiente no se produce el efecto retardado del gradiente
de concentracion sobre la disolucion. Para simular las condiciones de no
saturacion in vivo, las pruebas de disolucion in vitro en general se llevan a cabo
por medio del empleo de un gran volumen de medio de disolucion que es repuesto
en forma constante con solvente fresco a una velocidad especifica, de modo que
la concentracion del soluto nunca llega a mas del 10 al 15% de su solubilidad
maxima. Si se mantiene este parametro, se dice que la prueba de disolucion esta
siendo realizada en condiciones de no saturacion.

Esto puede verse en el siguiente tratamiento matematico.

Suponiendo que cs>>c;, de la ecuacién (3) se convierte en

dc DS
— = ko —Cs (4)

Dado que c¢s y D son constantes para cada sustancia quimica especificada,
podrian ser incorporadas en k», y aparecer en ecuacion (5) como k.

dc S
— ks (5)

Si el volumen del medio de disolucion y el area de superficie se mantienen
constantes durante toda la prueba de disolucién, entonces:

ey (6)
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La ecuacidén 6 predice una velocidad de disolucion constante en condicién de
filtracion y representa un proceso cinético de orden cero. Es decir la concentracion
del farmaco aumenta linealmente con el tiempo. También se cree que la ecuacion
6 se aproxima a la condicion in vivo. Para el caso donde la solubilidad de farmacos
es baja, la disolucion de las particulas del farmaco desempefa un papel
fundamental en la determinacion de la biodisponibilidad. Usualmente para cumplir
este supuesto se emplea gran volumen como medio de disolucién o
reemplazamiento del medio de disolucion constantemente con solvente fresco a
una velocidad especifica. (4)

Ley de Hixon y Crowell

En la ecuacion 2 el area de superficie se consideraba constante durante toda la
prueba de disolucién. La velocidad de disolucién intrinseca no podria mantenerse
igual para un cristal en disolucion o un preparado sélido comun, en cuyo caso la
desintegracion completa es una prioridad. Por lo tanto, para desarrollar una
ecuacion de disolucion sobre la base de un area de superficie cambiante. Hixon y
Crowell modificaron la ecuaciéon 2 para representar la velocidad de aparicion del
soluto en la solucién por medio de la multiplicacion de cada lado de la ecuaciéon
por v (volumen) dejando ksv = k

dd—vt"= KS(cs-cy) (7)

Donde W es el peso del soluto en solucion.

También consideraron que S = kw??, donde k es una constante que contiene el
factor de forma y la densidad de la particula y w es el peso de las particulas no

disueltas a tiempo t.
aw

— 3
— = K(kw*®)(cs-c) (8)
Después de tratamientos, matematicos que involucran la ecuacién de la primera
ley de Fick y la integracién bajo la ecuacion de que w es igual a wy, el peso inicial
de la particula a tiempo cero, la ecuacion 9 resulta

woP-w'= K.t (9)
La ecuacion 9 se denomina ley de la raiz cubica de Hixson y Crowell para la
disolucion. (4y8)

Wagner y su modelo de disolucion.
Para determinar la velocidad de disolucién de formas farmacéuticas solidos en
condiciones estandarizadas, deben considerarse varios procesos fisicoquimicos.

Estos incluyen caracteristicas de humidificacién de las formas farmacéuticas
sdlidas, la capacidad de penetracion del medio de disolucién en los preparados, el
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proceso de hinchamiento, la desintegracion y la desagregacion. Wagner propuso
el esquema presentado en la figura 1; para los procesos involucrados en la
disolucion de formas farmacéuticas solidas. 4y 9)

PREPARADOS : . i
5Libos DESINTEGH.&CION= GRANULOS O DES.E.GHEG.E.CION_P'ERTMUL'H‘S

AGREGADOS FINAS
DISOLUCIO DISCLUCION PRINCIR AL BISOLICION
MENOR PRINCIP AL

K
FARMACO IN'YITRO O IN W0

ABSORKION

finvivo

FARMACO EN L& SANGRE ¥ OTROS LIGUIDOS ¥ TEJIDOS.

Figura No. 1: Diagrama esquematico de Wagner que ilustra los procesos involucrados en la
disolucién de formas farmacéuticas solidas.

2.3 Factores que influyen en un perfil de disolucion

Existen diversos factores que influyen en la prueba de disolucién. De manera
general dichos factores se pueden clasificar como sigue:

+ Los factores inherentes al farmaco y/o producto cuya disolucion se

quiere evaluar.
+ Los factores inherentes al medio y a la prueba de disolucién.

Factores inherentes al farmaco y/o producto cuya disolucién se quiere evaluar.
2.3.1 Solubilidad del farmaco.

Tal como indica la ecuacion de Noyes Whitney modificada (ecuacién 1) la

solubilidad acuosa del farmaco es el principal factor que determina la velocidad de

disolucion; ya que cuando la velocidad de disolucion es menor que la velocidad de
absorcion, el proceso de disolucion llega a ser el paso limitante. 4,8 10)
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2.3.2 Tamaio de particula.

De acuerdo a la teoria de Noyes-Whitney la velocidad de disolucidon es
directamente proporcional a la superficie de las particulas que se pone en contacto
con el medio de disolucién e inversamente proporcional al tamafo de dichas
particula. De aqui que la disminucion del tamafno de particula puede incrementar
la velocidad de disolucién mediante un aumento de la superficie de contacto con el
n1edio.(1&

La micronizacion de polvos hidrofébicos pueden originar en algunos casos una
agregacion y flotacion al dispersarse los polvos en el medio de disolucion; de
manera que el incremento en el area superficial de un farmaco no siempre es
garantia de un incremento equivalente en la velocidad de disolucion; ya que hay
farmacos con superficies hidrofébicas, los cuales tienden a adsorber aire en la
superficie e inhibir su humectabilidad. ()

2.3.3 Estado cristalino y forma polimérfica.

Los sdlidos pueden encontrarse como cristal los cuales son atomos, moléculas o
iones que son acomodadas en repetidas unidades de red en tres dimensiones los
cuales tienen puntos de fusion definidos.

Algunos farmacos pueden existir en mas de una forma cristalina y éstos son
llamados polimorfos los cuales tienen diferentes propiedades fisicas incluyendo
diferentes puntos de fusion y solubilidades. Un polimorfo puede cambiar su
sistema cristalino y éste es reversible a diferencia de los amorfos que son
moléculas no acomodadas lo que resulta en materiales no cristalinos que no
tienen puntos de fusion definidos.

Se ha observado que por lo general la forma anhidra del farmaco disuelve mejor
que una forma cristalina hidratada.

Aunque tienen la misma estructura quimica, las diferentes formas polimorficas,
poseen diferentes propiedades fisicas entre ellas la solubilidad y por ende la
velocidad de disolucion.

Muchos farmacos presentan formas polimorficas metaestables, pseudo estables y
que con una alteracion de sus propiedades, se convertira en la forma mas estable.
La solubilidad de una forma metaestable es siempre mayor que la de la forma
estable. Por lo tanto al trabajar con una forma polimérfica metaestable se debe
considerar esta propiedad con objeto de evitar variaciones en la disolucién que
puedan impactar en la reproducibilidad de la prueba.

Los farmacos cristalinos tienden a disolver mas lentamente en agua que la forma

amorfa, debido a que se requiere mayor energia para romper el estado cristalino.
Los corticosteriodes, esteroides y muchos otros farmacos pueden sufrir cambios
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en la estructura cristalina estando en una suspensién o una solucién saturada
(polimorfismo). (11y 12

2.3.4 Cargas electrostaticas de las particulas sélidas.

Existen algunos farmacos que por sus caracteristicas intrinsecas tienden a
generar cargas electrostaticas que provocan la formacion de aglomerados de
particulas que impiden que éstas se comporten como particulas individuales
afectando importantemente el area superficial. En estos casos es necesario utilizar
un agente tensoactivo que permita la disipacién de las cargas y por consecuencia
la individualizacion de las particulas. (1

2.3.5 Forma de disociacion del farmaco.

Como las sales forman electrolitos débiles que son mas solubles en agua que sus
acidos o bases débiles, la disolucion de farmacos y la absorcién ocurre mas
facilmente con la forma salina. En algunos casos, la concentracién contenida en el
medio, como una medida de la fuerza idnica, afecta la velocidad de disolucion de
la forma salina del farmaco. La disminucion del rango iénico resulta en un aumento
en la velocidad de disolucion del farmaco. Es importante notar que la velocidad de
disolucion aumenta conforme incrementa la ionizacion y la absorcion del farmaco
es mas eficiente cuando un farmaco se encuentra en estado no ionizado. (11

Factores inherentes al medio de disolucion y a la prueba.
2.3.6 Humidificacion de las particulas.

La humidificacion de la superficie de formulaciones sdlidas controla el acceso de
liquido hacia la superficie del solido y muchas veces es el factor limitante en el
proceso de disolucion. La velocidad de humidificacion depende directamente de la
tension superficial en la interfase y el angulo de contacto entre la superficie del
sélido y el liquido. (10)

Idealmente la prueba de disolucion debe ser llevada a cabo semejando hasta
donde sea posible las condiciones fisiologicas, buscando que la interpretacion de
los datos de disolucion se hagan en comparacién al desempefio in vivo del
producto. Las condiciones de la prueba deben estar basadas en las caracteristicas
fisicoquimicas de la sustancia farmacéutica y las condiciones del medio a las
cuales la forma de dosificacion es expuesta. (13

2.3.7 Medio de disolucion.
La seleccion del medio de disolucién apropiado para pruebas de disolucion
depende ampliamente de las propiedades fisicoquimicas del farmaco de la forma

farmacéutica; asi como la seleccion del medio mas cercano a las condiciones
fisiologicas, practicas y econémicas.
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Dentro de la amplia gama de posibilidades se encuentran los tensoactivos,
amortiguadores, enzimas e incluso de solventes organicos siempre y cuando sea
justificado.

Una consideracion importante es la concentracion del medio de disoluciéon a
emplear ya que tiene influencia en algunos casos con la estabilidad del farmaco en
el medio de disolucion. (ys)

2.3.8 pH del medio de disolucion.

Una variable importante que afecta la disolucion es la diferencia de pH, ya que el
farmaco debe ser soluble y estable en solucién; lo cual depende del valor de pH.
Cuando se ajusta la composicion del medio para generar las condiciones sink, la
influencia del tensoactivo, valor de pH y amortiguador deben ser evaluados.

La medicion del pH es importante ya que puede variar de un dia a otro y puede
cambiar durante el desarrollo de la prueba dependiendo del principio activo y
excipientes. Las caracteristicas para una formulacion son evaluadas generalmente
sobre el rango de pH fisiologico de 1.2 a 6.8 (1.2 a 7.5 para formulaciones de
liberacion modificada). , 9, 14)

2.3.9 Temperatura del medio de disolucion.

Dado que la solubilidad del farmaco depende de la temperatura, su control durante
el proceso de disolucion es muy importante y debe mantenerse dentro de un
espectro de +0.5°C. En general, para la mayoria de las formas de dosificacion,
siempre se mantiene una temperatura de 37°C durante la determinacién de
disolucion; sin embargo para el caso de parches transdérmicos, unguentos o
pomadas la temperatura de prueba es de 32°C y para supositorios una
temperatura de 38°C. El efecto de las variaciones de la temperatura del medio de
disolucion depende principalmente de las curvas de temperatura / solubilidad del
farmaco y los excipientes en el preparado. Para una molécula disuelta, el
coeficiente de difusion, D, depende de la temperatura T de acuerdo con la
ecuacion de Stokes, ecuacion 10

D=kT/(6mnr) (10)
Donde k es la constante de Boltzmann y 6mnr es la fuerza de Stokes para una
molécula esférica (n es la viscosidad en unidades cps y r es el radio de la
molécula). gy 15)
2.3.10 Agitacion y velocidad de flujo.
La relacion entre la intensidad de la agitacion y la velocidad de disolucion varia en
forma considerable con el tipo de agitacion usado, el grado de flujo laminar o

turbulento en el sistema, la forma y el disefio del agitador, asi como las
propiedades fisicoquimicas del sdlido. Cuando se usa un dispositivo agitador como
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la canasta, una paleta, un filtro giratorio, etcétera, la velocidad de agitacion genera
un flujo que continuamente modifica la interfase liquido-solido entre el disolvente y
el farmaco en una forma similar a la velocidad de flujo en el aparato de disolucién
de celdas de flujo continuo. Los estudios del efecto de la agitacién sobre la
velocidad de reacciones heterogéneas llevaron a la relacién empirica entre la
velocidad de disolucion y la intensidad de agitacion, ecuacion 11

K=a (N)° (11)

Donde N es la velocidad de agitacién, K es la velocidad de disolucién, a y b son
constantes. Si el proceso de disolucion es controlado por difusion, el valor de b
debe ser de 1 o cercano a 1 de acuerdo con la teoria de la pelicula de Nernst-
Brunner, que dice que el espesor de la pelicula es inversamente proporcional a la
velocidad de agitacion. Sin embargo, si el proceso de disoluciéon es controlado
puramente por una reaccién de interfase, la velocidad de agitacion no tendria
ninguna influencia sobre la disolucion y b debe aproximarse a cero.

Otro factor que afecta la correlaciéon entre la agitacion y la velocidad de disolucién
incluye la densidad de la fase sdlida, el tamafo y las caracteristicas del sdlido, el
agitador, el recipiente de disolucién y el calor de la solucion del soluto.

Cuando se emplea el aparato IV celdas de flujo continuo aplicado a polvos, la
velocidad de flujo representa la agitacion hidrodinamica del medio de disolucién en
los polvos. La velocidad de flujo modifica el grado de interfase entre el sélido /
liquido. Por lo tanto el incremento en la velocidad de flujo incrementa la velocidad
de disolucion del polvo. De acuerdo al tamafno de particula y a la forma del polvo,
la velocidad de flujo puede estar entre 5 y 50 mL/min en ese orden logrando la
optimizacion hasta obtener la mejor reproducibilidad.

Existen elementos adicionados en el equipo celdas de flujo continuo que permiten
producir las condiciones de un flujo laminar, tales elementos son las perlas de
vidrio de 1Tmm de diametro con una densidad limite de 1.52g/mL; las cuales se
depositan en la seccion conica de la celda.

El efecto del flujo del medio en la velocidad de disolucion ha sido bien establecido.
Para muestras colocadas en la celda de flujo, la velocidad lineal del medio es
particularmente importante. La velocidad lineal del medio esta relacionada con la
velocidad volumétrica a través del area de la seccion transversal. (g, 16y 17)

2.3.11 Tension superficial del medio de disolucién

Se ha demostrado que la tensién superficial tiene un efecto significativo sobre la
velocidad de disoluciéon de los farmacos y en la velocidad de liberacién de los
preparados solidos. Las sustancias tensoactivas y los agentes humectantes
reducen el angulo de contacto y por lo tanto mejoran el proceso de penetracion en
la particula por el medio de disolucion.
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Existe un incremento significativo en la velocidad de disolucién de farmacos
escasamente solubles cuando se agregaron sustancias tensoactivas al medio de
disolucion, incluso con un nivel por debajo de la concentracion critica micelar,
probablemente por la reduccion de la tension interfacial. (g 16)

2.3.12 Viscosidad del medio de disolucién

En caso de procesos de disolucidon controlados por difusion es de esperar que la
velocidad de disolucién disminuya con el aumento de la viscosidad. Sin embargo,
para el caso de procesos de disolucion controlados a nivel de la interfase la
viscosidad debe tener poco efecto. La viscosidad de suspensiones puede afectar
la disolucion de farmacos ya que el coeficiente de difusion disminuye conforme
incrementa la viscosidad. gy 11)

2.3.13 Deaereacion.

El nivel de oxigeno disuelto y otros gases esta relacionado con la presencia de
burbujas. El aire disuelto puede retrasar la disolucion por la creacion de una
barrera; tanto si se adhiere a la superficie de la particula en proceso de disoluciéon
o en la superficie del area en la cual se introduce la muestra para disolucion
(pared de vaso, cilindro o celda). Por otro lado, las burbujas en la unidad de dosis
pueden incrementar la velocidad de disolucion, o disminuir la velocidad de
disolucion por disminucién de la capacidad de superficie efectiva. EI método de
deaereacién debe ser caracterizado claramente, a partir de los cambios que
pueden impactar la disolucion en la velocidad de liberacion, dicho impacto puede
ser evaluado con una prueba de disolucién empleando el método celdas de flujo
continuo, que puede ser particularmente sensible a la deaereacion del medio. (13

15)
2.3.14 Tiempos de muestreo designados para el perfil.

Para formas de dosificacién de liberacion modificada, un minimo de 3 tiempos de
muestreo son seleccionados para caracterizar el perfil de liberacion del farmaco in
vitro para control de calidad de rutina entre lote y lote en productos aprobados.
Tiempos adicionales de muestreo pueden ser requeridos para el estudio de
formulaciones en desarrollo, evaluaciones biofarmacéuticas y para propésitos de
aprobacién de un medicamento. Un primer tiempo de muestreo, normalmente 1 o
2 horas, se selecciona para explicar que es poca la cantidad que se libera por
dosis. La liberacion en este tiempo de muestreo no debe exceder valores
esperados de acuerdo al mecanismo de liberacion y al perfil de liberacion total
planeado. Un tiempo de muestreo intermedio es elegido para definir el perfil de
liberacion in vitro de la forma de dosificacién y un tiempo de muestreo al final es
designado para explicar esencialmente la liberacion completa del farmaco. (14 15

De acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998, para realizar perfiles de disolucién en
formas farmacéuticas orales de liberacion inmediata, deben seleccionarse por lo
menos cinco tiempos de muestreo (excepto el tiempo cero) que permitan
caracterizar apropiadamente la curva ascendente y la fase de meseta. Unicamente
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dos puntos estaran en la meseta de la curva y los otros tres distribuidos entre la
fase ascendente y de inflexion y los tiempos de muestreo deben estar lo
suficientemente espaciados a lo largo del perfil de disolucion. (o

2.3.15 Seleccion del aparato de disolucion a emplear.
Las caracteristicas principales para la seleccion de un aparato de disolucién son:

1. La fabricacion, dimensiones y posicion de todos los componentes deben ser
precisamente especificados y reproducibles corrida tras corrida.

2. El aparato debe ser de disefio simple, facil de operar y usado bajo una
variedad de condiciones.

3. El aparato debe ser suficientemente sensible para revelar cambios en el
proceso de fabricacién y diferenciar entre formulaciones pero mantener
resultados repetibles bajo las mismas condiciones.

4. El aparato, en la mayoria de los casos debe permitir controlar variables de
intensidad como suave, uniforme, agitacion de liquido no turbulento.

5. Debe mantener casi las condiciones sink perfectas.

6. Debe proveer una introduccion facil de la forma farmacéutica al interior del
medio de disolucién.

7. El aparato debe proveer la minima abrasibn mecanica a la forma
farmacéutica durante su empleo.

La seleccion del aparato de disolucion debe ser considerada durante el desarrollo
del método de disolucién; ya que esto puede modificar los resultados y la duracion
de la prueba. El tipo y forma de dosificacion que se esta investigando debe
considerarse en primera instancia para la seleccion del aparato. (g y 15)

2.4 Equipos empleados para pruebas de disolucion.

La USP 30 NF25 reorganiza especificamente siete aparatos de disolucién, donde
describe estos y en algunos casos modificaciones pertinentes. La USP incluye
aparato 1 (canastillas), aparato 2 (paletas), aparato 3 (cilindro reciprocante), 4
(celdas de flujo continuo), 5 (paletas sobre disco), 6 (método de cilindro), 7 (disco
reciprocante). En la tabla No. 1 se describen los aparatos empleados de acuerdo
al metodo de liberacion de la forma farmacéutica. (15
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Tabla No. 1. Aparatos recomendados basados en la forma farmacéutica.

FORMA FARMACEUTICA.

METODO DE LIBERACION.

Formas de dosificacion de liberacioén oral
(forma convencional).

Suspension oral.
Tabletas de desintegracion oral.

Tabletas masticables.

Parches transdérmicos.

Topicos semisolidos.

Supositorios.

Goma masticable.

Polvos y granulados.

Formulacion de microparticulas.

Implantes.

Canastillas, paletas, cilindro reciprocante y celdas
de flujo continuo.

Paletas.
Paletas.

Canastillas, paletas, cilindro reciprocante con
perlas de vidrio.

Paletas sobre disco.
Sistema de difusion con celdas de Franz.
Paletas, canastilla modificada o camara dual en
celdas de flujo continuo.

Aparatos especiales [Farmacopea Europea (Ph.
Eur)]

Celda de flujo continuo (para muestra de polvos /
granulados en celda).

Celdas de flujo continuo modificadas.

Celdas de flujo continuo modificadas.

2.4.1 Cuadro comparativo de las ventajas, desventajas y condiciones de uso de

los equipos de disolucion.

TABLA No. 2. Comparacion de los equipos de disolucion descritos en la USP.

VENTAJAS Y
APARATO DESVENTAJAS CONDICIONES DE USO uUso
1) Seis vasos cilindricos con
tapa de vidrio o de otro
material inerte y transparente Cépsulas
Es el aparato mas | y cada vaso consta de, 2) un supositori’os
ampliamente  usado, esta | eje transmisor debe ser de tabletas que tienez
estandarizagﬁo, utiliza 'volumen acero inoxidable tipo 316 y baja densidad y
1 (CANASTILLAS) de ~medlo . relativamente | girar suavemente Sin | tienden a flotar en
pequefio y el tipo de muestreo | bamboleo, 3) un regulador de ol medio de
puede ser con o sin reemplazo. | velocidad de rotacion y 4) una disolucion o
No es util para evaluar polvos. | canastila.  Mantener una di
. isolver muy
A1) temperatura del medio de lentamente
disolucién a 37+ 0.5°C. 50 a (19)
100 revoluciones por
minuto.1s)
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APARATO

VENTAJAS Y
DESVENTAJAS

CONDICIONES DE USO

uso

2 (PALETAS)

Es ampliamente usado. Es
sencillo de usar, robusto y
estandarizado. Pueden utilizar
sinkers los cuales permiten que
la muestra no flote. No aplica
para parches transdérmicos y
polvos. El bamboleo del eje y
la deformidad de las paletas
pueden originar resultados
erroneos durante el desarrollo
de la prueba. (15

Consta de seis unidades de
prueba, donde cada una esta
constituida por: 1) un vaso
cilindrico con tapa, 2) un eje
transmisor, 3) un regulador de
velocidad de rotacion y 4) una
hélice. La paleta y el eje son
de Teflon u otro material. La
velocidad de trabajo va de
alrededor de 50 rpm a 75 rpm
para tabletas y 25 rpm para
suspensiones. (s

Capsulas, tabletas
no recubiertas y
recubiertas, asi
como en grageas.
(15)

3 (CILINDRO
RECIPROCANTE
U OSCILANTE)

Basado en la pruebas de
desintegracion. Usado en
casos donde uno o mas
cambios de pH / amortiguador
se requieren durante el
desarrollo de la prueba.

Simula los cambios en cuanto
a las condiciones
fisicoquimicas y fuerzas
mecanicas experimentadas por
los productos farmacéuticos en

la boca o0 en (ciertas
localizaciones del tracto
gastrointestinal, tal como el

piloro.(sy 15)

Compuesto por siete
columnas de seis filas, cada
fila consiste de un equipo
cilindrico, un fondo liso de
vidrio dentro de un vaso, un
equipo reciprocante dentro del
cilindro de material apropiado
de acero inoxidable. Las
mallas son hechas de material
compatible que se ajusta a la
parte superior e inferior del
cilindro reciprocante. La
operacion implica la agitacion
del tubo interior dentro del
tubo exterior medido en
hundimientos por minuto. (s y
15)

Productos de
disolucion de
liberacion inmediata
o farmacos poco
solubles, formas de
dosificacion de
liberacion sostenida
con cubierta
entérica y en
tabletas
masticables. )

El suministro de medio de
disolucion en sistema abierto
para la disolucién de farmacos

poco solubles y en sistema | Consiste de un reservorio y de | Tabletas, tabletas
cerrado dependiendo de las | una bomba para el medio de | con cubierta
caracteristicas de solubilidad y | disolucién, una celda de flujo | entérica,
saturacion del farmaco. | constante, un bafio de agua | supositorios,
4 (CELDAS DE Mantener las condiciones sink. | que mantiene el medio de | capsulas de
FLUJO Ajustar la velocidad de flujo, | disolucién a 37+ 0.5°C. Ver | gelatina blanda,
CONTINUO) realizar cambios rapidos de pH | figuras de la No. 2 a la No. 6 | semisdlidos, polvos,
durante la prueba, las celdas | correspondientes al equipo de | granulos e
pueden contener muestras | disolucion comercial del | implantes,
diferentes y la simulaciéon de | aparato 4 celdas de flujo | microesferas y
condiciones fisiolégicas. La | continuo. (1 liposomas. (19
farmacopea  Japonesa no
aprueba este equipo para la
prueba de disolucion. s, 15 y20
. Parches
Un vaso y paletas ademas de .
) s transdérmicos y
. . un disco de acero inoxidable e
Facilidad de empleo debido a . . una modificacién es
R designado para sumergir el .
su similaridad con el aparato 2 | _. llamada sandwich
5 (PALETAS . sistema de prueba en el fondo X
de la USP. La desventaja es su . . el cual consiste en
SOBRE DISCO) L o del vaso. La distancia entre la o
limitada aplicacién para otras . malla de vidrio
e paleta y el discoesde 25 +2 | .~
formas farmacéuticas. 21 v22) mm visible-parche-malla
(@1y22) de polytef. (15
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VENTAJAS Y

APARATO DESVENTAJAS CONDICIONES DE USO uUso
Emplea el vaso aplicado para
el aparato 1 de la USP,
Adaptarse a un tamano | excepto que reemplaza la
necesario del parche | canastilla y el eje por un
transdérmico. Limitada | elemento agitador cilindrico de
6 (METODO aplicacion para las diversas | acero inoxidable que
formas farmacéuticas, ademas | mantener la temperatura a 32 Parches
SOBRE . ! o -
de que no esta validado su | £ 0.5°C durante el transcurso | transdérmicos. (1)
CILINDRO) : e .
método para calificaciéon del | de la prueba. La dosis de
equipo; aun cuando, se basa | prueba es colocada en el
en el aparato 1 de disolucién. | cilindro para cada prueba y la
@1y22) distancia entre el fondo del
vaso y el cilindro es de 25 +
2mm. (21y22)
Un adaptacién volumétrica
calibrada que contiene una
solucion de concentracion
conocida hecha de vidrio u
otro material inerte con el cual
. pueda ser sustituido; consta
La ventaja del empleo del
. . O de un motor y del armado para
equipo es su amplia aplicacion. ) .
- ) el sistema reciprocante
No tiene tabletas calibradoras .
; ) vertical y para evaluar el Tabletas
que garantice su empleo; porlo | _. : )
PR sistema en forma horizontal recubiertas,
tanto para la calificacion del . .
~ . para una fila diferente de parches
desempefio se debe seguir una S A
7 (DISCO serie de datos que cubran las | Y2508 disefiados transdérmicos y
RECIPROCANTE necesidades aqra la cual se automaticamente y la una aplicacion
O SOPORTE DE P adaptacion de  muestras especial en la

OSCILACION
VERTICAL)

emplea dicho equipo que sirve
para determinar los parametros
criticos en los cuales se puede
incluir la velocidad de
inmersion en el bafio y control
de volumen. (21y22)

dispensadas en hundidores.
Cada muestra se inserta y
sumerge en forma vertical con

agitacion reciprocante
(oscilante) de manera que
cada sistema sea

continuamente inmerso en
una cantidad exacta de medio.
La frecuencia es la forma de
medir la oscilaciéon y es de 30
ciclos por minuto con una
amplitud de alrededor de 2
cM. (21y22)

bomba osmética
aplicado a tabletas
de liberacion
extendida. (21y22)

2.4.2. Componentes del aparato celdas de flujo continuo.

BOMBA

La funcién de la bomba es impulsar el medio de disolucion del reservorio para que
fluya a través de la celda. Aun cuando las bombas comerciales tienen un intervalo
de operacion de entre 240 y 960 mL por hora, las condiciones de flujo mas usadas
son entre 4,8 y 16 mL/ minuto, en donde el flujo es constante e independiente de
la resistencia en el filtro observado; el perfil del flujo es sinoidal con una duracion
de 120 + 10 pulsos por minuto. (1g)
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Figura No. 2: Equipo de disolucién comercial que sigue el principio del aparato 4 de la USP.
CELDA

La celda de flujo continuo es la parte del aparato donde se lleva a cabo la
disolucion. Es aqui en donde las particulas soélidas estan en contacto permanente
con el medio de disolucion. La temperatura del medio dentro de la celda debe ser
lo mas cercano a 37% 0.5°C, esta constituida de material transparente e inerte, es
montada verticalmente con un sistema de filtro que previene el escape de
particulas no disueltas en la superficie de la celda; el diametro de las celdas
estandar es de 12 y 22.6 mm; el fondo del cono normalmente es llenado con
pequefas perlas de vidrio de alrededor de 1 mm de diametro con una perla
adicional de alrededor de 5 mm de diametro posicionada en el apéndice para
proteger la entrada de flujo al tubo; un adaptador para tableta es proporcionado
para posicionar de manera especial la forma farmacéutica (ver figura No. 5). La
celda es inmersa en un bafio de agua y la temperatura se mantiene a 37 £ 0.5°C.
El armado de celda se esquematiza en las figuras No. 3 y 4.

El aparato usa un mecanismo de cierre con dos anillos tipo o, para la fijacién y
ensamblado de las celdas. La bomba esta separada de la unidad de disolucion en
orden para evitar las vibraciones originadas por la bomba. La posicion de la
bomba no debe estar en un nivel mas alto que el matraz reservorio de medio. Los
tubos conectores deben ser lo mas corto posibles, asi como tubos de polytef con
un diametro interno de 1.6 mm, quimicamente inerte incluyendo las conexiones
finales. (18)
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Figura No. 3. Ejemplo del armado de una celda para polvos de aparato IV de USP.»
USO.

Las celdas de flujo continuo, pueden emplearse como un sistema abierto o un
sistema cerrado dependiendo de las caracteristicas de solubilidad y saturacién del
farmaco, como se ilustra en la figura No. 5y es aplicable para determinacion de la
velocidad de disolucion de tabletas, tabletas con cubierta entérica, supositorios,
capsulas de gelatina blanda, semisdlidos, polvos, granulos e implantes,
microesferas y liposomas (ver figura No. 6). (19)

FILTRO
—
MALLA (o)
0-:NG @
INEERTO o~
MALLA
PERLAS DE SI8D
VIDRIO -
cr/o
PERLA
DE 5 mm &

Figura No. 4. Esquematizacion del armado de la celda para polvos en aparato IV de USP. (5,
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b)

Sistema fresco l

4 g
l  Celda de
Colector flujo
Espectrofotometro L
Celda de flujo con celdas < Medio fresco
>« intercambiables O ..............
Agitacion Bomba 1 :
magnética de pistones i

Bomba de pistones

FIGURA No. 5: Empleo del sistema cerrado (a) y el sistema abierto (b). 1)

Celda de 12 mm
para tabletas para tabletas y granulados

Celda para polvos

FIGURA No. 6: Representacion de los tipos de celdas empleadas en el aparato 4 de la USP. (3

VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LAS CELDAS DE FLUJO CONTINUO.

Emplean una cantidad muy pequefa de volumen en la celda, donde la muestra en
solucion es sometida a un suministro continuo de medio de disolucion. El flujo del
medio de disolucion pasa a través de la celda desde el fondo hasta el borde de la
celda. El movimiento especial con pulsaciones generadas por la bomba de
pistones obvia la necesidad de una agitacion posterior o elementos de agitacion.
Una filtracién posterior en la parte superior de la celda retiene todo el material no
disuelto y provee una solucién clara que subsecuentemente es analizada
cuantitativamente para determinar la cantidad de material disuelto.

Adicionalmente un sistema cerrado emplea un volumen constante y limitado de
medio para disolucién; el sistema de flujo a través de la celda es usualmente
operado con un sistema abierto en el cual nuevo medio de disolucion es
continuamente suministrado dentro del sistema. La designacion experimental de
un sistema cerrado resulta en un perfil de disolucion acumulativo. Con el sistema
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abierto, todo el farmaco disuelto es instantdneamente cambiado a través del flujo
del medio de disolucion. Los resultados son generados como velocidades de
disolucion; es decir la fraccion disuelta por unidad de tiempo. Los resultados
obtenidos de pruebas en sistemas con celdas de flujo continuo también necesitan
ser transformados para poder ser presentados como un perfil de disolucion donde
se evalua la cantidad disuelta acumulada.

Otra de las grandes ventajas del empleo de dicho aparato es que mediante este
aparato se pueden mantener las condiciones sink y la muestra se mantiene
constantemente en disolvente fresco.

Ventajas adicionales son el uso de dispositivos para mantener la temperatura
controlada, la posicion de la muestra dentro de la celda, la posibilidad de ajustar
la velocidad de flujo, realizar cambios rapidos de pH durante la prueba, las celdas
pueden contener muestras diferentes y la simulacion de condiciones fisiologicas.

Una de las desventajas del equipo es que en un sistema abierto se emplea un
volumen ilimitado de medio el cual puede ser costoso; ademas de que no hay un
método de calibracion validado. (15 20)

2.4.2.1 Calificacion del desempeno del equipo
PREVALIDACION DEL EQUIPO.

Idealmente el proceso puede ser iniciado antes de que el equipo sea ordenado,
con sucesivas actividades previas a la validacion. Inicialmente el vendedor
desempefia todas las evaluaciones.

Los requerimientos funcionales son la clave de la validacion en un nuevo sistema
0 equipo.

A continuacion se mencionan algunos requerimientos y especificaciones para el
aparato 4 de disolucion.

e La bomba debe ser capaz de ajustar el flujo (tipicamente velocidades de
flujo de 4, 8 0 16 mL/min).

e El tubo con el cual se suministra el medio de disolucién desde la bomba
hasta la celda, debe ser hecha de polyteflon con un diametro interno de
1.6-mm.

e Las celdas pueden contener en el interior un holder (sujetador) de manera
que se pueda sumergir en bafios de agua que se mantiene a 37 + 0.5°C

PRUEBAS DE CALIFICACION.
Los requerimientos funcionales son asentados a través de la prueba de

calificacion. Se incluyen varias pruebas tales como: Calificacion de la instalaciéon
(1Q), Calificacion de operacion (OQ), Calificacion del desempefo (PQ) y pruebas
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tales como son seguridad, almacenamiento e integridad de los datos; asi como la
una rastreabilidad auditable. 1)

2.5 Seleccion del medio de disolucion.

Para algunos compuestos poco solubles, la adecuada disolucién no puede ser
obtenida con soluciones acuosas con valores de pH fisiolégicos. Para estos
compuestos, una solucién acuosa que contenga un surfactante puede ser usado
para garantizar la solubilidad del farmaco. Comunmente se aceptan tensoactivos
iénicos o no ionicos. En general, los detergentes no idnicos (Ej. Tween) son
considerados mas relevantes biologicamente, y estos son a menudo los primeros
cambios cuando se considera la adicion de surfactantes. (3

El tipo de surfactante o la concentracion empleada puede ser justificado por
perfiles de disolucion en diferentes condiciones. Un tensoactivo puede ser usado
como un agente humectante o hasta alcanzar la concentracion critica micelar
(CMC) para solubilizar a la sustancia farmacéutica. Generalmente un incremento
gradual en el porcentaje de la cantidad de surfactante (0.1%, 0.25%, 0.5%,
0.75%,1% y 2%) son evaluados. (23 y 24

Un tensoactivo disminuye la tension interfacial entre el solvente y el sélido en su
superficie incrementando la superficie de contacto. Cuando se presentan en un
medio liquido a bajas concentraciones los amfofilicos tienen una molécula o ion
con cierta afinidad tanto por solventes polares como no polares que se encuentran
de manera separada.

Conforme la concentracion del tensoactivo en solucién incrementa, ocurre una
agregacion sobre un estrecho rango de concentracion. Las micelas son una
agregacion que puede contener 50 o mas mondémeros, los agregados llamados
micelas; son pequenos agregados esféricos de moléculas del agente tensoactivo.

La concentracion a la cual las primeras micelas se forman en solucion es llamada
concentracion critica micelar.

El HLB (balance hidrofilico —lipofilico) es una aproximacién asignada con un
numero que indica el balance lipofilico-hidrofilico para cada surfactante. Un
incremento en lo largo de la cadena polioxietileno incrementa la polaridad y por lo
tanto, el valor de HLB (ver tabla No. 3); una cadena larga polar constante, un
incremento en lo largo de la cadena alquilica, o el numero de acidos grasos,
disminuyen la polaridad y por lo tanto también el valor de HLB. (1o, 16)

TABLA No. 3. Valores de HLB de tensoactivos para indicar si son hidrofilicos o lipofilicos.

CARACTER VALOR
Hidrofilico 10-18
Lipofilico 0-9

-28-



Factores que afectan la CMC para tensoactivos no iénicos

a) Dependencia del grupo hidrofébico

b) Para surfactantes no i6nicos del tipo oligo (6xido de etileno) un incremento
en el numero de grupos oxido de etileno a lo largo de la cadena alquilica
resulta en un incremento de la CMC.

c) Efecto del pH en la CMC

d) Efecto de los electrolitos en la CMC

e) Efecto de temperatura. (25 26y 27)

Los agentes tensoactivos se clasifican en 4 grupos de acuerdo con sus
propiedades fisicoquimicas:

1. Anionicos

2. Cationicos

3. No iodnicos

4. Anfoteros. (16y 25

De acuerdo a su empleo se pueden usar en diversas concentraciones
dependiendo si se requiere como agente emulsificante, agente solubilizante o
agente tensoactivo. (16)

2.5.1 Caracteristicas de Tween 60

POLISORBATO 60

NOMBRES COMERCIALES: Polisorbato 60, Polysorbatum 60, Cremophor PS 60;
polyoxyetilen 20 estearato; sorbitan monooctadecanoato poli (oxi-1,2-etanedil)
derivados.

Es un Polisorbato éster de acido graso de sorbitan polioxietileno que son una serie
de ésteres parciales de acidos grasos de sorbitol y este anhidrido copolimerizado
con aproximadamente 20 moles de oxido de etileno por cada mol de sorbitol.

Las 20 unidades de 6xido de etileno son las que le dan el caracter de surfactante
no ionico hidrofilico. Son usados como agente tensoactivo en formulacion de
suspensiones parenterales.

NOMBRE QUIMICO: Polioxietilen 20 sorbitan monoestearato.

FORMULA: CgsH126026

PM: 1312 g/mol

ORGANOLEPTICAS: Liquido oleaginoso o semigelatinoso a 25°C de color limén o
anaranjado, con un tenue olor caracteristico.
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SOLUBILIDAD:

Soluble en etanol

Soluble en agua

Insoluble en aceite vegetal
Insoluble en aceite mineral

CONTENIDO DE:

Acidos 2.0%

Hidréxidos 81-96%

Valor de saponificacion 45-55

Valor HLB 14.9

Tension superficial a 20°C 42.5mN/m

INCOMPATIBILIDAD:

Puede ocurrir decoloracién y/o precipitacion con varias sustancias, especialmente
con fenoles, taninos y derivados de alquitran.

La actividad antimicrobiana de conservadores parabenos es reducida en presencia
de polisorbatos.

SEGURIDAD:
Han sido asociados con serios efectos adversos, incluyendo algunas muertes, en
infantes con bajo peso por administracion intravenosa en preparados que
contenian vitamina E y una mezcla de polisorbato 20 y 80. Cuando se calienta
para descomposicion emite humo caustico el cual es irritante.
Ingesta max. 25mg/Kg. de peso en hombres.
Moderadamente toxico por via I.V.
Experimentalmente tumorigeno, efecto en la reproduccion. (s 30

2.6 Caracteristicas fisicoquimicas de estradiol y progesterona

2.6.1 Caracteristicas fisicoquimicas del estradiol

Nombre genérico: 17-B-Estradiol

Nombre quimico: Estra-1,3,5-(10)-trien-3,17-diol,(17-B)
Estra-1, 3,5-(10)-trien-3,17-B-diol

Formula condensada: C1gH240-
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OH

Figura No. 7. Férmula desarrollada del 17-B-Estradiol

Peso molecular: 273.37 g/mol

Descripcion: Polvo cristalino blanco, translucido, practicamente inodoro o cremoso
inodoro e insipido.

Punto de ebullicién: 176°C.

Solubilidad: Casi insoluble en agua (mas de 10000 partes de agua para 1 parte de
soluto). Libremente soluble en alcohol, soluble en acetona, dioxano y otros
solventes organicos. Escasamente soluble en aceites vegetales.

Solubilidad en agua 5ug/cm?.

La forma amorfa del 17-B—estradiol sufre transformaciones entre si al ser
sometidas a calentamiento y/o agitacién mecanica.

Una propiedad importante es la tendencia a adquirir la forma hemihidratada
(Forma a). Se obtiene a partir de soluciones acuosas; acetato de etilo, cloroformo,
etanol absoluto y otros disolventes organicos.

Espectro infrarrojo: 821, 1054, 1227, 1245, 1276 y 1493 cm™

U.V.: 17-B-estradiol metanol-agua 2% A (v/v)

Max. 221 nm (Aqg, '°™ =75) y un umbral a 281 nm. El espectro sufre un efecto
batocromico con el aumento de pH (el punto isosbéstico ocurre a 285.6nm).

Uso y contraindicaciones.
Nauseas, en dosis elevadas anorexia, vomitos y diarrea leve. Congestion
mamaria, hiperplasia endometrial y la hemorragia. Riesgo de cancer endometrial

en mujeres posmenopausicas.

El estradiol se absorbe por piel y por mucosas del tracto gastrointestinal. (10 31y 32)
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2.6.2 Caracteristicas fisicoquimicas de progesterona.
Nombre quimico:

Pregn-4-en-3,20-diona.

A*- pregneno -3, 20- diona.
Corlutina.

Férmula condensada: Co1H300,

Figura No. 8. Férmula desarrollada de progesterona
Peso molecular: 314.45 g/mol
Descripcion: Polvo cristalino de color blanco o ligeramente amarillento.

Solubilidad: Es casi insoluble en agua (mas de 10000 partes de agua para 1 parte
de soluto), soluble en alcohol, soluble en acetona, dioxano y acido sulfurico
concentrado.

Solubilidad en agua 9 ug/cm?®.

La progesterona tiene dos formas cristalinas o y p que a altas temperaturas sufre
transformacion unilateral de 3 a o espontanea. La forma 3 es termodinamicamente
inestable.

Espectro infrarrojo: Picos en 1662, 1614, 1700.872,1209 y1232 cm™ en medio de
dispersion bromuro de potasio.

U.V.: Disuelta en alcohol sufre un max.: 240nm A4y, '™ 540

Toxicidad: En dosis elevadas produce analgésia ligera y anestesia general.

No administrarse de forma oral porque sufre biotransformacion inactivacion por el
metabolismo del efecto de primer paso en higado (hidroxilacion conjugacion). Es
bien absorbida por via rectal, vaginal e intramuscular.

Efectos adversos: Hemorragia menstrual anormal, (sangrado intermenstrual,
cambio en la cantidad de flujo o amenorrea). Nauseas, vomito y somnolencia con
la administracion de progesterona por poco tiempo. Puede presentar edema,
aumento de peso y malestar en pecho. (10,31y32)
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2.6.3 Uso terapéutico de esteroides.

El uso de estradiol y progesterona esta indicado terapéuticamente para trastornos
del ciclo menstrual. 33

También se emplean para el caso de terapias de reemplazo hormonal y terapia de
reemplazo estrogeénica. (34)

El uso de estradiol esta indicado para el tratamiento de los sintomas asociados a
bajos niveles séricos de estrégenos y en particular de estradiol, ya sea por la
suspensién de la produccion y secrecion de estrégenos debido a la menopausia, o
por extirpacion quirurgica de los ovarios. (35)

Existen diversas presentaciones en las cuales los esteroides pueden dosificarse
como comprimidos via vaginal, en forma esferoidal en implantes subcutaneos y en
suspensiones inyectables. (33y 36)

2.7 Formas farmacéuticas de liberacion modificada.

Las formas de dosificacion con liberacion modificada es una forma farmacéutica
que permite una reduccién en la frecuencia de dosis comparado con la forma de
dosificacion convencional. (7

2.7.1 Microesfera.

Es un sdlido no poroso de estructura esférica con diametro de entre 5y 300
um, que contiene en su interior como minimo una sustancia activa en su
estructura. (36, 37 y 38)

2.7.2 Preparados inyectables.

Son soluciones, suspensiones o emulsiones estériles, que contienen uno 0 mas
farmacos, preparados por disolucién o suspension del principio activo y otros
aditivos en agua para inyeccidn o en un liquido no acuoso o en una mezcla de
liquidos miscibles entre si, envasados en recipientes adecuados, que se destinan
para introducirse al organismo parenteralmente, por diferentes vias. (s

2.8 Cuantificacion del método de disolucion.

Todo método de disolucion debe contar con un método de analitico ya que al
realizar pruebas de perfiles de disolucién, se producen muestras las cuales
requieren ser cuantificadas en un rango de concentraciones; ademas de que se
debe demostrar que no existen interferencias provocadas por la presencia de otras
sustancias tales como excipientes. (s
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Un método analitico se define como la descripcidén de la secuencia de actividades,
recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el
analisis de un componente especifico de la muestra. Un analito se define como un
componente especifico de una muestra a medir en un analisis; por lo que un
método analitico mide un componente especifico (analito) en una muestra y como
en todo proceso de medicion, éste debe ser confiable para ser utilizado con un
proposito definido. La validacién de métodos analiticos es el proceso por el cual se
demuestra, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los
requisitos para la aplicacion analitica deseada; es decir cumple con el objetivo
para el que fue disefiado. (39 40)

De manera que al realizar un método analitico debe contarse con la evidencia de
que el procedimiento que se realiza para el método analitico funciona para los
fines previamente establecidos. (s)

Los parametros de validacion para la cuantificacion debe demostrase en funcién
de la aplicacion analitica por lo tanto los parametros generalmente validados son
que el sistema sea adecuado, lineal y preciso; ademas de que el método sea
lineal, preciso, exacto, especifico reproducible, repetible, estable y robusto. 41)

2.9 Métodos estadisticos para establecer la comparacion de los
perfiles de disolucion.

El analisis de los resultados de disolucion se evalua de acuerdo a los datos
obtenidos durante el desarrollo, ya que va a depender del numero de
observaciones evaluadas, la variacion que hay entre cada observacion, el
porcentaje disuelto minimo y los intervalos de tiempo evaluados; para poder
emplear el método que mejor se ajuste. De entre la variedad de métodos
empleados esta: el Factor de similitud f,, analisis multivariado, analisis de
varianza, analisis de covarianza, series de tiempo y rangos de Wilcoxon. (2, 43, 44 y

45)

3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En la actualidad las formas farmacéuticas solidas que se reconstituyen para
formar una suspensién de aplicacion parenteral requieren cumplir con
especificaciones como control de calidad, dentro de las cuales una prueba
importante durante el proceso de fabricacion es la disolucion; la prueba de
disolucion permite tener evidencia del comportamiento de la liberacién in vitro de
los activos; ya que cambios en el proceso de fabricacion o en el mezclado de los
activos involucrados, pueden aumentar o disminuir la liberacion del farmaco (s).
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Dentro de las formas farmacéuticas sdlidas evaluadas en su disolucién se tienen
los sistemas de liberacion modificada y dentro de los activos que utilizan mas
estos sistemas estan las hormonas naturales como progesterona y estradiol; los
cuales son empleados ampliamente, solos o combinados en anticonceptivos,
promotores del crecimiento y en los ultimos afos en esquemas de terapia de
reemplazo hormonal.

Hoy en dia en CAFET se ha desarrollado una metodologia para evaluar el perfil de
disolucion a microesferas de estradiol y progesterona que se presentan como
mezcla de los activos y de forma individual, sin embargo esta metodologia tarda
aproximadamente de 7 a 10 dias en caracterizar el 80% de farmaco disuelto
(método largo de disolucién) por lo cual se presentdé la necesidad de evaluar el
perfil de disolucion en menor tiempo para obtener resultados confiables y
reproducibles con fines de control de calidad (método rapido o acelerado). Por lo
cual el objetivo de este trabajo requiere de disefiar un perfil de disolucién que
permita caracterizar y acelerar el perfil de disolucion; asi como discriminar entre
lotes de microesferas de estradiol: colesterol, microesferas de estradiol:
colesterol+progesterona y progesterona empleando el aparato IV celdas de flujo
continuo.

Se requiere que el método desarrollado sea de bajo costo, sencillo con una
obtencion de resultados rapidos y que ademas cuente con un método analitico lo
suficientemente robusto, especifico y que sirva para el propésito disefiado.
4. OBJETIVOS
4.1 Objetivo general:
= Obtener un método de disolucién que permita evaluar de manera rapida la
disolucion de dos hormonas solas 0 en combinacién para caracterizar el 80%
disuelto de los activos y de esta manera emplearlo con fines de control de calidad.
4.2. Objetivos particulares:
» Disefiar y desarrollar un método de disolucion acelerado empleando el equipo
IV de disolucién de la USP para microesferas de estradiol y progesterona como

activos independientes o combinados.

= |dentificar en el desarrollo del método de disolucion las variables que influyen
en la disolucién de la forma farmacéutica de microesferas.

= Con el método de disolucién desarrollado lograr caracterizar el 80% de
farmaco disuelto en 24 horas.

= Reducir el tiempo de realizacién de un perfil de disolucién.
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» Emplear un método de cuantificacion validado, para evaluar las muestras
provenientes de perfiles de disolucion.

5. HIPOTESIS

Al desarrollar un perfil de disolucién acelerado que sea repetible, reproducible,
robusto y capaz de discriminar entre diferentes lotes aplicado a microesferas de
estradiol y progesterona, se podra minimizar el tiempo de andlisis, costo y el
impacto ecoldgico.

6. METODOLOGIA

Ver la figura No. 9 donde se observa el diagrama esquematico de la
estratégia de trabajo.

EXPERIMENTALES

]!

[ CAPACITACION ]

[ PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, REVISION BIBLIOGRAFICA Y ANTECEDENTES ]

RECURSOS CON LOS QUE SE | | >{ PLAN DE TRABAJO ]
CUENTA'Y SE REQUIERE
~N

[ SELECCION DEL MATERIAL A EVALUAR ]

~_—~

SELECCION DEL MEDIO DE DISOLUCION Y CONCENTRACION; VELOCIDAD DE FLUJO Y
ADAPTACION DEL METODO DE CUANTIFICACION

s N

v

DISENO DE LA PRUEBA: TIEMPOS DE MUESTREO, CAPACIDAD DISCRIMINATIVA,
CANTIDAD DE MUESTRA A EVALUAR Y ARMADO DE LA CELDA.

~_~
[ VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION ]

~_~
[ ANALISIS DE RESULTADOS ]

JL

[ CONCLUSIONES ]

Figura No. 9: Diagrama esquematico de la estrategia que se siguié.
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7. DESARROLLO EXPERIMENTAL

De acuerdo con la necesidad de aplicacion y los antecedentes de un método de
disolucion largo para microesferas de estradiol y progesterona que emplea Tween
80 como medio de disolucion a una concentracion de 0.3% p/v utilizando el
aparato IV de la USP a un flujo de 16mL/min, se requirié desarrollar el método de
disolucion acelerado empleando el aparato IV de la USP, para fines de control de
calidad en el proceso de fabricacion de microesferas de liberacion modificada para
estradiol, progesterona y la combinacién de ambos activos.

El método debe ser util para acelerar el perfil de disolucién de microesferas de
estradiol y progesterona solos o en combinacién de los dos activos y que obtenga
resultados similares con un perfil largo de los mismos activos; ademas de que
sirva para evaluar algun cambio en el proceso de fabricacion.

Los criterios regulatorios y legales, tanto nacionales como internacionales que se
utilizaron en el desarrollo del método son:

» Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998

» Norma Oficial Mexicana NOM-059-SSA-1993

» FDA, Agosto 1997 Guidance for Industry: Dissolution testing of immediate
release oral dosage forms.

» FDA, Septiembre 1997 Guidance for Industry Extended Release Oral
Dosage Forms: Development, Evaluation, and Application on In Vitro/ In
Vivo Correlations

» USP. <1092> The dissolution procedure: development and validation.
Pharmacopeial Forum. Jan-Feb 2004; 31 (1): 351-363.

Equipos

Tabla No. 4. Equipo empleado para pruebas de disolucion.

EQUIPO MARCA MODELO
Disolutor aparato IV de USP| Sotax |CP 7-37" 115-230
Disolutor aparato IV de USP| Sotax CE 70
Bomba para DIS010 Sotax | CE 7smart’ 115
Bomba para DIS006 Sotax CY7-50

Tabla No. 5. Equipo empleado para la cuantificacion de los perfiles de disolucion.

EQUIPO MARCA MODELO/ TIPO
Automuestreador Waters 717P
Detector de fluorescencia Waters 2475
Detector de U.V. Waters 2487 Dual A absorbance detector
Horno Waters Temperature control Module
Columna cromatografica | Phenomenex | Luna Fenyl-hexyl 50 mm x 2 mm

Computadora Dell PC 5451 con programa Empower Pro 2002
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Material

Frascos de vidriode 40 L,20Ly4 L

Matraz Erlenmeyer de 125 mL, 250 mL, 500 mL, 1Ly 2L
Vasos de precipitados de 250 mL

Garrafones contenedores de fase movil

Tambo de plastico contenedor de medio de disolucion de 200L
Probeta graduada de 500 mL, 1Ly 2L

Reactivos

Agua purificada

Agua grado HPLC

Metanol HPLC marca Fermont

Acetonitrilo HPLC marca Fermont

Tween 60 materia prima marca Canamex lote B11W41
Tween 80 materia prima marca Canamex lote A27M70

Sustancia de referencia (SR)

Nombre: Estradiol sustancia de referencia secundaria
Pureza: 99.9%

Nombre: Progesterona sustancia de referencia secundaria
Pureza: 100.1%

Formulaciones

Microesferas de estradiol: colesterol

Microesferas de progesterona

Microesferas de estradiol: colesterol + progesterona

Vehiculo para dispersar microesferas

En la tabla No. 6 se enlistan los lotes evaluados, la mezcla de microesferas y
la procedencia de los lotes evaluados; la denominacion ME indica
microesferas.

Tabla No. 6. Lotes empleados en el desarrollo del método de disolucidn acelerada.

DESCRIPCION LOTE PROCEDENCIA
ME Estradiol: colesterol (1:1) ME2005038 Planta piloto
ME Estradiol: colesterol (1:1) ME2004134 Planta piloto
. . DISOLUCION ALTA Laboratorio de
ME Estradiol: colesterol (1:1) ME2006257 microesferas CAFET
. . DISOLUCION BAJA Laboratorio de
ME Estradiol: colesterol (1:1) ME2006260 microesferas CAFET
Materia p”&"gpde estradiol L00024600 AKZO Nobel Diosynth
ME de progesterona ME2006203 Planta piloto
ME Estradiol: colesterol (1:1) ME2005112 Planta piloto
+ progesterona
ME Estradiol: colesterol (1:1) ME 2005142 Planta piloto
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7.1 Desarrollo del método de disoluciéon

El inicio del desarrollo del método de disolucion tomé como base un método de
disolucion existente para microesferas de estradiol, denominado como disolucién
largo que el cual tenia las caracteristicas siguientes:

Aparato: IV de disolucion de la USP
Velocidad de flujo: 16 mL/min
Temperatura: 37£0.5°C

Filtros: GF/D y GF/F

Sistema: Abierto

Mallas: de 0.16 mm y 0.45 mm
Perlas de vidrio de 1mm de diametro

Adicionalmente se realizaron algunos perfiles de disolucion de microesferas de
estradiol probando una gama de tensoactivos que comprendio: Lauril sulfato de
sodio, Tween 80 y Tween 60 en una variedad de concentraciones; asi mismo se
evaluo diferentes velocidades de flujo. Con esta informacion y los datos teéricos de
HLB para cada uno de los tensoactivos; se selecciono6 el que se emplearia como
medio de disolucién y la influencia de la velocidad de flujo en el perfil de disolucion.

(16)

Como resultado de estas evaluaciones se seleccioné al Tween 60 como
tensoactivo que se emplearia para preparar el medio de disolucion y basandose en
datos de concentracion critica micelar para solubilizar estrona, fue posible
comenzar con el desarrollo del nuevo meétodo de disolucion realizando
experimentos para determinar la concentracion de Tween 60 necesaria para el
nuevo método de disolucion acelerado. (g

Con la informacion obtenida del método de disolucion largo, el método de
cuantificacion y la seleccion del medio de disolucién; se realizaron los
experimentos para desarrollar el método de disolucidén acelerado y el método de
cuantificacion que determind la concentracion de estradiol y progesterona en
perfiles de disolucién que empleé Tween 60 como medio de disolucion.

El método de cuantificacién comprendié el intervalo de concentracion de 2 a 800
ng/mL de estradiol y en el intervalo de concentracion de 20 a 8000 ng/mL para
progesterona, que siguié las condiciones cromatograficas que se mencionan a
continuacion:

Fase Movil: Acetonitrilo/Agua (30:70)
Velocidad de flujo: 0.65 mL/min

Volumen de inyeccion: 80 microlitros

Deteccion: UV a 254 nm para progesterona

Fluorescencia Agxcitacisn 281 NM, Agmision 305, GAIN 1
y EUFS 10000 para estradiol

Temperatura de horno: 35.5°C

Tiempo de corrida: 14.5 minutos
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Columna: Luna Phenomenex Phenyl- Hexyl de 50 x 2.0 mm, tamafo
de particula de 3.0 micras

Guarda columna: Phenomenex Phenyl 4.0 x 2.0 mm
Modo de integracion: Areas
Respuesta: Areas de estradiol y progesterona

El nuevo método de disolucion fue desarrollado con base a la evaluacion de las
siguientes caracteristicas:

» Concentracion del tensoactivo en el medio de disolucion.

A partir de las evaluaciones con diferentes tensoactivos Tween 60, Lauril sulfato
de sodio y Tween 80, se selecciond el tensoactivo con las mejores caracteristicas
de disolucion, tomando en cuenta el porcentaje disuelto en 24h y la cinética de
disolucion.

Posteriormente se evaluaron diferentes concentraciones el tensoactivo
seleccionado (Tween 60) disminuyendo la concentracion del tensoactivo de 1.4%
p/v, 0.8% pl/v, 0.4% p/v y 0.5% p/v hasta obtener un perfil que lograra evidenciar
graficamente el perfil de disolucion en el que en aproximadamente 24h se
alcanzara el 80% disuelto de estradiol, proveniente de las microesferas de
estradiol: colesterol.

> Robustez de la concentracion del Tween 60 en el medio de disolucion.

Después de seleccionar la concentracion del medio de disolucion 0.5% pl/v, se
determind la robustez a cambios intencionados en la concentracion de Tween 60
en el medio de disolucién, aumentando y disminuyendo 2.5% respecto a la
concentracion nominal de 0.5% p/v escogida, es decir un 0.0125%.

» Tiempos de muestreo.

La seleccion de los tiempos de muestreo fue realizada tomando como base que se
requeria tener un porcentaje disuelto alto en poco tiempo (mayor a 80% disuelto
en 24h). Para esto se seleccionaron tiempos de muestreo que permitieran la
caracterizacion de la cinética de los perfiles. Con base a los primeros perfiles
realizados se establecieron los siguientes tiempos de muestreo 1h, 2h, 4h, 8h y
24h. En la seleccion de los tiempos de muestreo se tomo en cuenta las
recomendaciones tanto de la de la NOM-177-SSA1-1998 como de la USP <1092>
Pharmacopeial Previews. 2y 14)

» Reproducibilidad entre equipos.

Se evalud realizando perfiles de disolucion en diferentes equipos de disolucion
celdas de flujo continuo, pertenecientes al laboratorio CAFET, en diferentes dias y
empleando el mismo lote de microesferas de estradiol: colesterol, empleando
Tween 60 al 0.5% como medio de disolucion.
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» Perfil de disolucién en materia prima de estradiol.

Se realizd el perfil de disolucién a la materia prima con la que se fabricaron las
microesferas de estradiol: colesterol (1:1), para determinar si el mezclado de las
microesferas modificaba el proceso de disolucidn de estradiol.

» Efecto de la cantidad de muestra depositada.

Se evalué realizando el perfil de disolucion con diferentes cantidades de
microesferas de estradiol: colesterol a partir de la cantidad de material y dosis de
estradiol a utilizar en jeringas como presentacion final del producto. Posteriormente
las cantidades depositadas en celda, se incrementaron al doble y en el caso de
progesterona al triple.

» Capacidad discriminativa del método.

Se evalué al realizar perfiles de disolucion empleando diferentes lotes de
microesferas de estradiol: colesterol con velocidades de disolucion denominados
alto y bajo, determinadas previamente con el método de disolucién largo.

7.2 Procedimiento para la realizaciéon de perfiles de disolucion.
7.2.1 Adecuacion del equipo de disolucion. (Prueba de entrega de flujo)

El medio de disolucion es preparado en recipientes con capacidad para 40 litros,
en los cuales se introduce tuberia que conduce el medio de disolucion a la bomba.
La tuberia es conecta por medio de un cédigo de colores en los cabezales de
entrada a la bomba de pistones y esta a su vez tiene tuberias de salida que
conectan con el equipo disolutor conservando el mismo codigo de conexion. El
equipo disolutor tiene conectada tuberia de salida para conducir el medio de
disolucion a los recipientes colectores.

Posteriormente se enciende el equipo disolutor para incrementar a 37+0.5°C la

temperatura del bafio de disolucion, previamente llenado de agua purificada. Ver
figura No. 10 donde se indica el equipo y ubicacién de los aditamentos.
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Cabezales para conectar |a tuberia que
suminiztra el medio de dizolucion
proveniente de los recipientes.

Bomba de
pistones

Celda colocada dentro de la

chagueta Bafio del medic de dizclucion

Figura No. 10: Ubicacion del armado del equipo de disolucion del aparato IV de la USP. (4

Después se colocan las celdas dentro de la chaqueta que se introduce en el
disolutor, donde deben quedar perfectamente colocadas para ser sujetadas por el
mismo equipo. Enseguida se inicia el funcionamiento de la bomba para suministrar
medio de disolucién a través de tuberias y celdas por un tiempo de 30 minutos, el
medio colectado se recircula.

Se identifican y pesan 6 matraces Erlenmeyer de 125 mL, se suspende el
suministro de medio de disolucion y se coloca cada matraz en la respectiva tuberia
de salida del medio de disolucién que debidé haber pasado por las celdas. Se inicia
el suministro de medio de disolucién y se comienza a contar el tiempo de cinco
minutos a partir de la primera gota de medio de disolucion que cae a los matraces
colectores y transcurrido el tiempo exacto, se suspende el suministro de medio de
disolucion. El peso del matraz con medio de disolucion se resta al peso del matraz
vacio respectivamente y se divide entre los cinco minutos para obtener la
velocidad de flujo que presenta cada celda de disolucion; la cual debe encontrarse
entre 15.2 y 16.8 mL/min.

7.2.2. Preparacion de las celdas para microesferas de estradiol

La celda de disolucién esta constituida por un cono en la parte inferior, donde
se coloca una perla de rubi en el apice del cono, sobre esta se colocan perlas de
vidrio de 1mm de diametro hasta llenar el cono; arriba se coloca una malla w 0.45
mm, un filtro GF/D, una malla w 0.16 mm y unir la parte conica con el cilindro de la
celda.
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Pesar en la celda la cantidad equivalente a 3 mg de estradiol de un lote que
contenga microesferas de estradiol: colesterol (1:1).

Después de pesar la muestra, llenar la parte cilindrica de la celda con 2 g de
perlas de vidrio de 1 mm de diametro y colocar en el borde superior del cilindro
una malla del numero w 0.16 mm / d 0.12 mm, un filtro GF/D, un filtro GF/F y
finalmente un anillo en forma de "o~ (o-ring); ver figura No. 11.

cabezal para
adaptar arriba
de la celda

cilindro de |
la celda
_ perlas de vidrio

; muestra
parte —perlas de vidrio
conica de perla de rubi
la celda _ _

de abajo hacia k

arriba coloca
malla, filtro v
malla

Figura No. 11: Partes del armado de la celda de disolucion. (x4

Adaptar el cabezal sobre el cilindro de la celda y acoplar cada celda en la
chaqueta para introducirla al equipo de disolucién.

Dirigir la tuberia de salida de cada celda a su respectivo matraz colector, hacer
pasar agua del bano de las celdas a 37°C a través de la chaqueta de
calentamiento. Iniciar la prueba de disolucion y el conteo de tiempo desde el
primer goteo en el matraz colector.

Medir el volumen colectado en cada intervalo de tiempo y tomar una alicuota de
10 mL que sirve para analizar por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Se calcula el flujo entregado por cada celda a los respectivos tiempos de
muestreo, dividiendo el volumen entregado por la celda entre el tiempo de cada
intervalo de tiempo colectado para evaluar el cumplimiento de la velocidad de flujo
especificada a lo largo de la disolucion.
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7.2.3. Preparacion de las celdas para microesferas de progesterona.

Se realiza el armado de la celda de igual forma que para estradiol, solo que la
cantidad de muestra depositada dentro de la celda es el equivalente a 90 mg de
progesterona.

7.2.4. Preparacion de las celdas para microesferas de estradiol:
colesterol (1:1) + progesterona.

Se realiza el armado de la celda de igual forma que para estradiol, solo que la
cantidad de muestra depositada dentro de la celda es de 97.3 mg de estradiol:
colesterol + progesterona de un lote que contenga microesferas de estradiol:
colesterol + progesterona dosis (1:30).

7.2.5. Calculos para la evaluacion del perfil de disolucion.

Después de obtenidas las muestras en cada intervalo de muestreo del perfil de
disolucion, estas se inyectaron por cromatografia de liquidos de alta resolucién
junto con una curva patron y puntos control a lo largo de la corrida cromatografica,
de la cual se obtuvieron como respuesta areas.

El valor del area obtenida se interpoldé en la ecuacion de la recta, generada por la
curva patron y de esta forma se obtuvo la concentracién de la muestra en ng/mL,
como se indica en la ecuacion 12.

Cmn= (Ry-b)/m (12)
Donde:

Cm es la concentracion de la muestra en ng/mL

Rw es la respuesta de la muestra en area

b es la ordenada al origen de la regresion lineal obtenida de la curva de calibracion
m es la pendiente de la regresion lineal obtenida de la curva de calibracién.

a) Calculo del porcentaje disuelto de estradiol en una muestra de microesferas
de estradiol: colesterol (1:1)

Para calcular los miligramos disueltos de estradiol en una muestra de microesferas
de E2:Col (1:1), en microesferas de E;:Col (1:1) + P4 0 en microesferas de P4 en
cada intervalo de tiempo, se empleé la siguiente férmula de calculo, ecuacién 13:

mg disueltos = (Cr, * F4 * V)/1000000 (13)
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Donde:

Los miligramos disueltos a un determinado tiempo (mg disueltos;) son los
miligramos disueltos de estradiol o de progesterona en un intervalo de tiempo de
muestreo.

Cm es la concentracion de la muestra en ng/mL de estradiol o de progesterona

V es el volumen del medio de disolucion colectado y medido en cada intervalo de
muestreo (mL)

Fq es el factor de dilucién, soélo en caso de realizar dilucién, que aplica en los dos
primeros tiempos de muestreo (Valores del factor de dilucién 5, 4 y 2 segun la
dilucion empleada: 1:5,1:4 o0 1:2).

El calculo del porcentaje disuelto en cada intervalo de tiempo se determiné con la
férmula 14:
% disuelto= (Cq4/ Ct)*100 (14)

Donde:

Cq es la cantidad disuelta en mg

C: es el contenido tedrico depositado en la celda que se calcula con la férmula 15
para microesferas de E,:Col (1:1); con la férmula 16 para microesferas de E»:Col
(1:1) + P4 .Para microesferas de P4 se emplea el valor de 90.

Ci= Pn"0.4133*1000 (15)
C+= Pn*0.07455*0.4133*1000 (16)

Donde:

Pm es el peso de la cantidad de microesferas de estradiol: colesterol depositadas
en la celda en gramos

El factor 0.4133 es la fraccion molar de estradiol en la muestra de microesferas de
Eo: Col (1:1)

El factor 0.007455 es la fracciéon molar de estradiol en la mezcla de microesferas
de E,:Col (1:1)+P4

Se calculé el promedio del porcentaje disuelto de las celdas evaluadas a cada
tiempo, a estos datos se les determind la desviacion estandar, coeficiente de
variacién, asi como los valores maximos y minimos para cada intervalo de tiempo.
Se representd graficamente los por cientos disueltos del perfil de disolucidn
incluyendo su desviacion estandar.

Se analizaron los resultados del desarrollo del método de disolucién mediante
comparacion de los perfiles de disolucion empleando el factor de similitud (f2) y
series de tiempo, en los casos donde los datos no permitian emplear f, para
obtener conclusiones del desarrollo del método.
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7.3 Método de cuantificacion

Se utilizé6 un método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucion para
el analisis de las muestras de disolucion el cual fue previamente validado y los
parametros que le fueron validados son los siguientes:
e Sistema
o Adecuacion del sistema
o Linealidad
o Precisidon

e Método
o Linealidad
o Exactitud
Repetibilidad
o Precisién intermedia

e Estabilidad analitica de las muestras
o Temperatura ambiente
o Refrigeracién (2-8° C)

e Especificidad a colesterol y vehiculo (excipientes)

e Robustez
o Cambio de fase movil
o Cambio de temperatura
o Cambio de velocidad de flujo

8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS:

8.1 Resultados y analisis de resultados del método cromatografico
utilizado para la cuantificacion de estradiol y progesterona en muestras
provenientes de los perfiles de disolucién.

ADECUACION DEL SISTEMA

La adecuacion del sistema se evaluo inyectando por quintuplicado una solucion de
concentracion equivalente a 200 ng/mL de estradiol y 2000 ng/mL de
progesterona. Con la respuesta obtenida (areas) se calculd el coeficiente de
variacion de las respuestas; el cual fue menor al 2.0% tanto para estradiol como
para progesterona, lo cual indica que el sistema empleado funciond
apropiadamente durante cada determinacion. Esta determinacidon se realizé en
cada parametro evaluado para la validacién del método analitico.
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LINEALIDAD DEL SISTEMA.

En la determinacion de la linealidad del sistema se evalué preparando curvas
patron de estradiol y progesterona por triplicado a partir de pesadas
independientes; con las respuestas obtenidas (areas) que se muestran en las
tablas No. 7 y 8, se realizd6 un analisis de regresiéon lineal por el método de
minimos cuadrados, utilizando como variable independiente “X” a la concentracién
de estradiol y progesterona y como variable dependiente “Y” a la respuesta (areas)
de los compuestos mencionados; donde hay una relacion lineal entre la
concentracion y la respuesta, en los intervalos de concentracién de 2 a 800 ng/mL
para estradiol y de 20 a 8000 ng/mL para progesterona. Con los datos se obtuvo la
ecuacion de la recta que relaciona la concentracion con la respuesta, los intervalos
de confianza para la pendiente y ordenada al origen tanto para estradiol como
progesterona, como se muestran en la parte inferior de cada tabla.

Tabla No. 7. Resultados de la evaluacion de linealidad del sistema para estradiol.

CONCENTRACION
IDENTIFICACION | CONCENTRACION RESPUESTA | CUANTIFICADA |%ERROR
MUESTRA ng/mL AREA ng/mL

P1-1 2.0 8806 2.0 -0.5
P1-2 2.0 8881 2.0 0.4

P1-3 2.0 8784 2.0 -0.7
P2-1 5.0 21538 5.0 -0.2
pP2-2 5.0 21965 5.1 1.8
P2-3 5.0 21605 5.0 0.1

P3-1 10.0 42949 10.0 0.3
P3-2 10.0 42940 10.0 0.3
P3-3 10.0 42883 10.0 0.2
P4-1 25.0 104943 24.6 -1.5
P4-2 25.0 106770 25.1 0.3
P4-3 25.0 106133 24.9 -0.3
P5-1 50.0 213731 50.3 0.5
P5-2 50.0 213656 50.2 0.5
P5-3 50.0 211970 49.8 -0.3
P6-1 200.0 850501 200.3 0.1

P6-2 200.0 850327 200.2 0.1

P6-3 200.0 849781 200.1 0.0
P7-1 400.0 1704860 401.5 0.4
P7-2 400.0 1687038 397.3 -0.7
P7-3 400.0 1699137 400.2 0.0
P8-1 800.0 3403433 801.6 0.2
P8-2 800.0 3391862 798.9 -0.1
P8-3 800.0 3396100 799.9 0.0

ECUACION DE LA RECTA
4245.3141 X+ 356.9673

0.9999

y
2

INTERVALO DE CONFIANZA AL 95 % gl =22 PARA LA PENDIENTE
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Limite Superior = 4250.6743
Limite Inferior = 4239.9538

Tabla No. 8. Resultados de la evaluacion de linealidad del sistema para
progesterona.

CONCENTRACION
IDENTIFICACION | CONCENTRACION RESPUESTA| CUANTIFICADA |%ERROR
MUESTRA ng/mL AREAS ng/mL

P1-1 20.0 6526 19.7 1.3
P1-2 20.0 6542 19.8 -1.1
P1-3 20.0 6648 20.1 0.6

P2-1 50.0 16174 50.2 0.5

P2-2 50.0 15852 49.2 1.5
P2-3 50.0 16128 50.1 0.2

P3-1 100.0 31947 100.1 0.1

P3-2 100.0 31923 100.0 0.0
P3-3 100.0 31949 100.1 0.1

P4-1 250.0 79652 251.0 0.4
P4-2 250.0 79903 251.8 0.7
P4-3 250.0 78760 248.1 -0.7
P5-1 500.0 159914 504.7 0.9
P5-2 500.0 158281 499.6 -0.1
P5-3 500.0 158300 499.6 -0.1
P6-1 2000.0 639049 2019.7 1.0
P6-2 2000.0 634169 2004.3 0.2
P6-3 2000.0 628122 1985.2 -0.7
P7-1 4000.0 1277391 4038.1 1.0
P7-2 4000.0 1239593 3918.6 -2.0
P7-3 4000.0 1272055 4021.3 0.5
P8-1 8000.0 2553632 8073.5 0.9
P8-2 8000.0 2514021 7948.3 -0.6
P8-3 8000.0 2526117 7986.5 -0.2

ECUACION DE LA RECTA

y 316.2610  x + 283.4840
r? = 0.9998

INTERVALO DE CONFIANZA AL 95 % gl =22 PARA LA PENDIENTE

Limite Superior = 317.6800

Limite Inferior = 314.8421
Donde el coeficiente de determinacion (r?) es mayor a 0.98, el error relativo por la

regresion de los puntos no es mayor al 2.0% y el intervalo de confianza al 95% de
la pendiente no incluye al cero para ambos compuestos.
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PRECISION Y EXACTITUD DEL SISTEMA.

Los resultados de la precision del sistema para estradiol y progesterona fueron
obtenidos a partir de la preparacién por sextuplicado de un punto de la curva (200
ng/mL para estradiol y 2000 ng/mL para progesterona) y se midié la respuesta
analitica (areas) obteniendo los calculos descritos en la tabla No. 9 donde el
coeficiente de variacibn de la respuesta no fue mayor al 2.0% para los dos
activos, por lo que se concluye que el sistema es preciso.

Tabla No. 9. Resultados de los calculos realizados para los datos evaluados en la precision del
sistema para estradiol y progesterona.

LECTURA CONCENTRACION | RESPUESTA CONCENTRACION RESPUESTA
No. DE ESTRADIOL DE DE PROGESTERONA DE
ng/mL ESTRADIOL ng/mL PROGESTERONA
*P6-1 200.0 833740 2000.0 620072
*P6-2 200.0 833098 2000.0 620339
*P6-3 200.0 832842 2000.0 620675
*P6-4 200.0 831069 2000.0 620509
*P6-5 200.0 831980 2000.0 619411
*P6-6 200.0 831988 2000.0 625041
n= 6 n= 6
PROMEDIO = 832453 PROMEDIO = 621008
D.E. = 957.0 D.E. = 2025
C.V. (%) = 0.1 CV.= 0.3

LINEALIDAD DEL METODO.

La linealidad del método se evaluo, al determinar la relacién que existe entre la
concentracion adicionada (ng/mL) de estradiol y/o progesterona (X) y la
concentracién cuantificada de estradiol y/o progesterona (Y) (ng/mL), preparando
tres concentraciones de soluciones, cada una por triplicado a partir de pesadas
independientes .En las tablas No. 10 y 11 se muestran los datos de los resultados
obtenidos para la linealidad del método tanto para estradiol como progesterona
respectivamente; con los que se realiz6 el analisis de regresion lineal por el
método de minimos cuadrados, utilizando como variable independiente “X” a la
concentracion adicionada y como variable dependiente “Y” a la concentracion
cuantificada para estradiol o progesterona; también se presenta para cada tabla la
ecuacion de la recta y los resultados estadisticos, donde se observa que el
coeficiente de determinacién (r’) es mayor a 0.98 lo cual indicé la asociacién de
estas dos variables.

En las tablas No. 12 y 13 se reportan los porcentajes cuantificados por nivel y
global para estradiol y progesterona. El intervalo de confianza de la ordenada al
origen, para el estradiol como progesterona, incluye el cero. El intervalo de
confianza para la pendiente de estradiol y progesterona incluye la unidad y el
coeficiente de variacion para la regresion fue menor al 2.0%.
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El promedio del porcentaje recuperado por nivel y global se encontré entre 98.0-
102.0%. El coeficiente de variacion global del porcentaje recuperado fue menor al
2.0%.

El analisis por minimos cuadrados para estradiol y progesterona indican que hay
una relacion lineal entre la concentracion adicionada (ng/mL) y la concentracion
recuperada (ng/mL).

Tabla No. 10. Resultados de la linealidad del método para estradiol donde se relaciona la cantidad
adicionada y la cantidad recuperada.

ng/mL RECUPERADOS EN CADA NIVEL

IDENTIFICACION ng/mL ng/mL

DE LA MUESTRA | ADICIONADOS | RECUPERADOS
MA-A-D1-1 2.0 2.0
MA-A-D1-2 2.0 2.0
MA-A-D1-3 2.0 2.0
MB-A-D1-1 100.0 98.5
MB-A-D1-2 100.0 99.6
MB-A-D1-3 100.0 98.4
MC-A-D1-1 800.0 795.3
MC-A-D1-2 800.0 803.6
MC-A-D1-3 800.0 791.5

ECUACION DE LA RECTA.

y= 0.9964x + -0.3744
= 0.9999
CV.= 1.1
INTERVALO DE CONFIANZA 95 % gl = 7 PARA LA ORDENADA AL ORIGEN Y LA PENDIENTE
ORDENADA AL ORIGEN PENDIENTE
t Tablas 2.365 2.365
Limite Superior = 3.0708 1.0038
Limite Inferior = -3.8197 0.9890

Tabla No. 11. Resultados de la linealidad del método para progesterona donde se relaciona la
cantidad adicionada y la cantidad recuperada.

ng/mL RECUPERADOS EN CADA NIVEL

IDENTIFICACION ng/mL ng/mL
MUESTRA ADICIONADOS | RECUPERADOS
MA-AD1-1 20.0 20.3
MA-AD1-2 20.0 20.3
MA-AD1-3 20.0 201
MB-AD1-1 1000.0 1012.3
MB-AD1-2 1000.0 992.8
MB-AD1-3 1000.0 998.6
MC-AD1-1 8000.0 8038.6
MC-AD1-2 8000.0 7927.9
MC-AD1-3 8000.0 8045.3
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ECUACION DE LA RECTA.

y= 1.0004 x + 0.4691
r-= 0.9999
CV.= 1.2
INTERVALO DE CONFIANZA 95 % gl = 7 PARA LA ORDENADA AL ORIGEN Y LA PENDIENTE
ORDENADA AL ORIGEN PENDIENTE

t Tablas 2.365 2.365

Limite Superior = 37.2927 1.0084

Limite Inferior = -36.3545 0.9925

Tabla No. 12. Resultados de linealidad, exactitud y repetibilidad del método para estradiol.

, 2ng/mL | 100 ng/mL | 800 ng/mL
REPLICA POR CIENTO RECUPERADO
1 100.1 98.5 99.4
2 98.9 99.6 100.4
3 99.0 98.4 98.9
n= 3 3 3
PROMEDIO =f  99.3 98.8 99.6
D.E.= 0.7 0.7 0.8
C.V. = 0.7 0.7 0.8
n= 9
PROMEDIO =  99.3
D.E.= 0.7
C.V. = 0.7

INTERVALO DE CONFIANZA AL 95%, gl = 8 PARA EL POR CIENTO RECUPERADO

Limite Superior = 99.8 %
Limite Inferior = 98.7 %

TABLA No. 13. Resultados de linealidad, exactitud y repetibilidad del método para progesterona.

' 2 ng/mL | 100 ng/mL | 800 ng/mL
REPLICA POR CIENTO RECUPERADO
1 101.6 101.2 100.5
2 101.3 99.3 99.1
3 100.5 99.9 100.6
n= 3.0 3.0 3.0
PROMEDIO = 101.1 100.1 100.0
D.E.= 0.6 1.0 0.8
C.V.= 0.6 1.0 0.8
n= 9
PROMEDIO = 100.4
D.E.= 0.9
C.V.= 0.9
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INTERVALO DE CONFIANZA AL 95%, gl = 8 PARA EL POR CIENTO RECUPERADO

Limite Superior = 101.1 %
Limite Inferior = 99.7 %

Los datos obtenidos para la linealidad del método, fueron empleados para realizar
los calculos de exactitud y repetibilidad del método, como se presenta en las
tablas No. 12y 13.

EXACTITUD DEL METODO.

En la Tabla No. 12 y 13 se reportan los porcentajes recuperados en las tres
replicas, para los tres niveles de concentracion evaluados dentro del intervalo de
concentracion 2-800 ng/mL de estradiol y 20-8000 ng/mL de progesterona.
También se observa que el porcentaje recuperado para los dos activos se
encontré dentro del intervalo 98.0 y 102.0 %; por lo que se garantizé la cercania
de los resultados obtenidos del analisis con el método validado y el valor
verdadero.

REPETIBILIDAD DEL METODO.

En los resultados presentados en las tablas No. 12 y 13 para la repetibilidad se
observa que el coeficiente de variacion del porcentaje cuantificado por nivel de
concentracion y global, para estradiol y progesterona fue menor al 2.0%; el
intervalo de confianza al 95% para el porciento cuantificado se encontré dentro del
intervalo de 98.0 y 102.0% y el coeficiente de variacion del porcentaje recuperado
fue menor al 2.0%; lo cual indica que hay una concordancia entre los resultados
para los tres niveles de concentracion evaluados por un mismo analista.

PRECISION INTERMEDIA.

Para la evaluacion de la precision intermedia dos analistas aplicaron el método
analitico en dos dias diferentes, analizando por dia y por analista tres niveles de
concentracion; cada nivel por triplicado. En la tabla No. 14 y 15 incisos a, by c se
observan los resultados para estradiol y progesterona respectivamente, donde se
muestran los porcentajes cuantificados por nivel de concentracion, promedio y
coeficiente de variacidén para el analisis cuantificado individual y global de los dos
analistas en dos dias. El coeficiente de variacion del porcentaje cuantificado para
los analisis individuales y global fue menor al 2.0% para los dos activos, por lo cual
el método se considera reproducible entre dias y analistas para estradiol y
progesterona.

-52-



TABLA No. 14. Resultados para la reproducibilidad de estradiol en sus tres niveles de
concentracién, dos analistas en dos dias.

a) NIVEL DE CONCENTRACION 2 ng/mL para estradiol

ANALISTA A | ANALISTA B
NIVEL PORCIENTO CUANTIFICADO
(ng/mL) DIA1 DIA2 DIA1 DIA 2
2,0 100.1 99.9 100.2 99.9
2,0 101.4 101.0 100.4 99.3
2,0 99.7 98.6 100.2 101.3
n 3.0 3.0 3.0 3.0
PROMEDIO 100.4 99.8 100.3 100.2
D.E. 0.9 1.2 0.1 1.0
C.V. 0.9 1.2 0.1 1.0
n 12.0
PROMEDIO 100.2
D.E. 0.8
C.V. 0.8

b) NIVEL DE CONCENTRACION 100 ng/mL para estradiol

ANALISTA A | ANALISTA B
NIVEL PORCIENTO CUANTIFICADO
(ng/mL) DIA1 DIA2 DIA 1 DIA 2
100.0 100.7 100.4 100.8 100.4
100.0 99.6 99.1 100.4 100.3
100.0 99.6 98.8 100.1 98.0
n 3.0 3.0 3.0 3.0
PROMEDIO 100.0 99.4 100.5 99.5
D.E. 0.6 0.9 0.4 1.3
C.V. 0.6 0.9 0.4 1.3
n 12.0
PROMEDIO 99.8
D.E. 0.9
C.V. 0.9
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c) NIVEL DE CONCENTRACION 800 ng/mL para estradiol

ANALISTA A | ANALISTA B
NIVEL PORCIENTO CUANTIFICADO
(ng/mL) DIA1 DIA2 DIA 1 DIA 2
800.0 100.6 100.5 100.5 100.1
800.0 100.6 100.9 100.2 99.7
800.0 99.7 100.9 100.3 100.7
n 3.0 3.0 3.0 3.0
PROMEDIO 100.3 100.8 100.4 100.2
D.E. 0.5 0.2 0.2 0.5
C.V. 0.5 0.2 0.2 0.5
n 12.0
PROMEDIO 100.4
D.E. 0.4
C.V. 0.4

TABLA No. 15. Resultados de reproducibilidad para progesterona en sus tres niveles de
concentracion, dos analistas en dos dias.

a) NIVEL DE CONCENTRACION 20 ng/mL para progesterona

ANALISTA A | ANALISTA B
NIVEL PORCIENTO CUANTIFICADO
(ng/mL) DIA1 DIA2 DIA1 DIA 2
20.0 100.1 100.9 101.0 99.2
20.0 100.1 99.5 99.6 100.5
20.0 101.3 99.7 99.8 101.7
n 3.0 30 3.0 3.0
PROMEDIO 100.5 100.0 100.1 100.5
D.E. 0.7 0.8 0.8 1.2
C.V. 0.7 0.8 08 1.2
n 12.0
PROMEDIO 100.3
D.E. 0.8
C.V. 0.8
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b) NIVEL DE CONCENTRACION 1000 ng/mL para progesterona

ANALISTA A | ANALISTA B
NIVEL PORCIENTO CUANTIFICADO
(ng/mL) DIA1 DIA2 DIA 1 DIA 2
1000.0 100.1 98.9 99.9 100.8
1000.0 100.6 98.4 100.6 99.3
1000.0 98.9 99.9 99.5 99.6
n 3.0 3.0 3.0 3.0
PROMEDIO 99.9 99.0 100.0 99.9
D.E. 0.9 0.7 0.6 0.8
C.V. 0.9 0.7 0.6 0.8
n 12.0
PROMEDIO 99.7
D.E. 0.8
C.V. 0.8

c) NIVEL DE CONCENTRACION 8000 ng/mL para progesterona

ANALISTA A | ANALISTA B
NIVEL PORCIENTO CUANTIFICADO
(ng/mL) DIA1 DIA2 DIA 1 DIA 2
8000.0 100.3 99.3 100.1 100.0
8000.0 99.6 100.3 100.9 100.6
8000.0 100.6 101.1 99.8 100.6
n 3.0 3.0 3.0 3.0
PROMEDIO 100.2 100.2 100.3 100.4
D.E. 0.5 0.9 0.6 0.4
C.V. 05 0.9 0.6 0.4
n 12.0
PROMEDIO 100.3
D.E. 0.5
C.V. 0.5

ESTABILIDAD ANALITICA DE LA MUESTRA

Para la evaluacion de estabilidad de la muestra se prepararon muestras de
estradiol y progesterona de manera independiente como se indico en la prueba de
linealidad del método; se almacenaron en condiciones de temperatura ambiente y
refrigeracion para ser analizadas a 24h, 48h y 72h de su preparacion.

Se obtuvo el promedio del porcentaje cuantificado para las condiciones de
estabilidad seleccionadas, la diferencia absoluta del promedio para el porcentaje
cuantificado, en las condiciones de almacenamiento probadas, respecto al
promedio del porcentaje cuantificado en el analisis inicial; el cual, no fue mayor al
2.0% para los tres niveles de concentracion, por lo tanto las muestras fueron
estables a temperatura ambiente y en refrigeracion de 2-8°C hasta 72 horas para
estradiol y progesterona.
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ESPECIFICIDAD.

La especificidad se evalud al inyectar las soluciones que contenian vehiculo y
colesterol con el método propuesto. En las figuras 12, 13 y 14 se muestran los
cromatogramas correspondientes a la especificidad, donde se observa que el
colesterol y vehiculo que puede estar presente en la formulacién para dispersar
las microesferas, no interfirieron en la cuantificacion de estradiol y progesterona, al
no presentar sefial alguna que interfiera con las senales cromatograficas para los
dos activos de interés.

&0.00
|3|:|_|:||:|_: 40.00+
40,00
£ ] Z z0.00-
20.00 \L
000 ' \L 0 00
] T T — 1 T — T T — T T — 1
0.00 Z.00 4.00 0.00 2.00 4.00
hfinutes M rutes
SampleMame =Y, Yial 3; Injection 1, Date SampleMame Scol; Vial 4; Injection 1, Date
Acouired 26M 22007 07:39:43 p.m. Acouired 26M 22007 OF:56:24 pam.

FIGURA No. 12 Cromatogramas correspondientes a la especificidad para la deteccién de estradiol
con las soluciones vehiculo (SV) y colesterol (Scol). La flecha indica el tiempo de retencién de
estradiol.
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26M 252007 O7:39:43 pum. 26M 22007 07 56:24 pam.

FIGURA No. 13. Cromatogramas correspondientes a la especificidad para la deteccion de
progesterona con las soluciones vehiculo (SV) y colesterol (Scol). La flecha indica el tiempo de
retencion de progesterona
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FIGURA No. 14. Cromatogramas tipicos de estradiol y progesterona.
ROBUSTEZ

Para la determinacion de la robustez se evalu6 la condicion normal o inicial de
operacion con el método analitico analizando tres niveles de concentracion y tres
replicas y se modificaron las condiciones de temperatura de la columna, flujo y
fase movil; obteniendo la diferencia absoluta de la media aritmética para cada
condicion respecto a la condicion normal. El método fue robusto al cambio de flujo
a 0.68 mL/min para estradiol y progesterona donde las concentraciones probadas
cuantificaron dentro del intervalo de 98.0-102.0%, el coeficiente de variacion para
cada nivel de concentracion fue menor al 2.0% vy la diferencia absoluta de la media
aritmética de la condicién de prueba respecto a la condicion normal no fue mayor
al 2.0%. También fue robusto para en cambio de flujo a 0.62 mL/min sélo para
progesterona cumpliendo con los mismos criterios de aceptacion que la condicién
de flujo 0.68 mL/min.

En las condiciones donde se evalu6 cambio de fase movil, y temperatura de la
columna, el método no fue robusto, ya que no cumple con el porcentaje
cuantificado dentro del 98.0-102.0% por tanto la diferencia absoluta de la
condicion de prueba respecto a la condicion original no fue menor o igual a 2.0%.
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8.2. Resultados tomados de evaluaciones experimentales previas al
desarrollo del método de disolucion acelerada, que sirvieron de base para el
desarrollo del método.

8.2.1. Evaluacion del medio de disolucién y velocidad de flujo.
A) Seleccion del medio de disolucion.

Para la seleccion del medio de disolucion se realizé un perfil de disolucion de 8h
en el aparato IV de USP con un sistema abierto; empleando una muestra de
microesferas de estradiol: colesterol (1:1) [ME E,: Col (1:1)] del lote ME 2005142,
en cada celda se evaluaron los siguientes medios de disolucion:

a) Celda 1: Lauril sulfato de sodio (25g) + Tween 60 (240g) en 20L a
una velocidad de flujo de 32 mL/min.

b) Celda 2: Tween 80 al 1.2% (360g) en 30L a una velocidad de flujo
de 32 mL/min.

c) Celda 3: Tween 80 al 2.4% (720g) en 30L a una velocidad de flujo
de 16 mL/min.

d) Celda 4: Tween 80 al 2.4% (720g) en 30L a una velocidad de flujo
de 32 mL/min.

e) Celda 5: Tween 60 al 1.2% flujo de 16 mL/min.

f) Celda 6: Tween 60 al 2.4% flujo de 32 mL/min.

g) Celda 7: Tween 80 al 1.2% flujo de 16 mL/min.

Estos tensoactivos se seleccionaron ya que estudios reportados indican que para
compuestos con baja solubilidad se recomienda el empleo de tensoactivos, los
cuales pueden mejorar la solubilidad ya que modifican el estado interfacial sélido
liquido y comunmente son aceptables surfactantes i6nicos o no ionicos,
incluyendo el Lauril sulfato de sodio y Tween entre muchos otros tensoactivos. (3

De acuerdo a los resultados presentados en la grafica No. 1 y en la tabla No 16 el
medio de disolucién seleccionado Tween 60 en sus diferentes concentraciones
evaluadas, presentd un incremento significativo en la velocidad de disolucion,
alcanzando porcentajes disueltos mas altos respecto a Tween 80 y a Lauril sulfato
de sodio + Tween 60 en sus diversas concentraciones evaluadas.

Por lo tanto se decidi6 tomar al Tween 60 como medio de disolucion ya que
provee el mas alto porcentaje de farmaco disuelto, lo cual permite tener en menor
tiempo un perfil de disolucion.

B) Seleccion de la velocidad de flujo.
La evaluacion de la velocidad de flujo fue determinada en una bomba con la

capacidad de modificar la velocidad de flujo de 16 mL/min y 32mL/min; ya que al
modificar la velocidad de flujo, cambia la agitacion hidrodinamica de las
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microesferas en el medio de disolucion, de acuerdo al tamafio y forma de la
microesfera, la velocidad de flujo fue optimizada. (20,

Como se observa en la grafica No. 1 no hay impacto cambiando la velocidad de
flup de 16 a 32 mL/min cuando se emplea Tween 80 en sus diferentes
concentraciones; sin embargo al emplear Tween 60 hay un evidente incremento
en la velocidad de disolucion que se presenta por el aumento en la concentraciéon
de Tween 60 y por el aumento de la velocidad de flujo de 16 a 32 mL/min.

Se escogidé una velocidad de flujo de 16 mL/min debido a que es el flujo
mayormente utilizado en los métodos de disolucion que utilizan el aparato IV de
disolucion y ademas se requeria un medio de disolucion que tuviera una velocidad
de disolucion alta, pero que permitiera al mismo tiempo tener la capacidad
discriminativa entre formulaciones; en el caso del medio de disolucion probado en
la celda 6: Tween 60 al 2.4%p/v a flujo de 32 mL/min, el porcentaje disuelto es
muy alto y existia la posibilidad de tener problemas de discriminacion entre
formulaciones.

Grafica No. 1: Medio de disolucién y velocidad de flujo.

PERFIL DE DISOLUCION PARA LA SELECCION DEL MEDIO DE DISOLUCION
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Tabla No. 16. Resultados de los porcentajes disueltos para cada tensoactivo evaluado en las

celdas de acuerdo a la grafica No. 1.

TIEMPO CE LD A (% DISUELTO)
(h) 1 2 3 4 5 6 7
0 00 00 00 00 00 00 00
1 133 144 11,8 195 163 17,8 14,6
2 245 154 125 203 22,8 473 155
4 |508 154 13,0 20,3 360 722 159
8 |656 154 13,7 20,3 66,9 768 159

8.3. Resultados del desarrollo del método de disolucion acelerado.

8.3.1. Evaluacion de la concentracion de Tween 60 en el medio de
disolucion.

Para la determinacién de la concentracién apropiada de Tween 60 en el medio de
disolucion, se emplearon microesferas de estradiol: colesterol ME E;: Col (1:1) lote
ME2004134, usando el aparato IV de la USP en un sistema abierto, a una
velocidad de flujo de 16 mL/min, con 6 celdas para cada determinacion; realizando
cambios en la concentracion de Tween 60 de 1.4% p/v, 0.8% p/v, 0.4% p/vy 0.5%
p/v.

En el desarrollo del método de disolucion se sugiere el empleo de tensoactivos en
la disolucién de farmacos de baja solubilidad como es el caso del estradiol,
dependiendo de la concentracion seleccionada, los tensoactivos pueden funcionar
como agentes humectantes y alcanzar la maxima solubilidad en el valor de
concentracién critica micelar; la evaluacién de la concentracién del tensoactivo
puede realizarse de manera gradual incrementando la concentracién del medio
de disolucion. (14 y 24)

Como se observa en la grafica No. 2 y tabla No. 17, hay un incremento en la
velocidad de disolucion conforme aumenta la concentracion de Tween 60, sin
embargo para concentraciones de 0.8% p/v y 1.4% p/v en 4h ya existe un 85%
disuelto de estradiol; por lo tanto se considerd que un porcentaje disuelto tan alto
no permitiria discriminar entre lotes, debido a la rapidez con que se disuelve el
material analizado y a que fueron muy cercanos los porcentajes disueltos a estas
dos concentraciones. Para la concentracion de Tween 60 al 0.4% pl/v, el
porcentaje disuelto de estradiol no alcanza el 80% disuelto en 24h; sin embargo a
concentracion de 0.5% p/v, en 24h se logro disolver aproximadamente 89.5% por
lo cual esta concentracion fue la seleccionada.
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Grafica No. 2: Evaluaciéon del efecto de la concentracion de Tween 60 sobre la
disolucidon de microesferas de estradiol.
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Tabla No. 17. Tabla de porcentajes disueltos a diferentes concentraciones de Tween 60.

% DISUELTO DE ESTRADIOL
TIEMPO
(h) 0 ]0,166 | 0,333 | 0,500 | 0,660 | 0,833 | 1,00 | 1,5 | 166 | 2,0 | 40 | 80 | 12,0 | 16,0 | 20,0 | 24,0
81 14%]00 ) 83 | 151|222 | 29,2 | 35,7 |41,8|58,6|63,7[73,3[92,4]|94,1/94,5[94,9|94,9|95,4
E 08%[00| 69 | 11,4 | 155 | 19,4 | 23,6 |28,1]41,1/45,3|{53,4(85,0/91,9|92,7|93,1[93,6|93,8
E 04%]100]| 55 | 95 | 12,7 | 158 | 18,7 |21,5]|30,6 |33,7(39,56|63,8|77,2|78,7|79,6 79,6 | 79,8
> 05%|00]| 62 | 10,8 | 14,7 | 18,5 | 22,3 | 26,0 36,8 | 40,1[46,874,5]|87,9|88,8|88,9(89,5|89,5

8.3.2. Evaluacion de la robustez del método a cambios en la
concentracion de Tween 60.

Con el medio de disolucion y la concentracion del medio, el aparato de disolucion
y velocidad de flujo seleccionados como adecuados durante el desarrollo del
meétodo, se determind la robustez en la preparacién de los medios de disolucién
sobre la disolucién de las microesferas de estradiol.

Esta determinacion se hizo realizando variaciones intencionales en Ia
concentracion de tensoactivo respecto a la concentracion ya seleccionada, para
esto se tomd una variaciéon de £ 0.0125% respecto a la concentracion de 0.5% p/v
de Tween 60, inicialmente seleccionada.

La evaluacion de la robustez se evalud realizando perfiles de disolucion con una

duracion de 24h en un sistema abierto, empleando microesferas de estradiol:
colesterol (1:1) E2:Col (1:1) del lote ME2005038. Cabe destacar que los perfiles en
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los en los que se evalud la concentracion de 0.4875% p/v y 0.5125% pl/v se
realizaron en disolutor DIS010 y el perfil realizado con Tween 60 al 0.5% se realiz6
en DIS006; cada prueba comprendid 3 celdas. ElI motivo por el cual las
evaluaciones de robustez no se realizaron en un solo equipo, fue debido a la
disponibilidad de los demas equipos de disolucion para trabajar.

Los resultados obtenidos se muestran en la grafica No. 3 y fueron comparados
mediante el calculo del factor de similitud, obteniendo que los perfiles en el
intervalo de concentraciones (0.4875-0.5125%) para el medio de disolucion Tween
60 son similares. Para la concentracion de 0.4875% de Tween 60 se obtuvo un
valor similitud de 78.5 y para la concentracion de 0.5125% un valor de similitud de
72.2. Demostrandose asi la robustez del método desarrollado a los cambios en la
concentracion en el medio de disolucion.

Grafica No. 3: Robustez en la concentracion de Tween 60
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En la tabla No. 18 se muestran los resultados de los porcentajes disueltos y
coeficientes de variacion por tiempo de muestreo para la concentracion de Tween
60 evaluada correspondiente a la grafica No. 3.
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Tabla No. 18. Porcentajes disueltos obtenidos en la prueba de robustez del método a los cambios
de concentracion del medio de disolucion.

TWEEN 60 AL 0,5% pl/v TWEEN 60 AL 0,4875% p/v_| TWEEN 60 AL 0,5125% p/v
TIEMPO % TIEMPO % TIEMPO %
(h) DISUELTO | %C.V. (h) DISUELTO | %C.V. (h) DISUELTO | %C.V.
0 0,0 0,0 0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
1,00 22,0 3,1 1,00 22,0 3,1 1,00 21,1 2,1
2,0 37,3 2,7 2,0 37,3 2,7 2,0 36,9 54
4,0 64,2 1,7 4,0 64,2 1,7 4,0 64,8 5,2
8,0 78,5 0,9 8,0 78,5 0,9 8,0 83,2 4,3
24,0 84,9 2,3 24,0 84,9 2,3 24,0 93,3 3,2

8.3.3. Seleccion de los tiempos de muestreo.

La seleccion de los tiempos de muestreo, se realizé debido a que los perfiles que
se realizaron al inicio del desarrollo del método de disolucién con Tween 60 al
0.5%, contemplaban 16 tiempos de muestreo, lo cual implicaba mayor tiempo en
la cuantificacion de muestras obtenidas en los perfiles de disolucién y a que se
recomienda emplear como minimo 5 tiempos de muestreo que permitan
caracterizar la fase ascendente y meseta del perfil de disolucion. (2

El perfil se obtuvo de graficar los porcentajes disueltos fraccionados de la
disolucion evaluado en Tween 60 al 0.5% en ME E,.Col + P4 en aparato IV de USP
con 16 tiempos de muestreo; resultando asi el tiempo al cual se presentaban los
principales picos de liberacion de estradiol a partir de las microesferas y que
sirvieron para caracterizar graficamente un perfil de disolucion acumulado que
evidenciaba la parte ascendente y meseta en la curva de disolucion.

Grafica No. 4: Evaluacion de los tiempos de muestreo.
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En la grafica No. 4 se observa el perfil de disolucion fraccionado, donde se
compara el perfil de disolucion que consistia en 16 tiempos de muestreo respecto
a un perfil con 5 tiempos de muestreo.

El analisis solo se enfocd en seleccionar los tiempos de muestreo para los
resultados de estradiol; debido a que era el activo de la formulacién que
presentaba menor velocidad de disolucién respecto a progesterona; por lo tanto se
requeria evidenciar esos cambios significativos en el farmaco con velocidad de
disolucion menor y emplearlo para los dos activos; ya que para progesterona no
presentaba gran diferencia respecto al perfil de disolucién obtenido con Tween 80
al 0.3% como medio de disolucién, porque la progesterona es mas soluble que el
estradiol.

En la gréafica No. 5 y tabla No. 19 se observan los datos de la comparaciéon entre

los tiempos de muestreo de un mismo perfil de disolucion para los datos
fraccionados y acumulados.

Grafica No. 5: Evaluacion de la comparaciéon entre los tiempos de muestreo para un perfil de
disolucion acumulado y uno fraccionado para microesferas de E,: Col (1:1) + Py.
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Tabla No. 19: Resultados de perfiles de disoluciéon de microesferas de estradiol: colesterol +
progesterona para seleccion de tiempos de muestreo.

PORCENTAJE DISUELTO ACUMULADO DE
ESTRADIOL EN UNA MEZLCA DE
ESTRADIOL:COLESTEROL+PROGESTERONA

TIEMPO CELDA

(h) 1 2 3
0 0.0 0.0 0.0
0.166 5.1
0.333 9.1
0.500 12.4
0.660 14.5
0.833 16.5
1.00 15.4 13.6 18.3
15 24.0
1.66 25.8
2.0 26.7 25.3 29.7
4.0 49.3 47.7 53.2
8.0 76.1 75.7 79.9
12.0 84.1
16.0 84.9
20.0 85.4
24.0 81.7 81.5 86.8

8.3.4. Evaluacion del efecto de la forma farmacéutica de microesferas
en la disolucion.

La determinacion del efecto de la forma farmacéutica (microesferas) se determiné
para contrastar una muestra de materia prima de estradiol respecto a una muestra
de microesferas de E,: Col (1:1); con lo cual se podia evidenciar que la
combinacion de E;: Col (1:1) y el proceso de fabricacidén que se sigue para obtener
la microesfera es el que provoca el control de la liberacion de principio activo.

La prueba se realiz6 empleando el medio de disolucion Tween 60 al 0.5%, flujo de
16 mL/min en un sistema abierto, con una duracion de 24h. EI material empleado
fue una materia prima de Estradiol USP que se microniz6 a un tamafio de particula
entre 33-63 micras, mismo tamano al que se encuentran las microesferas de Ej:
Col (1:1) de la formulacién con la que se compardé. El numero de celdas evaluadas
con la materia prima fueron 6 y para las microesferas se emplearon 3 celdas. La
comparacion se realizé en disolutor DIS010.

En la grafica No. 6 se muestra el control en la velocidad de disolucion desde los
primeros tiempos de muestreo en las microesferas de E,: Col (1:1) respecto a la
materia prima de E; y en la tabla No. 20 se muestran los porcentajes disueltos de
cada prueba evaluada.
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Tabla No. 20. Resultados de los porcentajes disueltos para la comparacion de la materia prima de
estradiol respecto a microesferas de E,: Col (1:1).

ME E,:Col (1:1) lote ME 2006 260 Materia prima de estradiol

Tiempo( h) | %Promedio | %C.V. | Tiempo(h )| %Promedio| %C.V.
0,0 0,0 0,0 0 0,0 0,0
1,0 20,4 1,9 1,0 45,9 9,5
2,0 36,2 1,6 2,0 57,9 8,4
4,0 57,8 4,2 4,0 73,1 6,3
8,0 75,7 7,2 8,0 87,5 41
24,0 84,1 3,4 24,0 95,4 3,1

Grafica No. 6: Evaluacion del efecto de la forma farmacéutica microesferas en la disolucion.
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8.3.5. Evaluacion de la reproducibilidad intraequipo.

La prueba se realizdé para demostrar que las condiciones seleccionadas para el
meétodo desarrollado permitian obtener resultados reproducibles en un mismo
equipo y que las variaciones obtenidas en los resultados podian ser atribuidas al
material que se estaba probando en la disolucion.

Para esta determinacion se realizaron perfiles de disolucién en cada uno de los
equipos de disolucion celdas de flujo continuo con los que se trabajo; bajo las
condiciones que se establecieron como adecuadas durante este desarrollo.

Para la prueba se empleo microesferas de E,: Col (1:1) del lote ME2005038 que

fue evaluada por el mismo analista en el DIS006 y DIS007 (Claves del disolutor);
para el DIS010 se empleo microesferas de E,: Col (1:1) del lote ME2006260.
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Con los perfiles de disolucion obtenidos en cada equipo se realizé la comparacion
de estos por medio del calcul6 del factor de similitud o el método series de tiempo,
obteniendo lo siguiente:

Resultados de reproducibilidad intraequipo en el DIS 006.

Se realizaron dos perfiles de disolucidn para estradiol; consistentes cada uno de 3
celdas. Los resultados de disolucién obtenidos para se muestran en la grafica No.
7 y tabla No. 21.

Para realizar la evaluacion de la reproducibilidad entre los perfiles obtenidos en el
equipo DIS006; se realizd el calculo del factor de similitud. El valor del factor de
similitud para los datos del perfil de disolucion de microesferas de estradiol fue
80.4 indicando que son similares los perfiles; ademas se observo que existe baja
variabilidad en los resultados.

Tabla No. 21. Resultados de los porcentajes disueltos de la reproducibilidad en DIS006 para
estradiol.

DISOLUCION A DISOLUCION B
TIEMPO | % DISUELTO | C.V. (%) | % DISUELTO | C.V. (%)

0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0 21,3 2,2 21,2 2.2
2,0 37,0 2,2 34,8 3,1
4,0 60,3 2,9 60,7 0,9
8,0 73,3 3,1 76,6 1,8
24,0 80,2 3,1 83,3 3,0

Grafica No. 7: Reproducibilidad en equipo DIS006 para estradiol
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Resultados de reproducibilidad intraequipo DIS 007.

Se realizaron dos perfiles de disolucion consistentes cada uno de 3 celdas. Los
perfiles de disolucidén obtenidos se muestran en la grafica No. 8 y en la tabla No.
22, donde se presentan los resultados numéricos de los perfiles de disolucion.
Para realizar la evaluacion de la reproducibilidad entre los perfiles obtenidos en el
equipo DIS007, se realizo la comparacion de los datos por el método series de
tiempo debido a que en los ultimos tres tiempos de muestreo, los porcentajes
disueltos presentaban coeficientes de variacion mayores al 10%; motivo por el
cual no era valido realizar la comparacion por medio del factor de similitud.

Los datos de la comparacion de los perfiles indicaron que son similares los perfiles
de disolucion con un valor establecido de Q del 70% en un intervalo de confianza
del 95% (limite inferior de 86.70% y limite superior de 115.40%) obteniendo un
resultado inferior de 99.52 % y superior de 114.35%.

Tabla No. 22. Resultados de los porcentajes disueltos de la reproducibilidad en DIS007

DISOLUCION C DISOLUCION D

TIEMPO (h) | % DISUELTO | C.V. | TIEMPO (h) | % DISUELTO | C.V
0 0,0 0,0 0 0,0 0,0

1,0 17,3 7.6 1,0 20,2 4,3
2,0 29,0 5,4 2,0 32,5 55
4,0 52.4 5,2 4.0 54,1 12,2
8,0 66,1 8,2 8,0 65,2 17,2
24.0 71,8 7.6 24.0 71,5 16,5

Grafica No. 8: Reproducibilidad en equipo DIS007.
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Resultados de reproducibilidad intraequipo DIS 010.

La evaluacion del DIS010 se realizd con dos perfiles de disolucién consistentes
cada uno de 3 celdas con microesferas de E»: Col (1:1) del lote ME2006260.

La grafica No. 9 y en la tabla No. 23 se muestra el comportamiento de los perfiles
de disolucidn y los resultados numéricos.

Para realizar la evaluacion de la reproducibilidad entre los perfiles obtenidos en
equipo DIS010, se utilizé el método series de tiempo el cual indicod que los perfiles
son similares con un valor de Q del 70% en un intervalo de confianza del 95%
(limite inferior de 86.70% y limite superior de 115.40%) obteniendo un resultado
inferior de 93,59% y superior de 98,05%; por lo tanto estos resultados permitieron
calcular la variabilidad presente en este equipo asi como en los otros dos equipos
evaluados. 47y 4s)

Tabla No. 23. Resultados de los porcentajes disueltos de la reproducibilidad en DIS010.

DISOLUCION E | DISOLUCION F

TIEMPO % % % %
(h) |DISUELTO|C.V.|DISUELTO |C.V.
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0 20,4 1,9 19,8 4.1
2,0 36,2 1,6 34,2 11,8
4,0 57,8 4,2 55,2 54
8,0 75,7 7,2 74,2 1,3
24,0 84,1 3,4 78,8 4,7

Grafica No. 9: Reproducibilidad en equipo DIS010.
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8.3.6. Evaluacion de la reproducibilidad interequipo.

Se determindé la reproducibilidad entre los equipos DIS006 y DIS007, para
identificar si existia diferencia en los datos obtenidos entre estos disolutores.

Para la comparacion de los perfiles de disolucién obtenidos en los equipos
DIS006 y DIS007 se tomaron los resultados de la evaluacion de reproducibilidad
intra equipo, haciendo dos comparaciones con los datos de cada perfil evaluado;
donde la primera comparacion fue entre la disolucién B (DIS006) y disolucion C
(DIS007), y la segunda comparacién fue entre la disolucion A (DIS006) y
disolucion D (DIS007) donde se evaluaron microesferas de E,: Col (1:1) lote
ME2005038. Los resultados de los perfiles de disolucion comparados se muestran
en las graficas No. 10, 11 y los datos para las comparaciones fueron tomados de
las tablas No. 21 y 22 (disolucién A y B) (disolucion C y D) respectivamente.

Grafica No. 10: Reproducibilidad entre equipos DIS006 y DIS007 entre disolucién B y disolucién C.
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En la comparacion de resultados se utilizo el método series de tiempo, el cual
indica que no son similares los perfiles para la grafica No. 10 y 11, donde se utiliza
los siguientes valores como limites: Q del 70% en un intervalo de confianza del
95% (limite inferior de 86.70% vy limite superior de 115.40%) obteniendo para la
comparacion de la grafica 10, un intervalo inferior de 82.98% y superior de 86.43%
y para la grafica No. 11 el intervalo fue para limite inferior 86.33% y superior
93.53%. Observando que conforme incrementa el tiempo del desarrollo del perfil,
también aumenta la diferencia entre los porcentajes disueltos de cada
comparacion; ademas de que no existe una reproducibilidad entre equipo DIS006
y DIS007 lo cual indica que no es confiable realizar perfiles de disolucion en
DIS007 tomando como criterio la variabilidad que presentan los resultados, que
aplica para este desarrollo del método. La falta de reproducibilidad es probable
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que fuese por manipulacién del equipo; ya que el DIS007 al ser un modelo con
mayor antiguedad se manejaba de forma manual y de manera independiente cada
celda; comparado con los disolutores DIS006 y DIS010.

Grafica No. 11: Reproducibilidad entre equipos DIS006 y DIS007 empleando datos de disolucion A
y disolucion D.
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Es importante sefialar que no se realizd la reproducibilidad interequipo entre el
DIS010 y DIS006 debido a la disponibilidad del DIS010 para trabajar.

Con los datos anteriormente descritos, se logré desarrollar un método de
disolucion para microesferas de E,: Col (1:1) para producto en proceso,
evaluandose la forma farmacéutica; aun no se evaluaba en el producto terminado
cuya presentacion era la mezcla de microesferas de estradiol: colesterol con
microesferas de progesterona.

Las siguientes pruebas fueron enfocadas a la evaluacion de la disolucion en la
forma farmacéutica como producto terminado, que son microesferas de estradiol:
colesterol mezcladas con microesferas de progesterona (Ez: Col (1:1) + P4) en
una dosis de 1mg de estradiol + 30 mg de progesterona.

8.3.7. Evaluacién de la variacién de la cantidad de muestra depositada
en celda, tanto en ME E; (microesferas de estradiol) como ME P4
(microesferas de progesterona).

La variacion de la cantidad de microesferas depositada en la celda se evaluo para
determinar el efecto de la cantidad de microesferas dentro de la celda de
disolucion; ya que una mayor cantidad de muestra podria dificultar la humectacién
y el movimiento de las microesferas dentro de la celda de disolucion en el
momento en que el medio de disolucion entrara en contacto con las microesferas;
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ademas de la formacion de agregados de las mismas, lo cual puede tener un
efecto en la velocidad de liberacion ).

8.3.7.1. Evaluacion del efecto de la cantidad de muestra para
microesferas de E,: Col (1:1).

Para la evaluacién en estradiol se emplearon microesferas de E»: Col (1:1) del lote
ME2005038 empleando el disolutor DIS006, bajo las condiciones de temperatura,
flujo, tiempos de muestreo y medio de disolucion establecidos durante el
desarrollo del método de disolucion.

Las cantidades de microesferas evaluadas fueron el equivalente a 3 y 6 mg de
estradiol. La cantidad de 3 mg correspondia al equivalente de estradiol presente
en 7.3 mg de microesferas de estradiol: colesterol (1:1), que permitia tener una
buena sensibilidad para la cuantificacion de estradiol en las muestras de
disolucion. En el caso de la cantidad equivalente a 6 mg de estradiol se establecio
para poder ser pesada con precision y exactitud. La evaluacion del efecto de la
cantidad de material sobre la disolucion, se realizé en el mismo equipo empleando
3 celdas para cada condicion.

Los resultados de los porcentajes disueltos de las dos determinaciones se
muestran en la tabla No. 24 y en la grafica No. 12 donde se indica el perfil de
disolucion; observando que para la cantidad de 6 mg se presenta un coeficiente de
variacion mayor respecto a la cantidad de 3 mg; lo cual se puede atribuir a las
diferencias que pueden presentarse en humectacion por la cantidad de
microesferas colocadas dentro de las celdas.

El analisis comparativo de los resultados se analizaron por un método llamado
series de tiempo que permite calcular similitud entre perfiles cuando el C.V. es
mayor al 10% en algunos tiempos de muestreo. Los resultados de la comparacion
indican que los perfiles son similares con un criterio de aceptacion de Q= 70% en
un intervalo de confianza de 95% (86.70% - 115.40%) obteniendo un resultado
inferior de 92,47% y superior de 99,30%.

Con estos resultados se puede decir que aun cuando la cantidad equivalente a
3mg de estradiol esta por debajo de la sensibilidad de la balanza empleada, no era
posible modificar la cantidad de muestra a evaluar en el perfil de disolucién por los
resultados obtenidos en esta prueba; ademas de que la forma de pesar la muestra
era tarando el peso de la celda y después se depositaba directamente la cantidad
requerida de muestra dentro de la celda, lo cual limitaba el uso de una
microbalanza; por lo tanto la cantidad de microesferas equivalente a 3mg de
estradiol es adecuada para realizar el perfil de disolucion cuando se compara con
la cantidad de 6 mg, donde se observa mayor variabilidad en los resultados de los
perfiles de disolucion.
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Tabla No. 24. Resultados de los porcentajes disueltos para la comparacion de la cantidad de
estradiol depositada dentro de la celda de disolucion.

3mg de ME E,:Col (1:1) | 6mg de ME E2:Col (1:1)

TIEMPO (h) | % DISUELTO | % C.V. | % DISUELTO | % C.V.
0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0 21,2 2,2 21,5 0,8
2,0 34,8 3,1 33,6 7.1
4,0 60,7 0,9 56,8 12,5
8,0 76,6 1,8 71,1 12,6
24,0 83,3 3,0 79,5 11,4

Grafica No. 12: Cantidad de microesferas de estradiol depositadas dentro de la celda de
disolucion.
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8.3.7.2. Evaluacion del efecto de la cantidad de muestra para
microesferas de progesterona (P4).

Para la evaluacion en progesterona se emplearon microesferas de P4 del lote
ME2006203 empleando el disolutor DIS006, bajo las condiciones de temperatura,
flujo, medio y tiempos de muestreo establecidos durante el desarrollo del método
de disolucion.

Las cantidades de microesferas de progesterona evaluadas fueron 90, 200 y 300
mg, debido a las posibles presentaciones comerciales de microesferas de
progesterona en forma individual o como mezcla con microesferas de
estradiol:colesterol.

La primera prueba consistié en depositar 90 mg de ME P4 en tres celdas del

disolutor y en las otras tres celdas se colocé 200 mg de ME Py, lo cual se sometid
a disolucion bajo las condiciones anteriormente descritas.
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Los resultados de la comparacion de los perfiles se muestran en la tabla No. 25 y
en la grafica No. 13, en donde se presenta el perfil de disolucion para las dos
cantidades sometidas a estudio, observandose una diferencia en los perfiles de las
dos cantidades evaluadas; desde el inicio del perfil y hasta las 4h; sin embargo
para las dos determinaciones se alcanzdé en 24h un porcentaje disuelto muy
cercano.

La comparaciéon de estos dos perfiles se realizé por factor de similitud debido a
que no hay resultados promedio con coeficientes de variacion altos y por método
series de tiempo debido al resultado obtenido por fy; indicando con el calculo de f;
que los perfiles son similares con un valor de 53.2 sin embargo como el valor esta
muy proximo al limite donde no son similares; se evalu6é también con el método
series de tiempo indicando que no son similares los perfiles, con un criterio de
aceptacién de Q= 70% en un intervalo de confianza de 95% (86.70% - 115.40%)
obteniendo un resultado inferior de 79.78% y superior de 102,46%. Se tom6 como
resultado el valor obtenido por el método series de tiempo debido a que el método
hace una comparacion individual entre cada tiempo de muestreo y posteriormente
un analisis global a diferencia del analisis con factor de similitud que toma en
cuenta el calculo de los porcentajes disueltos en forma global.

Con la comparacién realizada se puede ver una diferencia en la velocidad de
disolucion que puede verse influenciada por el aumento de la cantidad de
microesferas de progesterona depositadas dentro de la celda.

Grafica No. 13: Evaluacion de la cantidad de microesferas de progesterona depositadas dentro de
la celda de disolucién: 90 mg y 200 mg.
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Tabla No. 25. Resultados de los porcentajes disueltos de la cantidad depositada dentro de la celda
de disolucién para progesterona evaluando 90mg y 200mg.

90 mg DE ME P, | 200 mg DE ME P,

TIEMPO % C.V. % C.V.
(h) |DISUELTO (%) |DISUELTO (%)

0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0 42,6 6,5 30,8 2,0
2,0 62,0 2,0 47,6 1,5
4,0 76,1 4,7 75,4 6,8
8,0 87,7 9,2 92,2 3,7
24,0 98,5 6,5 99,3 1,3

La segunda prueba consistié en depositar la cantidad de 90 mg de microesferas de
progesterona P4, en tres celdas de disolucion y 300 mg de microesferas de
progesterona P4 en las tres celdas restantes, empleando el lote ME2006203; la
prueba fue realizada bajo las mismas condiciones en las que se realizé la prueba
con 200mg de microesferas de progesterona.

En la tabla No. 26 y grafica No. 14 se puede observar que existe una disminucion
en la velocidad de disolucion y un coeficiente de variacibn mayor cuando se
depositan 300 mg respecto a 90 mg de ME P4. La diferencia en la velocidad de
disolucion es probable que se vea influenciada por el aumento de la cantidad de
microesferas de progesterona depositadas dentro de la celda, la forma en
depositar el material dentro de la celda, asi como la humectacion del mismo con el
medio de disolucion. g

Los resultados se compararon por series de tiempo; obteniendo que los perfiles no
son similares con un valor de Q de 70% en un intervalo de confianza del 95%
(86.70% - 115.40%) obteniendo un resultado inferior de 49.02% vy superior de
77,09%.

Tabla No. 26. Resultados de los porcentajes disueltos de la cantidad depositada dentro de la celda
de disolucion para progesterona evaluando 90 mg y 300 mg.

90 mg ME P, 300 mg ME P,
TIEMPO (h) | % DISUELTO ‘ C.V. (%) | % DISUELTO | C.V. (%)
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0 40,1 1,3 15,9 25,7
2,0 61,0 2,7 28,3 15,8
4,0 80,8 2,4 56,0 9,0
8,0 94,5 1,9 74,0 4,2
24,0 101,8 2,8 83,2 4,2
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Grafica No. 14: Evaluacion de la cantidad de microesferas de progesterona depositadas dentro de
la celda de disolucién 90 mg y 300 mg.
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8.3.8. Evaluaciéon de la capacidad discriminativa del método de
disolucion en microesferas de E,: Col (1:1).

Un método de disolucion debe ser capaz de identificar cambios que estén
relacionados con los activos de interés, por tal motivo fue necesario evaluar si el
método desarrollado era capaz de discriminar entre lotes que presentaran
diferentes caracteristicas de fabricacion que pudieran tener un efecto en la
velocidad de disolucion.

La evaluacion se realiz6 con dos lotes de microesferas de estradiol E;: Col (1:1), el
lote ME2006257 denominado como alta disolucion y el lote ME2006260
denominado como baja disolucion. La evaluacion se realizé solo a estradiol debido
a que este activo al ser mezclado previamente con colesterol es el que realiza el
cambio en la velocidad de disolucion como se evaluo en el punto 8.3.4; ya que las
microesferas de progesterona sin colesterol se combinan con la mezcla de
estradiol: colesterol.

Los lotes utilizados para esta evaluacion ya habian sido evaluados en su
disolucion por medio de un método de disolucidon considerado como largo, el cual
utiliza como medio de disolucion Tween 80 al 0.3%.

El porcentaje disuelto obtenido, con el método de disolucién largo fue de 79.0%

para el lote ME2006257 y para el lote ME2006260 fue de 10.5% en un perfil de
disolucion de 24h para cada lote respectivamente.
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La prueba fue llevada a cabo en el DIS010, utilizando las condiciones
seleccionadas durante el desarrollo del método, no se uso el DIS006 debido a la
disponibilidad para trabajar en los equipos de disolucién.

Los resultados del porcentaje disuelto acumulado respecto al tiempo, para
microesferas de estradiol; se muestran en la tabla No. 27 y en la grafica No. 15.
Los perfiles obtenidos demuestran que en los primeros tiempos de muestreo se
presenta una diferencia significativa en el porcentaje disuelto, corroborandose los
resultados de velocidad de disolucién previamente caracterizados con el método
de disolucion largo y posteriormente alrededor de las 24 horas de iniciado el perfil
el porcentaje disuelto para los dos lotes probados es similar.

Los resultados de los perfiles de disolucion se compararon por factor de similitud
obteniendo un valor de 38.0, con lo cual se indica que los perfiles no son similares
y que el método es capaz de discriminar entre lotes con diferentes velocidades de
disolucion.

Tabla No. 27. Resultados de los porcentajes disueltos en la evaluaciéon de la capacidad
discriminativa del método.

DISOLUCION ALTA DISOLUCION BAJA
T'E('r\]")PO % DISUELTO | C.V. (%) | % DISUELTO | C.V. (%)

0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0 42,0 9,4 20,4 1,9
2,0 61,8 5,6 36,2 1,6
4,0 75,8 5,2 57,8 4,2
8,0 83,3 4,6 75,7 7,2
24,0 83,3 4,6 84,1 3,4
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Grafica No. 15: Evaluacion de la capacidad discriminativa del método.
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8.3.9. Evaluacion de la disolucion del estradiol en la mezcla de
microesferas de estradiol colesterol (1:1) + progesterona dosis (1:30),
con el método de disolucion propuesto.

Se evaludé el método de disolucion propuesto en la mezcla de microesferas para la
dosis que se presenta como producto terminado, empleando microesferas de
estradiol: colesterol E;: Col (1:1) + P4 dosis (1:30), empleando el lote ME2005112.

Para la evaluacién de esta prueba se realizaron dos perfiles de disolucion, bajo las
siguientes condiciones: aparato IV de la USP, medio de disolucién Tween 60 al
0.5% plv, velocidad de flujo 16 mL/min + 5%, temperatura 37°C + 0.5°C, sistema
abierto; con la duracion del perfil de 24h y los tiempos de muestreo establecidos
previamente. El equipo empleado fue el DIS006 y se realizd con seis celdas cada
determinacion.

La cantidad de microesferas de estradiol: colesterol (1:1) + progesterona que se
empleé en cada celda fue 0.0974g de la mezcla; lo cual equivalia a 3mg de
estradiol y 90mg de progesterona.

Para fines de comparacién se identificaron los resultados del primer perfil de
disolucion para estradiol como G y para progesterona como |, para la segunda
disolucion se denominé al perfil de disolucion de estradiol como H y para
progesterona como J.

Se realizaron los calculos correspondientes para obtener el porcentaje disuelto;
como se muestran en la tabla No. 28 para estradiol, asi como la grafica No 16.
Con los datos obtenidos se calculd la similitud de los perfiles mediante f,
obteniendo un valor de 44.5, lo cual indica que los perfiles no son similares.
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Es importante notar que aun cuando se trata de las mismas condiciones, lote,
disolutor y analista; existe una diferencia significativa en el perfil de disolucion
denominado como G, ya que presentd un menor porcentaje disuelto respecto al
perfil de disolucion denominado como H para estradiol por lo tanto este resultado
indica que con la mezcla de microesferas de estradiol y progesterona no se
pueden obtener resultados reproducibles lo cual puede ser atribuible a que es
mayor la cantidad de muestra que se introduce en la celda al evaluar el perfil de
disolucion en una mezcla de estradiol: colesterol (1:1) + progesterona; ademas de
que el comportamiento de la muestra al entrar en contacto con el medio de
disolucion es diferente entre celda y celda (las condiciones de movimiento de la
mezcla de microesferas dentro de la celda), a la competencia que se puede
presentar dentro de la celda por el activo que se encuentra en mayor proporcion y
que es ligeramente mas soluble un activo que el otro, a las proporciones de
mezclado que se encuentran los activos; por tanto el que estd en menor
proporcion tiende a presentar mayor variabilidad.

Grafica No. 16: Perfil de disolucion de microesferas de estradiol: Col (1:1)+ progesterona
evaluando el comportamiento de estradiol.
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Tabla No. 28. Resultados de los porcentajes disueltos para estradiol en la mezcla de microesferas
de estradiol y progesterona.

PORCENTAJE DISUELTO DE ESTRADIOL

G) ME E,: Col (1:1)+P, | H) ME E,: Col (1:1)+P,
% %

TIEMPO(h) | DISUELTO | C.V. (%) | DISUELTO | C.V. (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0 12,9 1,9 16,4 2,1
2,0 20,1 5,6 28,7 2,6
4,0 37,5 9,6 54,3 3,2
8,0 59,1 5,8 74,8 5,1
24,0 65,8 3,3 80,3 4,5

8.3.10. Evaluacion de la disoluciéon de la progesterona en la mezcla de
microesferas de estradiol colesterol (1:1) + progesterona dosis (1:30),
con el método de disolucién propuesto.

La determinacién se realizé en las mismas condiciones descritas en el punto 8.3.9,
obteniendo los datos presentes en la tabla No. 29 y grafica No. 17 donde se
presenta el perfil de disolucion considerando el porciento cuantificado respecto al
tiempo.

Los resultados se compararon por series de tiempo; obteniendo que los perfiles no
son similares con un valor de Q de 70% en un intervalo de confianza del 95%
(86.70% - 115.40%) obteniendo un resultado inferior de 111.46% y superior de
123.53%.

Tabla No. 29. Resultados de los porcentajes disueltos para la evaluacion de la mezcla en
microesferas de estradiol y progesterona.

PORCIENTO DISUELTO DE PROGESTERONA
) ME E,: Col (1:1)+P, J) ME E,: Col (1:1)+P,
TIEMPO(h) | % DISUELTO | C.V. (%) | % DISUELTO |C.V. (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0
1,0 37,2 10,5 45,6 5,0
2,0 56,5 6,3 75,0 7.1
4,0 83,0 5,9 97,6 6,5
8,0 92,2 2,8 99,7 5,7
24,0 95,4 1,5 100,2 5,2
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Grafica No. 17: Perfil de disolucion de microesferas de estradiol: Col (1:1)+ progesterona
evaluando el comportamiento de progesterona.
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Como se observa en las graficas No. 16 y 17, los porcentajes disueltos de
microesferas para estradiol y progesterona se ven afectados en la velocidad de
disolucion posiblemente por la cantidad de mezcla de microesferas, lo cual
disminuye el movimiento dentro de la celda de disolucién. Otra razén es la
competencia que puede existir entre los esteroides debido a la diferencia de
solubilidades entre los activos presentes ya que la progesterona es mas soluble
respecto al estradiol, como sugieren Ping Li y Luwei Zhao, donde citan este efecto;
al senalar, que cuando dos esteroides se encuentran en solucion a diversas
concentraciones de Tween 80, existe una competencia de solubilidad entre estos
dos esteroides provocando que uno disuelva mas rapido que el otro. (s

Con los puntos anteriormente evaluados se logréo obtener las condiciones que
permiten realizar un perfil de disolucion para microesferas de estradiol en
combinacion de colesterol proporcién (1:1), para microesferas de progesterona
bajo las condiciones descritas en la tabla No. 30.

El método es robusto a cambios de concentracion del medio de disolucidon cuando
se realizan variaciones de * 0.0125% en el peso de Tween 60.

Es discriminatorio al poder diferenciar entre una materia prima micronizada de
estradiol respecto a microesferas de estradiol: colesterol (1:1).

Se evaluo la reproducibilidad intraequipo para los aparatos de disolucion IV de la

USP (DIS006, DIS007 y DIS010), encontrando que existia reproducibilidad
intraequipo utilizando microesferas de estradiol: colesterol (1:1).
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La reproducibilidad interequipo entre el DIS006 y DIS007 presento diferencias al
comparar los porcentajes disueltos de los perfiles de disolucion originando la falta
de reproducibilidad. La obtencién de perfiles de disolucion bajos en DIS007 se
atribuye a una falla en la operacion; sin embargo para fines del desarrollo del
método, no se uso el aparato; sin embargo para futuros analisis se podria solicitar
una verificacion correctiva para evaluar la posible falla y posteriormente realizar la
reproducibilidad interequipo.

Para el equipo DIS010 no se realizé la reproducibilidad interequipo, ya que fue
aparato de reciente adquisicion y a que el uso de los equipos debia cumplir con
verificaciones perioddicas; por tanto cada equipo contaba con una programacion de
uso lo cual ocasionaba usar los que estaban disponibles.

TABLA No. 30. Condiciones para realizar la prueba de disolucién.

CONDICION ESPECIFICACION
Tipo de celda Celda de 12 mm de diametro de flujo continuo para
polvos
Filtros GF/D y GF/F

Medio de disolucion  Tween 60 al 0.5%
Temperatura

37°C.

Velocidad de flujo 16 mL/min

Tiempos de Muestreo

1,2,4,8y24h
(n) Y
Sistema Abierto
Malla
w0.16 mm/d 0.12 mmyw 0.45 mm/d 0.2 mm
Aproximadamente 2g — 2.5g de perlas de vidrio de
Perlas de vidrio 1mm de diametro.

Las variaciones de la cantidad de microesferas depositadas dentro de la celda en
la cantidad evaluada, tanto de estradiol como de progesterona; indicé que pueden
afectar en gran manera la velocidad de disolucién aun cuando se trate del mismo
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lote, provocando variaciones muy grandes entre celda y celda en un perfil (grafica
No. 12 para estradiol; 13 y 14 para progesterona)

El método permitié discriminar entre dos lotes con diferentes velocidades de
disolucion para microesferas de estradiol: colesterol (1:1), para el caso de
microesferas de progesterona no se evalud, ya que esta no se mezcla con
colesterol para modificar la disolucion.

9. CONCLUSION

El desempeio del perfil de disolucién acelerado en microesferas de estradiol y
progesterona, empleando el aparato IV celdas de flujo continuo, Tween 60 al 0.5%
como medio de disolucion a un flujo de 16 mL/min £5% y 37°C £0.5°C con los
tiempos de muestreo 1h, 2h, 4h, 8h y 24h provee resultados satisfactorios para
microesferas de estradiol: colesterol (1:1), para microesferas de progesterona y es
discriminativo para microesferas de estradiol: colesterol (1:1); sin embargo no
permite obtener resultados reproducibles para la mezcla en microesferas de
estradiol: colesterol (1:1)+ progesterona (1:30).

10. SUGERENCIAS

Evaluar el impacto que tiene la pureza del Tween 60 en el perfil de disolucion; ya
que influye en la velocidad de disolucion impactando en un 10%
aproximadamente; ya que las micelas formadas por el tensoactivo pueden ser
sensibles a impurezas y electrolitos, como lo refieren algunos autores. s

Para la evaluaciéon de las microesferas de estradiol: colesterol + progesterona se
recomienda realizar pruebas empleando las celdas de disolucién de 22.6 mm de
diametro, ya que también podria influir las dimensiones de area donde se
desempefa el proceso de disolucion, lo cual podria ser una fuente de variacion
como se observo cuando se aumentaba la cantidad de muestra de microesferas
de estradiol: colesterol y microesferas de progesterona que se depositaba en la
celda; donde se presenté aumento en el coeficiente de variacion de los resultados
y disminucion de la velocidad de disolucion.

Evaluar perfiles de disolucion donde se empleen minimo 3 lotes de fabricacion en
los cuales se tengan condiciones controladas y reproducibles para el proceso de
fabricacion, tanto para los activos de forma individual, como para la mezcla de los
dos.

Realizar perfiles de disolucién evaluado de forma individual los activos con medios
de disolucién distintos (por ejemplo aumentando la concentracion de Tween 60 en
el medio de disolucion) de manera que se pudieran obtener resultados
reproducibles para la mezcla de estradiol: colesterol + progesterona.

La parte que se refiere a la reproducibilidad entre equipos es un punto que se
podria mejorar realizando una verificacion del desempefo del equipo, evaluando
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un estandar de microesferas del cual se conozca su pureza y con un tamafo de
particula similar al de las microesferas, con lo cual se puede evaluar
periddicamente los resultados obtenidos entre los aparatos IV de disolucién y asi
se determinaria la reproducibilidad entre los equipos ya que aun no existe en
farmacopea un método para calibrar el equipo.
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