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1.0 Introduccion

La produccion mundial de carne de bovino ha mantenido una ligera tendencia de
crecimiento durante los Ultimos diez afos. Para 2017 se esperaba que la
produccién se ubicara en un maximo histérico de 61.3 millones de toneladas, lo
que representaria un aumento anual de 1.4 por ciento. El aumento en la
produccién de carne de bovino ha sido impulsado por la recuperacién de la
industria ganadera en los principales paises productores, principalmente Estados
Unidos de América, asi como por la amplia disponibilidad de granos y pasturas
para la alimentacion animal. De igual manera, un mayor peso del ganado
destinado al sacrificio ha contribuido a incrementar el volumen disponible de la
carne. Se ha observado que, a nivel global, se consume todo el producto carnico
que es producido (Figura 1) y, gracias a la tendencia de crecimiento, es necesario
incorporar medidas que vuelvan mas eficiente a la produccion (FIRA, 2017).
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Figura 1. Produccién y consumo de carne de bovino a nivel mundial, 2008-
2025 (FIRA, 2017).

En México, la produccién de carne de bovino crecié a una tasa promedio anual
de 1.8 en el periodo de 2007 a 2016. Para 2017, se estima que ésta se ubique en
un maximo histoérico de 1.91 millones de toneladas, es decir, que se registre un
crecimiento anual de 1.6 por ciento. De igual manera, se espera que la industria
ganadera nacional continle con una tendencia de aumento. Se esperaba que
durante 2017 el consumo nacional aumentara a 1.8 millones de toneladas, lo que



significaria un incremento anual de 0.2 por ciento. La produccion de ganado en
México no es suficiente para cubrir con la demanda total de consumo y
exportaciones, por lo que se ha recurrido a la importacion de carne de bovino
(Figura 2). Es posible que, si se optimizara la produccion nacional, las
importaciones se verian reducidas y se tendria una ganancia mayor en la industria
ganadera (FIRA, 2017).
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Figura 2. Oferta y demanda de carne de bovino en México, 2013-2017 (FIRA,
2017).

Una de las vias para mejorar la productividad de la industria ganadera es lograr
que las hembras puedan concebir crias a una menor edad y reducir el tiempo
necesario de anestro después del parto. Lo descrito puede conseguirse al regular
hormonalmente el ciclo estral de las vacas. Esto puede facilitar o incluso eliminar
la deteccidon del estro dando paso a una inseminacion artificial con mayor
probabilidad de éxito, y al ser varias hembras, pueden realizarse todas en el
mismo periodo de tiempo. Ademas, esto permite que la calidad del ganado
aumente, pues es posible que los mismos genes de un toro genéticamente
superior sean utilizados dando como resultado adicional una reduccién del
periodo de gestacidn (Troxel, 1982).



En este trabajo se busca desarrollar un implante de formacién in-situ que libere
progesterona de manera sostenida con el propdsito de sincronizar el ciclo estral
del ganado.



2.0 Objetivos

2.1 Objetivo general

O

Desarrollar un implante de formacion in-situ para la administracion de
progesterona y realizar estudios para la caracterizacion fisicoquimica y el
perfil de liberacion del sistema obtenido.

2.2 Objetivos particulares

©)

Fabricar un implante de formacion in-situ utilizando la técnica de
dispersion solida para obtener una formulacidon de mejores caracteristicas
que aquella descrita en la patente MX/a/2015/007665.

Evaluar la reologia de la formulacion de los geles de formacion in-situ
fabricados utilizando un reémetro Hibrid Discovery HR-3 para determinar
su comportamiento viscoelastico y seleccionar el de viscosidad menor.

Determinar el contenido de farmaco en la formulacién del gel fabricado a
través de una prueba de valoracion, asi como el pH empleando métodos
quimicos para caracterizarlo.

Definir la fuerza necesaria para inyectar la formulacion utilizando un
texturémetro para determinar si su administracion es viable.

Realizar pruebas de formacién del implante a través de un modelo que
simule las condiciones acuosas del medio subcutaneo, asi como un
experimento que determine la velocidad de la formacién a través del
intercambio de disolventes para asegurar que es posible lograr la
formacion in-situ en el area de administracion.

Observar la morfologia del implante obtenido utilizando la microscopia
electrénica de barrido (SEM) para determinar su estructura
macromolecular.

Obtener el perfil de liberacion del implante de formacion in-situ utilizando
condiciones que simulen el medio subcutaneo para determinar la cinética
de liberacion del sistema.



3.0 Antecedentes
3.1 Ciclo estral bovino y su control en la industria ganadera.

Ciclo estral bovino

El ciclo estral se define como el tiempo que transcurre entre dos ovulaciones o
dos estros. El estro, cominmente referido como el dia cero del ciclo, corresponde
al tiempo en el cual una hembra puede aceptar sexualmente a un macho. En el
caso de las vacas, este ciclo tiene una duracion de 21 dias y el estro de 15 horas
aproximadamente, aunque se han reportado estros desde 6 hasta 24 horas. La
interrupcion del ciclo estral, o anestro, puede deberse a varios factores como el
embarazo, lactancia, edad, enfermedades y desérdenes hormonales e inclusive
infecciones (Troxer, Kesler, 1982).

El ciclo estral puede dividirse en dos fases principales, la primera, la fase folicular
se caracteriza por el desarrollo del foliculo, una estructura en el ovario que
contiene al 6vulo, y la produccion de estrogenos. Una vaca generalmente tiene
dos o tres grupos de foliculos en el ovario desarrollandose en cada ciclo estral,
un foliculo en cada “ola” se convierte en el foliculo dominante. Al inicio del ciclo
estral, cuando los niveles de progesterona son altos, el foliculo dominante no
sufrird ovulacion, sino que tendra una regresién y permitira que surja una nueva
ola de foliculos. La ultima ola ocurre cuando el nivel de progesterona es bajo,
entonces el foliculo dominante en vez de regresion, presentara crecimiento y se
observara una produccion aumentada de estrogenos (Troxer, Kesler, 1982).

Los altos niveles de estrégeno producidos por el foliculo dominante ocasionan
que la vaca entre en estro, o “celo”. Los signos fisicos de que el animal esta en
celo son la produccion abundante de mucosa vaginal y un incremento en su nivel
de actividad, también es posible que se presente un aumento en la vocalizacién
y que intente montar a otras vacas. Los niveles de estrégeno alcanzados también
tienen como consecuencia la estimulacion del hipotalamo para que libere la
hormona liberadora de gonadotropina (GnRH), justo antes de la ovulacién. La
GnRH provoca que la glandula pituitaria en el cerebro libere la hormona foliculo
estimulante (FSH) y la hormona luteinizante (LH) que viajan en la sangre para
llegar al ovario y regular la actividad de los foliculos (FDA.gov, 2018).

La FSH es secretada poco antes y durante el estro y ocasiona el desarrollo de una
nueva ola de foliculos en el ovario. La presencia de la LH provoca que el foliculo
dominante se rompa aproximadamente de 24 a 32 horas después, liberando al
6vulo. La ovulacion marca la transicion de la fase folicular a la fase lutea (FDA.gov,
2018).
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Durante la fase lUtea, los niveles de estrogeno disminuyen rapidamente y las
células del foliculo roto empiezan a crecer y a dividirse para formar el corpus
luteum. El cuerpo IUteo produce progesterona y si existe fecundacion, la
estructura se mantiene, ya que esta hormona es requerida para que se mantenga
un embarazo exitoso. Durante los primeros 10 dias del ciclo estral el cuerpo IUteo
madura y aumenta de tamafo al igual que la produccién de progesterona. Bajo
la influencia de las altas concentraciones de esta hormona, se presentan varias
olas de foliculos en el ovario con sus respectivas regresiones sin que ninguno
sufra ruptura, ésta solo se presentara en la siguiente fase folicular cuando los
niveles de progesterona hayan descendido lo cual ocurre después de 16 o 17 dias
si no se presenta fecundacion. Esto ocurre porque el Utero produce
prostaglandina F.a que destruye el cuerpo luteo, a esto se le conoce como
lutedlisis. Posteriormente se produce estrogeno y se libera la LH y la FSH dando
paso a una nueva fase folicular (FDA.gov, 2018).

Cuando existe fecundacién, la presencia del embrién inhibe que el Utero
produzca prostaglandina F2a por lo que los niveles de progesterona se mantienen
y el ciclo estral es interrumpido. El periodo de gestacion dura alrededor de 283
dias. La edad mas conveniente para el primer parto en una vaca es a los dos afios
por lo que debe alcanzar la pubertad y quedar prefiada a los 14 o 15 meses de
edad (FDA.gov, 2018).
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Figura 3. Ciclo estral bovino (FDA.gov, 2018)
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Control del ciclo estral y su sincronizacion en el ganado.

Las hormonas exdgenas pueden imitar a las hormonas liberadas en el ciclo estral
natural, al administrar hormonas exégenas al ganado, los productores de esta
industria pueden controlar y sincronizar el estro, asi como disminuir el tiempo
que duran los ciclos con lo que se reducen gastos de monitoreo del ciclo estral.
Ademas, es mas probable lograr la prefiez de un mayor nimero de animales.
Algunos regimenes de sincronizacion del estro pueden inducir o adelantar el
estro de animales aciclicos, o anestros. Esto Ultimo permite que una vaca entre
en celo antes de lo natural después de dar a luz, y también que un becerro
adelante su primer estro (FDA.gov, 2018).

Existen diferentes tratamientos para lograr la sincronizacién del estro en el
ganado, pero principalmente se basan en 3 clases de farmacos. Los regimenes de
tratamiento se encuentran en la tabla 2.

o Clase gonadorelina

Actdan similar a la GnRH liberada del hipotalamo en el ciclo estral. Por lo tanto,
propician la secrecion de LH y FSH promoviendo que una ola de foliculos se
desarrolle en el ovario y la ovulacién. Estos medicamentos también pueden
utilizarse para tratar quistes en el ovario (FDA.gov, 2018).

o Clase progestina

Simulan la accién de la hormona progesterona secretada naturalmente por el
cuerpo ldteo. Estos farmacos pueden suplementar los niveles de progesterona en
la vaca con el propdsito de influenciar la liberacién de FSH y LH por la glandula
pituitaria, suprimir el estro, bloquear la ovulacién y sincronizar el ciclo estral
(FDA.gov, 2018).

La sintesis de progesterona con fines terapéuticos ha progresado desde sus
inicios. Las primeras hormonas utilizadas eran extraidas de animales,
principalmente porcinos, posteriormente se encontraron precursores en la forma
de esteroides vegetales, saponinas, como la diosgenina, proveniente de las
plantas del género Dioscorea. Los avances tecnoldgicos continuaron y fue posible
sintetizar la progesterona a partir del colesterol e inclusive sin utilizar ningun
precursor, sin embargo, los rendimientos de estos procesos eran muy bajos,
alrededor del 1% (Al Jasem, Khan, Taha et al, 2014). Actualmente, se ha optado
por una opcidbn mas rentable que incluye el uso de fitoesteroides como el
sitosterol, stigmasterol, campesterol y otros analogos. A través de reacciones
enzimaticas llevadas a cabo por bacterias, principalmente del género
Mycobacterium, empezaron a sintetizarse precursores con alto rendimiento que
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posteriormente dieron paso a hormonas esteroideas al someterlos a pirdlisis en
condiciones de vacio (Al Jasem, Khan, Taha et al, 2014).

La progesterona es una hormona esteroidea, por lo que la mayor parte de su
estructura es hidrofobica, sin embargo, tiene dos grupos carbonilo que le
permiten una interaccion minima con el agua y no se ha reportado inestabilidad,
ni ionizacion, dependiente del pH. Tiene una vida media alta, de 34.8 a 55.13
horas, debido a su alta unién a proteinas plasmaticas que va del 96 al 99%. Su
metabolismo incluye glucuronidacién y sulfatacion y los metabolitos son
excretados en la orina y en la bilis (Drugbank.ca, 2018).

L)
Figura 4. Progesterona (Al Jasem, Khan, Taha et al, 2014).

A continuacidén, se presenta una tabla que contiene algunas propiedades
fisicoquimicas de la progesterona.

Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas de la progesterona (Drugbank.ca, 2018).

Propiedad Valor
Punto de fusion 121°C
Solubilidad en agua 8.81 mg/L
Log P 3.87
Log S -4.43

o Clase prostaglandina

Su actividad mimetiza a la de la prostaglandina F.a liberada por el Utero en
condiciones naturales cuando no se presenta embarazo. Los farmacos de esta
clase promueven la luteodlisis cuando el cuerpo luteo madura lo suficiente,
conllevando al reinicio del ciclo estral, sin embargo, si se utilizan en los primeros
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5 dias del ciclo, estos farmacos no presentan efecto debido a que un cuerpo luteo
inmaduro no reacciona a la prostaglandina F.a (FDA.gov, 2018).

Cabe mencionar que todos los tratamientos descritos en la tabla 2, con excepcidn
del CIDR, son formas farmacéuticas convencionales. En este trabajo se busca una
alternativa al CIDR de administracién mas sencilla y con una menor dosis de
progesterona a partir del uso de un sistema de liberacién modificada.

Tabla 2. Régimen de medicamentos para sincronizar el ciclo estral (FDA.gov,

Gonadorelina-
Prostaglandina

(gonadorelina)

2018)
Reaen Nor:nbre del Nt’lmer.o Uso secueincial con
medicamento de dosis | otro medicamento
Inyecciéon de Lutalyse o
Inyeccién Factrel 5.3 Lutalyse HighCon

(inyeccién de dinoprost
trometamina)

Estrumato

sodico)

F I li .y
G (EeneeDmimey 3 (cloprostenol s6dico)
NA T
GONAbreed (ac.etato de 3 Cloprostenol sédico
gonadorelina)
EAZI-Breed CIDR inserto
Progestina para ganadp (inserto 1 NA
intravaginal de
progesterona)
EAZI-Breed CIDR inserto Inyeccién de Lutalyse o
Progestina- para ganado (inserto 1 Lutalyse HighCon
prostaglandina intravaginal de (inyeccién de dinoprost
progesterona) trometamina)
Inyeccion de Lutalyse o
' Luta\.l}/se nghCon 1 NA
(inyeccion de dinoprost
trometamina)
Estrumato (cloprostenol
Prostaglandina sédico) L NA
ProstaMate (dl.noprost 1 NA
trometamina)
estroPLAN (cloprostenol 1. NA
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3.2 Sistemas de liberacion modificada

Una forma farmacéutica es la mezcla de una o mas sustancias con actividad
terapéutica con sustancias preferentemente inertes que en conjunto constituyen
un medicamento. Las formas farmacéuticas convencionales no ejercen control en
la liberacion de los farmacos ni del lugar donde ésta se presenta, Unicamente
obedecen especificaciones para asegurar su desintegracién en tiempos
adecuados en el caso las tabletas y capsulas. La farmacocinética en estos sistemas
inicia con la liberacién del farmaco, posteriormente se absorbe al torrente
sanguineo, llega a su sitio de accion y finalmente es eliminado, el paso limitante

es la absorcion del farmaco ya que la liberacion es inmediata (Bernad 2017).

En los sistemas de liberacion modificada, la liberacidn es el paso limitante en la
farmacocinética del farmaco ya que ésta suele ser mas lenta que su absorcién al
torrente sanguineo (Bernad, 2017). Estos sistemas presentan ventajas tanto
terapéuticas como econdmicas, las primeras incluyen a concentraciones
plasmaticas terapéuticas uniformes, reduccion de efectos téxicos y de reacciones
adversas, asi como un régimen terapéutico mas facil de seguir por los pacientes.
Las ventajas econdmicas incluyen, en algunos casos, tratamientos diarios menos
costosos, mejora de la terapia y uso racional de los medicamentos mejorado. Las
desventajas principales de estos sistemas son la flexibilidad reducida de la
dosificacion, asi como la posibilidad de llegar a concentraciones plasmaticas
tdxicas en caso de una mala administracién del medicamento, principalmente

debida al desconocimiento del paciente sobre la misma (De Haan, Lerck, 1984).

Los sistemas de liberacion modificada se enfocan en diferentes tipos de liberacion
para los farmacos. Existen diversos sistemas que pueden entrar en esta categoria
de modo que pueden clasificarse segun la cinética de liberacion que presentan o
los estimulos que los regulan; a continuacién, se explicaran brevemente algunos

de ellos (De Haan, Lerck, 1984).
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o Liberacion regulada por estimulos fisicos, quimicos o bioquimicos.

Estas formas farmacéuticas dependen de la accién de algin estimulo. Este puede
ser de naturaleza fisica y presentarse en el ambiente como la presion osmética,
hidrodinamica o de vapor o puede inducirse externamente al activar los sistemas
de forma mecanica, magnética, o usando sonoforesis, iontoforesis e hidratacion.
Los estimulos quimicos que pueden regular la liberacion pueden ser el pH,
ambiente ionico e hidrdlisis, mientras que los bioquimicos serian las enzimas (De

Haan, Lerck, 1984).
o Liberacion pulsatil

Estas formas farmacéuticas se caracterizan por liberar una dosis terapéutica de
tipo inmediata y, cierto tiempo después, una segunda dosis (De Haan, Lerck,

1984).
o Liberacion prolongada

Estos sistemas permiten que el tiempo de dosificacion sea al menos 2 veces el
convencional. La liberacion se presenta paulatinamente para permitir que se

presente un efecto terapéutico en un tiempo determinado (De Haan, Lerck, 1984).
o Liberacion retardada

El farmaco no es liberado de forma inmediata después de la administracién. El
periodo de latencia es mucho mayor que el de una forma farmacéutica
convencional. Sin embargo, no se altera la concentracion plasmatica maxima ni

el tiempo de vida media del farmaco (De Haan, Lerck, 1984).
o Liberacion sostenida

Cuando se presenta este tipo de liberacion, los sistemas se caracterizan por liberar

una dosis del farmaco suficiente para que se presente la actividad terapéutica y
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posteriormente una dosis menor que permite mantenerla por un periodo

especifico (De Haan, Lerck, 1984).

Una de las estrategias mas utilizadas para lograr una liberacién controlada en
formas farmacéuticas, debido a su costo y facilidad de fabricacion, es el uso de
sistemas matriciales. Las matrices contienen al principio activo uniformemente
disperso y sus caracteristicas estan determinadas por el polimero que las
constituye. Segun las mismas, estos sistemas se caracterizan en inertes, también
denominadas plasticas o insolubles, hidrofilicas y lipofilicas (Costa, Arancibia,

Aiache, 2004).

Las matrices inertes forman una red soélida porosa compuesta de sustancias no
toxicas, que no pueden metabolizarse o disolverse en el medio donde se alojaran
en su administracién in-vivo. Dependiendo de esta Ultima puede ser que su
eliminacion sea por el tracto gastrointestinal de forma integra o que sea necesario
removerlas en el caso de una administracion parenteral. La liberacién que
presentan es de tipo difusion y depende de la solubilidad del farmaco, los
excipientes y el tamafio de los mismos, la forma y el area superficial del sistema

(Costa, Arancibia, Aiache, 2004).

Polimero

Matriz Cargada Matriz vacia

o,

Liberacion por difusion

Farmaco

Figura 5. Liberacion de un farmaco a partir de una matriz polimérica inerte
(Costa, Arancibia, Aiache, 2004).
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Las matrices hidrofilicas se conforman de uno o mas polimeros que actlian como
agentes gelificantes y un farmaco relativamente soluble. Cuando el sistema entra
en contacto con los liquidos corporales, se hidrata e hincha formando una capa
de gel que aumenta de espesor conforme el agua difunde al interior del mismo,
posteriormente se erosiona y disuelve totalmente. La liberacion se presenta por
difusién. Sus ventajas incluyen su baja dependencia a las condiciones
fisicoquimicas y fisioldgicas, la disponibilidad de excipientes y la capacidad de
crear microambientes de pH seleccionado para controlar la solubilidad del

farmaco y por lo tanto su liberacién (Costa, Arancibia, Aiache, 2004).
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Figura 6. Liberacion de un farmaco a partir de una matriz polimérica hidrofilica
(Costa, Arancibia, Aiache, 2004).

Las matrices lipidicas son constituidas por glicéridos, acidos y alcoholes grasos,
ésteres de acidos grasos y ceras principalmente ademas del principio activo
liposoluble y algunos otros excipientes. Estos compuestos presentan
biocompatibilidad bastante aceptable y sensibilidad a algunas enzimas y pH's. Su
liberacion se presenta principalmente debido a procesos de erosion y en caso de
que exista en la formulacién algun formador de poros, de difusion en menor

medida (Costa, Arancibia, Aiache, 2004).
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Matriz cargada

Bl a0 Matriz erosionada

Difusion

Farmaco

Figura 7. Liberacion de un farmaco a partir de una matriz polimérica lipofilica
basada en Costa, Arancibia, Aiache, 2004.

Cuando las matrices son administradas por via parenteral, es posible que estos

sistemas sean usados como implantes.
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3.3 Implantes

Estos sistemas comenzaron su desarrollo en los afios 30's por el equipo de
Danckwerts con la busqueda de un nuevo sistema de liberacion sostenida
implantable administrado por via subcutanea. Desde su publicacién, se
incrementd el interés general por estas formas farmacéuticas y sus estudios y
demanda crecieron a una tasa anual del 14% hasta 1998. Estos sistemas han sido
considerados cuando de desea una liberacién de principio activo controlada y

continua por un periodo largo (Rajgor, Patel, Bhaskar, 2011).

Las caracteristicas ideales de estos sistemas incluyen la estabilidad ambiental,
biocompatibilidad, esterilidad, bioestabilidad, disminucién de la frecuencia de
dosificacion, que sea posible eliminarlo del paciente y, por supuesto, bajo costo
y facilidad de produccién. Sus principales ventajas son principalmente un
incremento en la eficacia de la terapia y de su eficiencia, la disminucién de las
dosis y efectos secundarios, principalmente los sistémicos, liberacion en el sitio
de accion, posibilidad de tener terapias de una duracion de semanas a meses y
manutencién de los niveles plasmaticos deseables y administracién prolongada
de farmacos con tiempos de vida media cortos. Sin embargo, también existen
factores que pueden presentar desventajas para los sistemas implantables como
son la posible toxicidad de sus componentes o rechazo fisioldgico, dolor,
dificultad para interrumpir la administracion del farmaco y, en ciertos casos, la

necesidad de una microcirugia para administrarlos (Rajgor, Patel, Bhaskar, 2011).

La liberacion de principio activo en los implantes puede regularse principalmente

por tres mecanismos:
o Control de hinchamiento
o Bombeo osmético

o Difusion
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Los sistemas implantables pueden ser clasificados como biodegradables o no-
biodegradables dependiendo del polimero por el cual estén compuestos.
Algunos implantes no-biodegradables estan compuestos de siliconas u otros
plasticos como el EVA (acetato de vinil-etileno), poliuretanos y algunos hidrogeles
de acrilatos. Con lo que respecta a los polimeros usados en implantes
biodegradables, se tiene al acido poli-lacticoglicdlico o PLGA que se hidroliza
produciendo acido lactico y acido glicélico. También se ha investigado el uso de
policarbonatos con derivados de tirosina (Arps, 2013) y de copolimeros de lactide

y caprolactona (Solanki, Thakkar, Jani, 2010).

Existen varios tipos de sistemas implantables, pero los mas comunes son los de
tipo reservorio y las matrices. Los sistemas tipo reservorio consisten en un nucleo
compacto del principio activo recubierto por una membrana no biodegradable.
Su grosor y permeabilidad determinan la velocidad de difusion del farmaco al
sistema. La cinética de liberacion de este sistema sugiere que, si la concentracion
del farmaco en el reservorio esta en equilibrio con la superficie interna de la
membrana, ésta es de orden cero. Sin embargo, estos implantes presentan ciertos
inconvenientes, entre ellos esta la necesidad de aplicar microcirugia para poder
retirarlo del paciente, y el riesgo de que la membrana se rompa liberando toda la
dosis que contienen provocando que se presenten concentraciones plasmaticas
toxicas del principio activo. Cabe mencionar la existencia de sistemas
biodegradables de esta naturaleza, sin embargo, no son los mas comunes. En
estos casos, se utiliza una membrana polimérica que tardara mas en degradarse
que el tiempo que le toma a la dosis completa de PA difundir (Rajgor, Patel,

Bhaskar, 2011).

Los sistemas matriciales son utilizados para implantes tanto biodegradables
como no-biodegradables dependiendo del polimero que se seleccione para su
formulacién. La cinética de liberacion es principalmente debida al mecanismo de

difusién, pero no es constante de formulacion a formulacion y depende de la
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fraccion del volumen del principio activo disuelto, entre mayor sea, la liberacion
se ve incrementada (Rajgor, Patel, Bhaskar, 2011). En los sistemas biodegradables
es importante tener en cuenta la velocidad de la erosion de la matriz para que no
influya sin control en la liberacién del farmaco, asi como las variaciones en el area
de contacto que se presentaran por lo que es necesario el uso de formas
geométricas en el disefio del implante (Rajgor, Patel, Bhaskar, 2011). Ademas, es
importante considerar que las alteraciones en el medio in-vivo pueden acelerar o
frenar la erosion de estos sistemas. Algunos ejemplos son el pH y la temperatura

(Rajgor, Patel, Bhaskar, 2011).

Sistema reservorio Sistema matricial no biodegradable
Polimero
b PA PA disperso

Polimero
PA difundiendo
PA difundiendo

Figura 8. Liberacion de PA en sistemas reservorio y matricial basada en “Figure
1" (Rajgor, Patel, Bhaskar, 2011).

Otros tipos de implantes que se han investigado y utilizado son los de bombeo.
Hasta el momento, se han creado varios sistemas de bombeo, entre ellos se
encuentran el de infusion, el peristaltico, osmotico, desplazamiento positivo y

microbombas de liberacion controlada (Rajgor, Patel, Bhaskar, 2011).

Los implantes se han usado para el tratamiento de diversos padecimientos como
lo son la diabetes, dolores crénicos, poliartritis, cancer y el glaucoma. También se

22



han empleado en el control de la natalidad y en estudios de hipertension y
adiccion a narcoticos (Rajgor, Patel, Bhaskar, 2011). Hasta el momento se ha
hablado de los implantes que son formados previa administracion al paciente, sin
embargo, existen sistemas implantables que pueden formarse in-situ una vez que

son administrados en el area de interés que suele ser el tejido subcutaneo.
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3.3.1 Implantes de formacion in-situ

Los implantes de formacién in-situ tienen como ventaja una administracion
sencilla, ya que pueden inyectarse al estar en fase liquida, en comparacion con

los implantes pre-formados y comparten sus otras ventajas y desventajas.

Estos sistemas ingresan al organismo en una formulacion liquida, cuando ésta se
expone a diversos estimulos el polimero sufre una transicion sol-gel con lo que
se forma el implante en el area deseada. Los estimulos pueden ser fisiologicos,
cambios fisicos en el biomaterial o reacciones quimicas (Nirmal, Bakliwal, Pawar,

2010).

Los estimulos fisiologicos incluyen principalmente a los cambios de temperatura

y de pH. A continuacién, se describira brevemente cada uno de ellos.
o Sistemas regulados por la temperatura.

Los implantes de formacién in-situ termosensibles son probablemente los mas
estudiados entre los sistemas de liberacion modificada que son regulados por un

factor ambiental (Nirmal, Bakliwal, Pawar, 2010).

El rango ideal de temperaturas criticas para la transicién sol-gel, es entre la
ambiental y la fisioldgica. Si el sistema tiene esta caracteristica, no es necesario el
uso de una fuente externa de calor. Existen tres tipos de sistemas regulados por
temperatura: negativamente termosensibles, positivamente termosensibles y

termorreversibles (Nirmal, Bakliwal, Pawar, 2010).

Los primeros estan formados de polimeros con una temperatura inferior critica
de solucion, LCST (low critical solution temperature), baja, usualmente menor a la
corporal de modo que al encontrarse a temperatura ambiente, por debajo de su
LCST el polimero se encuentra disuelto, pero cuando éste se sobrepasa, precipita
al pasar de tener caracteristicas hidrofilicas a hidrofdbicas. Este es el caso de la
poli-iso-propilacrilamida (PNIPAAm). También se utilizan algunos Pluronics®

debido a su capacidad de formar geles termosensibles como consecuencia de un
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cambio en su empaquetamiento micelar, pasando de un estado de menor a

mayor orden con el incremento de temperatura (Nirmal, Bakliwal, Pawar, 2010).

Los geles positivamente termosensibles tienen una temperatura superior critica
de solucion, UCST (upper critical solution temperature), alta de modo que cuando
se enfria por debajo de la misma las redes de polimero tienden a hincharse. Los
polimeros utilizados en este sistema incluyen al acido poliacrilico, poliacrilamida

y poli-butil-co-acrilamida metacrilato (Nirmal, Bakliwal, Pawar, 2010).

Los geles termorreversibles por su parte sufren transiciones sol-gel no
permanentes, mientras se encuentran a temperatura ambiente se encuentran
liquidos y al encontrarse a temperatura corporal presentan gelificacion. Los
polimeros mas utilizados para su fabricacidén son ciertos Pluronics®, Tetronics®

poloxameros (Nirmal, Bakliwal, Pawar, 2010).
o Sistemas regulados por el pH.

Todos los polimeros empleados para la formulacidn de estos sistemas contienen
grupos acidos o basicos expuestos que aceptan o liberan protones en respuesta
a los cambios de pH ambientales. Los hidrogeles tienden a hincharse cuando el
pH incrementa siempre y cuando su polimero tenga varios grupos anidnicos, pero
disminuye si prevalecen los grupos catiénicos. La mayoria de los polimeros con
una cantidad importante de grupos anidnicos son derivados del acido poliacrilico
(carbomeros, Carbopol®). También las soluciones de polivinilacetal
dietilaminoacetato de baja viscosidad a pH 4 forman hidrogeles a pH neutro. Se
han reportado mezclas del acido poliacrilico con HPMC para implantes oculares.
También se han logrado fabricar estos sistemas al incorporar a la formulacién con
los polimeros ya mencionados acido metacrilico y PEG (Nirmal, Bakliwal, Pawar,

2010).

Otros estimulos que pueden regular la transicion sol-gel son los cambios fisicos

en el biomaterial como el hinchamiento y el intercambio de disolventes.
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o Sistemas regulados por el hinchamiento del polimero

Este cambio fisico ocurre cuando el material absorbe agua del medio circundante
y se expande para ocupar un espacio mayor. Un polimero que puede utilizarse
para formular estos sistemas es el 18-19 glicerol mono-oleato miverol, que es un
lipido polar que se hincha en agua para formar estructuras de cristales liquidos
liotropicos. Tiene caracteristicas bioadhesivas y puede ser degradado por enzimas

(Nirmal, Bakliwal, Pawar, 2010).
o Sistemas regulados por el intercambio de disolventes.

Al administrarse en la zona deseada, el solvente de estas formulaciones difunde
en el medio y el polimero, al ser insoluble en medio acuoso, precipita o solidifica
dando paso a la formacién de una matriz polimérica. Un polimero que puede ser

utilizado es la N-metilpirrolidona (NMP) (Nirmal, Bakliwal, Pawar, 2010).

El gel de formacion in-situ fabricado para este trabajo se rige por este mecanismo
para su formacion y el polimero utilizado es un copolimero de acido metacrilico,

Kollicoat® MAE 30 DP, soluble en etanol e insoluble en agua.

La formacién de geles in-situ por estimulos quimicos implica el entrecruzamiento

idnico, el enzimatico y la fotopolimerizacion.
o Sistemas regulados por el ambiente iénico.

Los polimeros pueden experimentar una transicion de fase dependiendo de la
presencia de ciertos iones, un ejemplo son algunos polisacaridos. Mientras que la
k-carragenina forma geles rigidos y fragiles en respuesta a una pequeia cantidad
de K*, la i-carragenina forma geles elasticos en presencia de Ca®*. La goma gellan
disponible comercialmente como Gelrite® es un polisacarido anidnico que
presenta gelificacion en presencia de cationes mono y divalentes, incluyendo
Ca?*, Mg?*, K* y Na*. La gelificacion de las pectinas de bajo metoxilacién puede
ser provocada por cationes divalentes, especialmente Ca®*. Del mismo modo, el

acido alginico se gelifica en presencia de cationes divalentes y polivalentes como
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el Ca®* debido a la interaccion con el acido gulurénico presente en las cadenas

de alginato (Nirmal, Bakliwal, Pawar, 2010).
o Sistemas regulados por la accién enzimatica

A pesar de no haber sido estudiados ampliamente, se cree que estos sistemas
son mas ventajosos que aquellos regulados por reacciones quimicas y
fotoquimicas. Una de las principales ventajas es la ausencia de monomeros e
iniciadores. Una aplicacidon de estos sistemas es la liberacidon pulsatil de insulina
dependiente de estimulo. Este implante esta formado por un polimero cationico
sensible a pH que contiene insulina y glucosa oxidasa de modo que se hincha
cuando hay un aumento en los niveles de glucosa sanguinea (Nirmal, Bakliwal,

Pawar, 2010).
o Sistemas cuya transicion sol-gel se debe a la fotopolimerizacion.

La formulacion debe incluir mondmeros o el macromero reactivo y el iniciador.
Esta se inyecta en un tejido y se aplica un campo de radiacién electromagnético
para formar el gel. Los grupos funcionales polimerizables como los acrilatos u
otros similares se usan tipicamente como los grupos polimerizables en los
mondmeros 'y macromeros individuales porque rapidamente presentan
fotopolimerizacion en presencia del fotoiniciador adecuado. Tipicamente se
emplean longitudes de onda larga y visibles, las longitudes de onda ultravioleta
cortas no se usan a menudo porque tienen penetracion limitada al tejido y son
biolégicamente dafinas. Una cetona, como 2,2 dimetoxi-2-fenilo acetofenona, a
menudo es utilizada como el iniciador de la foto-polimerizacion ultravioleta,
mientras que los iniciadores de canforquinona y etil eosina son a menudo
utilizados en sistemas de luz visible. Estos sistemas pueden formularse de tal
modo que sean degradados por procesos quimicos o enzimaticos, también

pueden ser diseflados para liberaciones prolongadas in-vivo.
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Los sistemas fotopolimerizables son fotocurados in-situ con la ayuda de cables
de fibra 6ptica, después de ser administrados al sitio deseado mediante su
inyeccion, y libera el medicamento por un tiempo prolongado. Las foto-
reacciones proporcionan tasas de polimerizacion rapidas a temperatura
fisiologica. Ademas, los sistemas se adaptan facilmente a formas complejas y

pueden formar implantes con estas mismas (Nirmal, Bakliwal, Pawar, 2010).

Algunos otros ejemplos de polimeros utilizados para la fabricacion de implantes

de formacion in-situ se mencionan en la tabla 3 (Nirmal, Bakliwal, Pawar, 2010).

Tabla 3. Polimeros utilizados en implantes de formacién in-situ.

Polimero Estimulo

Pectinas lones Ca%* (Dumitriu S, Vidal PF, Chornet E., 1996)

Temperatura (Kawasaki N, Ohkura R, Miyazaki S, et al.

Xiloglucano
1999)

Temperatura y iones (Crescenzi V, Dentini M, Coviello T.
Goma gellan
1990).

Acido alginico lones (Sechoy O, Tissie G, Sebastian C, et al, 2000)

Goma Xantana pH (Al-Shamklani A, Bhakoo M, Tuboku MA, et al, 1991)

pH y temperatura (Chenite A, Chaput C, Wang D, et al,

Quitosano
2000)
pH, intercambio de disolventes (Ismail FA, Napaporn J,
Carbémeros
Hughes JA, et al, 2000)
Poloxameros Temperatura (Kabanov A, Batraoka E, Alakhov V, 2002)
Polimeros
Varios (Hatefi A, Amsden B, 2002)
sintéticos
Acido metacrilico pH, intercambio de disolventes (BASF, 2010)
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3.4 Caracterizacion

3.4.1 Inyectabilidad

La inyectabilidad es un parametro clave de desempefio de cualquier forma
farmacéutica destinada a la administracion parenteral. Este se refiere a la facilidad
que posee un inyectable terapéutico para pasar a través de una aguja
hipodérmica durante la inyeccién. En el caso de que no sea adecuada, es posible
que se presenten problemas en la administracion, por ejemplo, dolor en el
paciente, e inclusive formulaciones disfuncionales. Por tanto, esta prueba es
primordial, principalmente en formulaciones viscosas y de comportamientos no
newtonianos (Allahham, Mainwaring, Stewart, et al. 2004).

La inyectabilidad incorpora informacion acerca de la presién o la fuerza requerida
para realizar la inyeccidon, constancia de flujo y taponamiento de la aguja. Este
parametro puede ser afectado por la geometria de la aguja, es decir, el diametro,
longitud y forma de la apertura de la misma, ya que la tasa de corte aumenta
conforme disminuye el tamafio de aguja. Cabe mencionar que entre mas delgada
sea la aguja, sera necesario aplicar una mayor fuerza, aunque como ventaja se
tiene que la incomodidad del paciente disminuye, tal es el caso de las plumas y
otros auto-inyectores (Cilurzo, Selmin, Minghetti, et al. 2011).

En 1979 fue propuesto un método para determinar la inyectabilidad de
formulaciones parenterales al medir el tiempo requerido para inyectarla en una
muestra de carne bajo condiciones especificas de presion para un sistema de
jeringa-aguja predeterminados. Para medir la fuerza necesaria para la inyeccion,
se utilizd un dinamdémetro o un redmetro de microcapilaridad unido a un
dinamdmetro. Eventualmente se desarrolld un instrumento que se basaba en
tener una presion constante de nitrogeno que movia una placa de metal que
empujaba el émbolo de una jeringa. Estos estudios reportaron que la
inyectabilidad estaba relacionada con la velocidad de inyeccidon y la viscosidad
del producto (Cilurzo, Selmin, Minghetti, et al. 2011).

Estas pruebas también se han realizado inyectando las formulaciones en aire y
posteriormente comparando los resultados con la facilidad de inyeccion in-vivo
(Cilurzo, Selmin, Minghetti, et al. 2011).

Recientemente también se han hecho pruebas de inyectabilidad utilizando
texturometros con programas de compresion fijando la velocidad de empuje de
la celda. La fuerza aplicada por este equipo en la prueba de inyectabilidad se
disipa de tres maneras: sobrepasar la resistencia inicial del émbolo de la jeringa,
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impartir energia cinética al liquido y forzar al mismo a pasar a través de la aguja.
Ademas, es importante considerar que existira una resistencia mas cuando la
administracion sea subcutanea o intramuscular (Rungseevijitprapa, Bodmeier,

2009).

7

4 Celda de carga
|
77 77777
Jeringa con
muestra
‘ Recipiente
: receptor

Figura 9. llustracion de un sistema para medir fuerza modificado de

Rungseevijitprapa, Bodmeier, 2009.
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3.4.2 Reologia

Eugene Bingham, un quimico que se dedicé al estudio de los coloides, acufié por
primera vez el término "reologia”. La reologia tiene como propédsito extender las
disciplinas clasicas de elasticidad y mecanica de fluidos newtonianos para
comprender el comportamiento mecanico de materiales que no pueden ser
descritos con las teorias clasicas (TA Instruments, 1964).

Los fluidos estructurados son algunos de los sistemas que conciernen a la
reologia. Estos se refieren a aquellos materiales que se componen por mas de
una fase como el caso de las suspensiones, emulsiones y espumas, y cuyas
propiedades de flujo son dominadas, en general, por las interacciones entre los
constituyentes dando como resultado comportamientos complejos de fluidez (TA
Instruments, 1964).

Existen muchos factores que afectan la estabilidad de los compuestos fluidos,
entre ellos se encuentra la viscosidad, tamafio de particula, su forma y
concentracion, asi como las interacciones de las mismas con el medio dispersante.
Cuando la dispersiéon se encuentra estable, se forma una estructura en el sistema
que puede romperse al aplicar movimiento en forma de corte, el cual, al aumentar
su velocidad, disminuye la viscosidad. A este fendbmeno se le conoce como
adelgazamiento de flujo y se ve mas pronunciado cuando la proporcion de
volumen de particulas sélidas aumenta en el sistema. Algunos sistemas pueden
presentar un incremento en la viscosidad al aumentar la velocidad de corte
debido a que no se rompe la estructura interna, sino que sufre re-arreglos, y a
este fendmeno se conoce como engrosamiento de flujo (TA Instruments, 1964).

Existen varios tipos de comportamiento de flujo que pueden presentar los fluidos
estructurados, a continuacion, se describiran algunos de ellos.

o Flujo de Bingham

Bingham demostrd que, para muchos fluidos reales, es necesario alcanzar un nivel
critico de estrés para poder iniciar el flujo. Debajo de este estrés critico, Ty, el
material se comporta como un sélido, absorbiendo la energia del estrés sin fluir.
Una vez que se ha alcanzado el umbral del estrés critico, el material cede al flujo,
a esto se le conoce cono limite de fluencia. Los materiales que exhiben flujo
newtoniano mas alla del limite de fluencia llevan el nombre de fluidos de Bingham
(TA Instruments, 1964).

o Flujo plastico

La mayoria de los materiales no presentan un flujo newtoniano después de
sobrepasar el limite de fluencia, sino que tienen una viscosidad que disminuye o
adelgaza hasta que se alcanza una meseta (TA Instruments, 1964).
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o Flujo pseudo-plastico

A los materiales no tienen un limite de fluencia, pero aun asi tienen un
comportamiento no linear, se les conoce como pseudo-plasticos. Estos fluyen
inmediatamente cuando se les aplica tension, pero muestran un comportamiento
adelgazante al aumentar la velocidad de corte. Entre los materiales que presentan
este comportamiento, se encuentran la mayoria de las soluciones de polimeros
(TA Instruments, 1964).

o Flujo dilatante

También se le conoce como engrosamiento a la tasa de corte, y es un fendmeno
en el cual los materiales aumentan su viscosidad tras ser sometidos a agitacion y
a incrementos en la velocidad de corte. En algunos casos son suspensiones
densas de particulas solidas en un medio fluido, en el cual se genera un espacio
mayor entre las particulas durante la agitacion. Este comportamiento suele ser
resultado de la inestabilidad del material y de los re-arreglos de estructura o
separacion de fases (TA Instruments, 1964).

o Flujo tixotropico

Para muchos materiales fluidos, la viscosidad es independiente del tiempo, y
Unicamente es una funcion de la velocidad de corte y la temperatura. Sin
embargo, para las dispersiones concentradas, la viscosidad no alcanza un valor
constante durante cierto tiempo tras la aplicacidon de tensidén o velocidad de corte.
Este estado estacionario depende de la estabilizacidén de las estructuras internas
de la red que pueden romperse por corte y requiere tiempo para reconstruirse.
Se alcanza una meseta estable en la viscosidad siempre y cuando se haya
establecido un equilibrio entre la ruptura de la estructura y la reconstruccion. Al
cesar la velocidad de corte que causé el desequilibrio, el material reforma su red
interna y la viscosidad se recupera. El término utilizado para describir este
fendbmeno es tixotropia (TA Instruments, 1964).

o Flujo reopéctico

La viscosidad del fluido tixotropico disminuye conforme avanza el tiempo cuando
se tiene una velocidad de corte constante, mientras que la viscosidad de un fluido
reopéctico aumenta bajo una accion de corte impuesto. Un fluido reopéctico tal
como una suspension densa de particulas de latex o plastisoles se gelificara
cuando se agite, pero si se le permite reposar, volvera a su baja viscosidad original
(TA Instruments, 1964).

Existen varias técnicas que se emplean para la determinacion de la reologia de
los materiales, entre ellas se encuentran las pruebas de reologia oscilatoria y de
flujo de cizalla simple.
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La reologia oscilatoria es un término general que incluye diversas técnicas que
tienen como propdsito caracterizar y cuantificar la presencia, rigidez e integridad
de la estructura interna de un material como resultado de la floculacion e
interaccién de particulas o gotas dispersas con el medio, o de la reticulacion y
enredo de polimeros disueltos. Las pruebas de reologia de oscilacién suelen
llevarse a cabo con fuerzas muy bajas, a menudo significativamente por debajo
del punto de fluencia de una muestra.

En el caso de las pruebas que utilizan flujo de cizalla oscilatoria y de cizalla simple,
al inicio se utiliza una fuerza paralela que es lo suficientemente baja para
preservar la estructura de la muestra, pero a medida que avanza la prueba, el
esfuerzo aplicado aumenta, provocando la interrupcion final de la estructura, que
se manifiesta como una disminucion de la elasticidad y de la rigidez (Rheology
School, 2013).
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3.4.3 Morfologia microscopica del implante de formacion in-situ de progesterona.

Existen diversas técnicas para realizar la caracterizacion morfolégica de un
implante, por ejemplo, para observar las microestruturas es posible utilizar
microscopia de campo claro y para determinar la cristalinidad puede usarse la
difraccién de rayos X, sin embargo, para observar la morfologia de la superficie
del implante puede utilizarse microscopia electronica de barrido (SEM) (Wakhet,
2014).

o Microscopia electrénica de barrido (SEM)

Los instrumentos para SEM se componen de dos partes principales: la consola
electronica y la columna de electrones. La consola electronica contiene
interruptores que permiten hacer ajustes en el instrumento como el filamento de
corriente, la aceleracion de voltaje, enfoque, magnificacion, brillo y contraste
(Cheney, 2005).

La columna de electrones (Figura 10) es donde el haz de electrones se genera al
vacio, se enfoca a un diametro pequefio y se escanea a través de la superficie de
una muestra mediante bobinas de deflexion electromagnética. La parte inferior
de la columna se llama camara de muestras. El detector de electrones secundario
se encuentra por encima de la plataforma de la muestra dentro de la camara. Las
muestras se montan y fijan a la plataforma que se controla con un gonidometro.
Los controles de la etapa manual se encuentran en el lado frontal de la camara
de la muestra y permiten el movimiento x-y-z, rotacion de 360° e inclinacion de
90° sin embargo no es necesario utilizar todos los controles manuales, porque
Unicamente la inclinacion no puede ser controlada a través del sistema
informatico (Cheney, 2005).

Es importante contar con un sistema de vacio en la columna de electrones con
una presion de al menos 5x10™ Torr por diversos motivos. Uno de ellos es que el
filamento emisor de electrones alcanza temperaturas alrededor de los 2700 K
cuando se le incide corriente y se puede oxidar y quemar en presencia de aire a
presion atmosférica. Otro motivo es que el sistema 6ptico de la columna requiere
un ambiente libre de polvo para trabajar correctamente. Ademas, si existen
particulas de polvo en la columna, éstas pueden interceptar a los electrones
evitando que lleguen a la muestra. Por lo general, para asegurar las condiciones
de vacio, las columnas cuentan con dos o mas bombas de vacio. Existen diferentes
sistemas de vacio y algunos generan presiones mayores que otros por lo que
dependiendo de la naturaleza de la muestra, puede seleccionarse una u otra
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columna. Las de vacio variable, menor, suelen utilizarse para muestras con mala
conductividad, baja densidad o inclusive himedas.
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Figura 10. Columna de electrones de SEM modificada de Cheney, 2005.

La resolucién que alcanzan estos microscopios se encuentra alrededor de los 25

angstroms. El uso de electrones permite, no solo una excelente resolucién, sino
que las interacciones entre ellos con la muestra proveen de una variedad de
sefiales que proporcionan informacién acerca de las caracteristicas y superficie
de la muestra (Cheney, 2005).

En la microscopia electrdnica se utilizan dos tipos de sefiales para visualizar la
estructura: electrones secundarios (SEl) y electrones retrodispersados (LABE). Los
electrones secundarios son resultado de la colision inelastica y la dispersion de
los electrones con los electrones de la muestra. Se caracterizan por tener energias
menores a 50 eV y se utilizan para revelar la estructura superficial de los
materiales con una resolucion de aproximadamente 10 nm o inclusive mejor
(Cheney, 2005).

Los electrones retrodispersados son el resultado de una colision elastica y un
evento de dispersion entre los electrones incidentes y los nlcleos o electrones de
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la muestra. Los electrones retrodispersados pueden generarse mas lejos de la
superficie del material y permiten resolver el contraste topografico y el contraste
numérico atdmico con una resolucion de mas de 1 micra. Si bien hay varios tipos
de sefales que se generan a partir de una muestra bajo un haz de electrones, la
sefial de rayos X es la que se utiliza usualmente para el microscopio electrénico
de barrido. La sefial de rayos X es el resultado de interacciones de recombinacion
entre los electrones libres y los espacios positivos de electrones que se generan
dentro del material. La sefial de rayos X puede originarse desde mas abajo en la
superficie de la muestra y permite la determinacion de la composicion elemental
a través del analisis EDS (espectroscopia de rayos X de energia dispersiva) de
sefiales de rayos X caracteristicas (Cheney, 2005). Para obtener mejores imagenes
a veces se recurre a usar tanto la informacion de los electrones secundarios como
la de los retrodispersados y a esto se le conoce como LEI.

Existen tres parametros principales que controlar para obtener imagenes
satisfactorias en una microscopia de barrido. La primera es la aceleracion del
voltaje, entre mayor sea este se obtendra una mejor resolucion, pero se perdera
claridad de estructuras, los bordes se veran demasiado marcados y la muestra
sufrira mas dafio, entre menor sea se tendra peor resolucion, pero sera posible
tener mejor claridad en la superficie de las estructuras sin ocasionar tanto dafio a
la muestra, por lo que debe elegirse la adecuada para cada material. La
aceleracion de voltaje puede ir de 200 V a 30 kV y a partir de 15 kV se considera
un voltaje alto (Cheney, 2005).

30 kV
Figura 11. Mismo material a diferentes aceleraciones de voltaje modificada de
Cheney, 2005.

Otro parametro es la distancia de trabajo que se refiere a la posicion del detector
con respecto a la muestra. Al aumentar la resoluciéon se mejora la resolucién, pero
se pierde profundidad de campo. Por lo tanto, una distancia de trabajo adecuada

36



suele estar alrededor de 10 mm para mantener buena profundidad de campo y
buena resolucién (Cheney, 2005).

-
1/ A

- ~
‘4A AN

10 mm
Figura 12. Mismo material a diferentes distancias de trabajo (Cheney, 2005).

El Gltimo parametro es el tamafo del punto que restringe basicamente la
corriente del haz y por lo tanto causara compensaciones de brillo y contraste,
mientras mas aumenta se pierde resolucion y profundidad de campo, pero es
importante que se permita el paso de corriente necesario para que se vean
claramente las imagenes (Cheney, 2005).

oK
600 micrones 200 micrones
Figura 13. Mismo material a diferentes tamafios de punto (Cheney, 2005).
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3.4.4 Liberacion

Las pruebas de disolucion in-vitro juegan un papel importante en el desarrollo de
la formulacién del farmaco y el control de calidad. Se puede utilizar no solo como
una herramienta para controlar la consistencia y la estabilidad de los productos
farmacoldgicos, sino también como una forma relativamente rapida y econémica
para predecir la liberacion y absorcién in-vivo de un farmaco en alguna forma
farmacéutica en especifico (Karuppiah, 2012).

Los aparatos 1y 2 de la FEUM han sido utilizados ampliamente para realizar las
pruebas de liberacion de diversas formas farmacéuticas de liberacion modificada.
Es importante que las condiciones de la prueba sean parecidas a las de la zona
de liberacion in-vivo por lo que se ha recurrido al empleo de soluciones
amortiguadoras de cierto pH, concentracion osmotica, etc. La temperatura y
velocidad de agitacion también influencian enormemente la disolucién de los
farmacos por lo que debe controlarse (Karuppiah, 2012).

Es necesario que el sistema se encuentre en condiciones “sink”, es decir, que el
volumen del medio sea de 5 a 10 veces mayor al volumen minimo requerido para
disolver toda la dosis del farmaco con el propdsito de evitar que exista saturacion
y que ésta altere su disolucion y, por lo tanto, la liberacion.

La mayor parte de los perfiles de disolucion no muestran comportamientos que
se acoplen ecuaciones lineares por lo que se han desarrollado varios modelos
matematicos, algunos empiricos, que permiten la interpretacion de los mismos.
También es importante poder evaluar la similitud entre perfiles de disolucion para
asegurar que se tiene una liberacion controlada en la forma farmacéutica, para
esto, se pueden llevar a cabo diversos tratamientos matematicos como los analisis
de varianza y las pruebas de factores de similitud “f" (Zhang, Huo, Zhou, et al.
2010).

El complemento de Excel DDSolver tiene como proposito facilitar el modelado de
datos de disolucién utilizando métodos de optimizacion no lineal basados en una
biblioteca de modelos incorporada que contiene cuarenta modelos de disolucion,
simplificar la tarea de evaluar la similitud entre perfiles de disolucion utilizando
varios enfoques populares, y acelerar el calculo, reducir los errores del usuario y
proporcionar una forma conveniente de informar los datos de disolucion de
forma rapida y facil (Zhang, Huo, Zhou, et al. 2010).
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4.0 Metodologia

Los diagramas se realizaron siguiendo la metodologia propuesta por Dianne
Galloway en el libro Mapping Work Processes de ASQ (American Society for

Quality)

4.1 Fabricacién del gel

Se pesa la progesterona y los demas excipientes dependiendo de la cantidad de
gel que se desea preparar siguiendo las proporciones indicadas en la Tabla 4.

Se prepara la dispersion solida fundiendo el PEG 6000 a 70°C en una caja Petri
usando una parrilla de calentamiento. Posteriormente, se adicionan los
componentes de la formulacién indicados en la Tabla 5. dependiendo del gel que
se desee preparar, se agita con una varilla de vidrio para dispersar y se retira de
la fuente de calentamiento. Se deja enfriar a temperatura ambiente y después se
resguarda a una temperatura de 4°C por 1 hora. Transcurrido este tiempo se
muele finamente utilizando un mortero, se coloca en un matraz volumétrico del
volumen adecuado y se afora con la mezcla de etanol:agua. Inmediatamente se
almacena en un contenedor de vidrio ambar. En el caso del gel PPG, el Kollicoat®
MAE 30 DP se dispersara etanol:agua y se colocara en el matraz volumeétrico antes
de adicionar la dispersion sélida molida. Es importante resaltar que siempre que
se trabaje con progesterona es necesario evitar su exposicion a la luz para evitar
su degradacion.

Tabla 4. Formulacién de los geles de formacién in-situ de progesterona.

Componente Informacion Composicion
Progesterona NA 10%
PEG 6000 Fluka Chemika, Suiza 20%
Kollicoat® MAE 30 | Basf, Alemania
3%
DP
EtOH:H>0 75:25 Etanol: Analitika, México Cbp
Tabla 5. Composicion de los diferentes geles de formacion in-situ.
Componentes en
Gel Componentes en la DS EtOH:H.O
i Ninsune PEG 6000, Kollicoat® MAE
30 DP y progesterona
PK PEG 6000 y Kollicoat® MAE 30 DP | Ninguno
PPG PEG 6000 y progesterona Kollicoat® MAE 30 DP
PPGK PEG 6000, Kollicoat® MAE 30 DP y Ninguno
progesterona
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inicio Identificacion de materias Pesado de materias primas
primas: (Tabla 4):

Progesterona Progesterona
PEG 6000 PEG 6000
Kollicoat® Mae 30 Kollicoat® Mae 30
DP DP
Etanol absoluto Etanol absoluto
Agua desionizada Agua desionizada

Preparativos

) Dispersar con una varilla de vidrio
Fundir PEG 6000 a 70°C en los componentes de la formulacion

una caja Petri utilizando una necesarios para el gel que se desee
parrilla de calentamiento. (10 fabricar (Tabla 5).

min aproximadamente)

—
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Resguardar a 4°C por una hora. Moler finamente con el mortero
(5 min aproximadamente).
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©
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19}
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©
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Hacer una mezcla EtOH:H,O con Colocar DS en  matraz
una proporcién 75:25. volumétrico y aforar con mezcla

EtOH:H>O

Almacenar inmediatamente en
contenedor de vidrio ambar a
temperatura ambiente.

Fabricacién del gel

Importante: La progesterona es un farmaco fotosensible por lo que es

imperativo trabajar en condiciones que eviten su exposicion a la luz.

Figura 14. Esquema del proceso de fabricacién de los geles de formacion in-situ.
Se resaltan en rojo los puntos criticos del proceso.

4.2 Reologia

Se midieron las propiedades reoldgicas de los diferentes geles (Tabla 5) y de cada
uno de los excipientes de la formulacion a la concentracion indicada en la Tabla
4 utilizando la mezcla de etanol:agua como vehiculo. Las mediciones se realizaron
en un redbmetro de esfuerzos controlados Hybrid Discovery HR-3 usando una
geometria de cilindros concéntricos. El intervalo lineal utilizado para las lecturas
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de viscosidad fue de 0.1 (1/s) a 200 (1/s) a 25 °C con los flujos tanto de cizalla
oscilatoria como de cizalla simple. Estos flujos estan en el intervalo de
observacion de las pruebas mecanicas realizadas para una administracién con
jeringa de acuerdo con las condiciones previamente determinadas por nuestro
grupo de trabajo.

Preparar 10.0 mL de soluciones/dispersiones de los excipientes
de manera individual utilizando la mezcla de etanol:agua como

vehiculo.

Preparativos

Colocar geometria de

Tomar muestras de 10.0 mL de los

geles PK, PPG y PPGK cilindros  conceéntricos
' en el redbmetro.

Ajustar parametros:
Intervalo lineal 0.1 (1/s) a
200 (1/s)
25°C
Flujo de cizalla simple y
oscilatoria.

Encender equipo y
calibrarlo.

prueba de reologia.

Establecer condiciones para la

Colocar las muestras e iniciar Determinar viscosidad y
pruebas. comportamiento viscoelastico.

Ejecucion de la prueba

Figura 15. Esquema del proceso de evaluacion de la reologia de los geles de
formacién in-situ y de sus excipientes.
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4.3 Valoraciéon

Se realizé la validacion para la cuantificacion de progesterona en el gel fabricado
con DS de PPGK utilizando un espectrofotometro AIS DTOOOCE-130 acorde a la
Guia de Validacion para Métodos Analiticos del Colegio Nacional de QFB's
(Anexos 1y 2). Las pruebas realizadas fueron precisién, especificidad y linealidad
del sistema, y exactitud, repetibilidad, linealidad y precision del método.

Para la valoracion se fabricaron 5 lotes diferentes del gel PPGK de 5.0 mL cada
uno. Posteriormente, se colocaron en matraces volumétricos de 50.0 mL y se
aforaron con metanol QP Quimica Alvi México, después se hizo otra dilucion para
llegar a una concentracién final de 50 pg/mL. Las muestras se midieron a una
longitud de onda de 263.05 nm utilizando un espectrofotometro AIS DTOOOCE-
130 y los datos obtenidos se interpolaron en su respectiva curva de calibracion
(Anexo 2, Figura 55).

E I Tomar muestras Colocar cada uno de los geles en un
§ Inicio de 5.0 mL del gel matraz volumétrico de 50.0 mL y
E PPGE. aforar con metanol.

=]

[
=
-6
i Tomar una alicucta de 10 plL ¥y

E_ colocarla en un matraz voluméincoo
E.iL‘-_J de 10.0 mL y aforar con metanol.
Medir 2 263.05 nm Interpolar datos en la curva de calibracion
= correspondiente (Anexo 2, Figura 55)
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=

©
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Importante: La progesterona es un farmaco fotosensible por lo que es

imperativo trabajar en condiciones que eviten su exposicion a la luz.

Figura 16. Esquema del proceso de valoracion de los geles de formacion in-situ
DS de PPGK.
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4.4 Determinacion del pH

Se prepararon 5 geles de formacion in-situ con DS de PPGK y se diluyeron en una
relacion de 1:2 con la mezcla etanol:agua (Tabla 4). Se midi6 el pH a temperatura
ambiente con un potenciometro Thermo ELECTRON CORPORATION ORION 3
STAR pH Benchtop.

% Inicio Tomar muestras de 5mL Preparar una mezcla EtOH:H,O con
é de 5 geles PPGK. una proporcién 75:25.
o

(]

©

C . .

g Diluir geles con mezcla de

£ EtOH:H,O en relacion 1:2.

o

g

o

C

© .

S T Medir pH a temperatura ]

é o ambiente. —

g7

<)

=

Figura 17. Esquema del proceso de determinacion del pH de los geles de
formacién in-situ DS de PPGK.

4.5 Inyectabilidad

Se armé una estructura para mantener fija una jeringa de plastico BD de 25.0 mL
con aguja 32G x 1/2" utilizando pinzas de tres dedos y dos soportes universales.
El esquema general se ilustra en la Figura 18. Se utilizd6 un texturometro
MultiTest™ 1-{ con una celda de carga de 50 N y se utilizd un programa de
compresion del sistema Emperor™ Force Testing System de MECMESIN FORCE &
TORQUE TEST SOLUTIONS. La velocidad se ajusté a 50 mm/min, la rotura al 100%,
la carga maxima a 40 N y el desplazamiento a 60 mm. La prueba se realizd a
temperatura ambiente. Se determind la fuerza necesaria para inyectar 8 muestras
del gel de formacién in-situ con dispersion sélida de PPGK en aire. Como blanco
se determiné la fuerza necesaria para desplazar el émbolo de la jeringa vacia
después de hacer la calibracién del instrumento.
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Celda decargaS0ON

Plato superior
de geometrla
Jeringa de
25.0 mL con
aguja 32G x1/2"
Colector de
muestra

Plato inferior
de geometrla

Figura 18. Esquema del arreglo de la jeringa en el texturometro basada en “Figure

1" (Allaham, Mainwaring, Stewart, et al. 2004)
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Colocar la jeringa de
plastico de 25.0 mL en
las pinzas de tres dedos.

Alinear dos soportes universales y

colocarles las pinzas de tres dedos.

Ajustar la geometria a la base del
texturometro y a la celda de carga de

Colocar el contenedor
receptor en la base de

50 N que a su vez se coloca en la parte ..
la geometria inferior.

superior del texturometro.

Armado del soporte y montaje
del equipo

Encender equipo e iniciar
programa Emperor™ Force Testing : .
System de MECMESIN FORCE & * Velocidad 50 mm/min
TORQUE  TEST  SOLUTIONS. e R

Seleccionar programa de Carga maX|'ma 40 N
compresion. Desplazamiento 60 mm

Ajustar parametros:

Establecer condiciones para la
prueba de inyectabilidad

Establecer blanco realizando una Realizar 8 mediciones con las
medicion con la jeringa vacia en muestras  de  gel PPGK
aire. inyectandolas en aire.

Determinar  fuerza maxima
aplicada y restar el valor de la
fuerza maxima del blanco.

Ejecucion de la prueba

Figura 19. Esquema del proceso de medicién de la inyectabilidad de los geles de
formacién in-situ DS de PPGK.

4.6 Formacion del implante

Se inyectd 1 mL de gel con dispersion sélida de PPGK en una gelatina de
grenetina al 2.5% contenida en un tubo de ensayo y se observé la formacién del
gel. Al dia siguiente, se retird el implante ya formado, se coloc6 en un fondo claro
y se describio fisicamente.
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Preparar 10,0 mL de
gelatina de grenetina al
2.5% y vaciar 4.0 mL en un
tubo de ensave.

Tomar muestra de 5.0

Inicio
de gel PPGK.

Preparativos

Resguardar a temperatura ambiente

Inyectar 1.0 mL del gel PPGE.
ryectar Ml del gel P toda la noche.

Formacion del gel

Retirar el implante ya formado. Describirlo fisicamente.

Figura 20. Esquema del proceso de evaluacion de la formacién de los geles de
formacion in-situ DS de PPGK.

4.7 Velocidad de intercambio de disolventes

Se coloco 1 mL del gel DS de PK en un tubo de ensayo de diametro 0.5 cm y se
coloco invertido en un vaso de precipitados con agua y colorante rojo fresa
(Drogueria Cosmopolitan, México), se observé la formacion del gel y, por lo tanto,
la difusion del etanol en el medio y del agua en el gel, es decir, el intercambio de
disolventes. El experimento fue cronometrado durante 70 min, al finalizar el
tiempo, se midié la zona roja en el gel con la ayuda de una regla.
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En un vasc de precipitados
de 500 mL lleno de agua
desionizada, colocar una
punta de espatula de
colorante rojo  fresa y
mezclar.

Inicio Tomar muestra de 5.0 mlL

de gel PPGE.

Preparativos

Sumergirlo de forma invertida en el
vaso de preapitados con agua y
colorante rojo fresa.

Colocar 1.0 mL de gel PPGK en
un tubo de ensayo con
diametro de 0.5 cm.

Cronometrar por 70 min. Medir zona roja en el gel con
ayuda de una regla.

Determinacian de la velocidad
de intercambio de disoheentes

Importante: Repetir el protocolo un total de 5 veces.

Figura 21. Esquema del proceso de evaluacion de la velocidad de intercambio de
disolventes en los geles de formacion in-situ DS de PPGK.

Figura 22. Esquema del experimento de intercambio de solventes.
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4.8 Morfologia microscopica del implante de formacion in-situ de progesterona.

Se inyectaron los geles de DS de PK y DS de PPGK en gelatina de grenetina al
2.5% y 3 dias después se retiraron los implantes ya formados, se les hicieron
cortes y las muestras se sometieron a liofilizacion, previa congelacion con
nitrégeno liquido, a -45°C durante 16 horas, posteriormente, las muestras fueron
recubiertas con oro con el equipo JEOL FINE COAT ION SPUTTER JFC-1100. Se
obtuvieron las imagenes con la técnica de microscopia de barrido electrdnico,
SEM, por sus siglas en inglés y se utilizd el microscopio JEOL JSM-7600F a 10.0

KV.
(%]
S
2 Preparar 10.0 mL de
< altaite Tomar muestra de 5.0 mL P8 :
s de ael PPGK gelatina de grenetina al
s 9 ' 2.5% y vaciar 4.0 mL en un
tubo de ensavo.
o
(@)]
o
_g Inyectar 1.0 mL de gel PPGK Resguardar a temperatura
2 en la gelatina. ambiente por tres dias.
@©
£
o
L
Retirar el implante ya formado.
!
o
*tqn'_,' Realizar cortes para obtener una C o
g . ongelar muestras con nitrogeno
g muestra de tamafio adecuado para la liquido a -45°C
Ko microscopia electronica de barrido. :
S
C
0
) o , .
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Figura 23. Esquema del proceso de la evaluacién de la morfologia microscépica
de los implantes de formacion in-situ DS de PPGK y DS de PK.
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4.9 Liberacion in-vitro

Se utilizo el Aparato 1 de la FEUM, el disolutor era el SR8PLUS de la marca Hanson
Research, EUA. Como medio se utilizaron 900 mL de una solucién de agar al 0.5%
y SDS al 0.25% como indica la FDA para mantener condiciones “sink”. El medio se
mantuvo a 39.0 + 0.5°C, con agitacion de 75 rpm por dos dias. Se evalud la
liberacion de 1.0 mL de gel con DS de PPGK. Los tiempos de muestreo se indican
en el anexo 4. La toma de muestra se realizé con una jeringa de 5.0 mL con aguja
de 33G x 1/2" en el borde del vaso a 5 cm de profundidad aproximadamente, el
tamafo de la muestra fue de 5.0 mL. El bafio de agua se cubri6é con tela negra
para evitar el contacto, y por lo tanto la degradacién, de la progesterona con la
luz. Las muestras tomadas se colocaron inmediatamente en viales color ambar.
Para la extracciéon de progesterona del medio de disolucion se adicionan al vial
5.0 mL de metanol, se agita y se deja reposando por 2 horas, posteriormente se
filtran usando embudos de filtracion rapida y papel filtro. Finalmente se leen a
250.22 nmy los datos obtenidos se interpolan en la curva patrén obtenida en la
validacion del método de cuantificacién de la prueba de liberacion (Anexo 3,
Figura 61).

Previamente se realizaron pruebas para ver la estabilidad del principio activo en

el medio de disolucion y también para determinar la eficacia del método de
extraccion, los resultados se encuentran en el Anexo 4.
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Preparar 7 L de medio de

Inicio
disolucién utilizando agua
desionizada, SDS 0.25% y Establecer condiciones de
S Agar 0.5%. la prueba en el Aparato 1 de
= disolucién:
g e 900 mL de medio
g e 39.0+0.5°C
Tomar 10.0 mL de gel PPGK. e 75rpm
:S Inyectar 1.0 mL del gel PPGK en las canastillas por
8 orificio en la parte superior, cuando las mismas ya Comenzar agitacion
§ estén sumergidas en el medio de disolucion.
w
o
3
g Tomar muestras de 5.0 mL en los tiempos Restituir medio en
a mostrados en el anexo 4 y almacenarlas en cada toma de muestra.

viales de vidrio ambar.

Adicional 5.0 mL de metanol a los Esperar 2 horas y después filtrar

viales con muestra y agitar. con papel filtro y embudos de
filtracién rapida.

Leer a 250.22 nm e interpolar

datos en curva de calibracion
(Anexo 3, Figura 61)

Procesamiento y lectura de la
muestra

Importante: La progesterona es un farmaco fotosensible por lo que es

imperativo trabajar en condiciones que eviten su exposicion a la luz.

Figura 24. Esquema del proceso de la prueba de liberacion de los geles de
formacién in-situ DS de PPGK
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5.0 Resultados y discusion

5.1 Fabricacién del gel

Se obtuvieron 3 geles a partir de dos dispersiones sélidas diferentes (Tabla 5). A
continuacion, se presenta una tabla donde se hara la comparacion visual de las
suspensiones obtenidas.

Tabla 6. Descripcion visual del gel de la patente MX/a/2015/007665 y de los
geles de formacion in-situ fabricados con diferentes dispersiones solidas.

Dispersion Apariencia
solida

Ninguna Suspension con sedimento muy dificil de re-suspender (cake),

(Patente) adherencia alta del farmaco a las paredes del vial.
PPG Suspension con sedimento dificil de re-suspender, adherencia

media del farmaco a las paredes del vial contenedor.
PPK Suspensiéon con sedimento facil de re-suspender y baja
adherencia del farmaco a las paredes del vial contenedor.

Los resultados indican que, al utilizar la técnica de dispersion sélida, el polimero,
PEG 6000 y la progesterona presentaron un cambio en su interaccion con los
disolventes, lo cual mejord la estabilidad de la suspension evitando la formacion
del “cake”, sedimento casi imposible de re-suspender, presente en la formulacion
original sin ninguna dispersién sélida.

La técnica de dispersion sélida permite mejorar la interaccion de un farmaco
hidrofobico con su medio acuoso gracias a que puede mejorar la solubilidad de
los mismos. Esto se debe a que la progesterona cambia de estado cristalino a
amorfo, ademas, se disminuye el tamafio de particula, dando como consecuencia
un incremento en el area superficial, y a que aumenta la humectabilidad del
farmaco debido a la naturaleza hidrofilica del PEG 6000 (Nikghalb, Singh, Singh,
2012).

La transicién de estado cristalino a amorfo se debe a que el farmaco, el PEG 6000
y el copolimero de acrilatos recristalizan en conjunto, evitando la formacion de
estructuras cristalinas. Las moléculas en su forma amorfa son mas solubles ya que
la energia necesaria para romper los enlaces es menor que la necesaria en las
cristalinas (Taylor, Zografi, 1997). Las estructuras amorfas tienen una cantidad
mayor de energia interna que las cristalinas por lo que no se requiere energia
adicional para que formen interacciones con las moléculas de disolventes,
favoreciendo su disolucion (Singh, Van den Mooter, 2016).
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5.2 Reologia
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Estudio reoldgico de PEG 6000 disuelto en una mezcla
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Figura 26. Estudio reologico de Kollicoat® MAE 30 DP dispersado
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mezcla 75:25 de EtOH:H>0 usando flujo de cizalla
oscilatoria.
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Figura 27. Estudio reologico de una dispersién sélida de PEG 6000
con Kollicoat® MAE 30 DP dispersada en una mezcla 75:25 de
EtOH:H>0 usando flujo de cizalla oscilatoria.
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Figura 28. Estudio reoldgico de una dispersion solida de PEG 6000 con
Progesterona dispersada en una mezcla 75:25 de EtOH:H>0 con
Kollicoat® MAE 30 DP usando flujo de cizalla oscilatoria.
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Figura 29. Estudio reologico de una dispersion sélida de PEG 6000
con Progesterona y Kollicoat® dispersada en una mezcla 75:25 de
EtOH:H>0 usando flujo de cizalla oscilatoria.

En las pruebas en las que se utilizd un flujo de cizalla oscilatoria se obtuvieron
comportamientos viscoelasticos muy similares (Figuras 25-29) donde se tiene un
predominio del moédulo viscoso sobre el elastico sin importar la frecuencia
angular empleada. El médulo viscoso representa la energia que se pierde en el
sistema al aplicar una fuerza paralela a la muestra mientras que el modulo elastico
se refiera a la cantidad de energia que se almacena en el sistema. Al ser mayor la
pérdida de energia que su almacenamiento, los sistemas fluyen. Por lo tanto,
todas las muestras analizadas se consideran como fluidos con propiedades
viscoelasticas. Esto sugiere que se trata de fluidos estructurados que pueden o
no tener comportamiento newtoniano.
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Figura 30. Estudio reoldgico de PEG 6000 disuelto en una mezcla 75:25 de
EtOH:H.0O usando flujo de cizalla simple.
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Figura 31. Estudio reologico de Kollicoat® MAE 30 DP disuelto en una mezcla
75:25 de EtOH:H20 usando flujo de cizalla simple.

En las figuras 30 y 31 se observa que la viscosidad de los excipientes en
disoluciones independientes es constante sin importar la velocidad de corte
aplicada cuando se utiliza un flujo de cizalla simple, es decir, se comportan como
fluidos newtonianos.
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Figura 32. Estudio reoldgico de una dispersion sélida de PEG 6000 con
Kollicoat® MAE 30 DP dispersada en una mezcla 75:25 de EtOH:H>0 usando
flujo de cizalla simple.
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Figura 33. Estudio reoldgico de una dispersion solida de PEG 6000 con
Progesterona dispersada en una mezcla 75:25 de EtOH:H20 con Kollicoat®
MAE 30 DP usando la técnica de corte con cizalla simple.
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Figura 34. Estudio reoldgico de una dispersion sélida de PEG 6000 con
Progesterona y Kollicoat® dispersada en una mezcla 75:25 de EtOH:H20
usando la técnica de corte con cizalla simple.

Cuando se aplico un flujo de cizalla simple a los sistemas fabricados con
dispersiones solidas se observé que en la muestra libre de progesterona (Figura
33), la viscosidad es constante sin importar el aumento de la velocidad de corte
por lo que su comportamiento es newtoniano. Sin embargo, al adicionar la
progesterona a los sistemas (Figuras 33 y 34), la viscosidad es adelgazante al flujo,
es decir, disminuye conforme aumenta la velocidad de corte. Este
comportamiento no newtoniano es caracteristico de los fluidos estructurados y
se debe a la existencia de interacciones fisicoquimicas entre la progesterona y el
disolvente. El sistema fluyd inmediatamente en cuanto se aplicd tension
resultante del aumento de la velocidad de corte, por lo que se trata de una
suspension pseudo-plastica (TA instruments, 1982). Por lo tanto, las
formulaciones s6lo deben agitarse para re-suspender la progesterona, pero este
movimiento no afectara el llenado de la jeringa ni su inyectabilidad. Estas dos
Unicamente dependeran de las propiedades de la aguja, de la jeringa y de la
viscosidad de las suspensiones (Runseevijitrprapa, Bodmeier, 2008).

57



Tabla 7. Viscosidad de los geles de formacién in-situ empleando en su
fabricacion diferentes dispersiones solidas.

Formulacion

Viscosidad (cP)

Original sin DS 384.9-104.9
DS de PPG 351.45-39.95
DS de PPGK 83.80-22.68

El gel que presentd menor viscosidad fue el fabricado con la dispersion sélida
hecha con PEG 6000, progesterona y Kollicoat® MAE 30 DP. Una baja viscosidad
permite mejores propiedades de inyectabilidad con menor dolor de aplicacion
(Runseevijitrprapa, Bodmeier, 2008). Ademas, es gracias a la menor viscosidad
que fue posible obtener una mejor re-suspensiéon y menor cantidad de farmaco
adherido a las paredes del contenedor (Tabla 6) por lo tanto, se seleccioné esta

formulacion para llevar a cabo el resto de los estudios.
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5.3 Valoracion

Tabla 8. Resultados de la prueba de valoracion a 5 muestras del gel de DS de

PPGK.
Muestra Absorbancia Porcentaje de PG Especificacion
presente (%) 90%<%PG<110%
1 0.88 108 Cumple
2 0.832 102 Cumple
3 0.782 9% A
4 0.827 101 Cumple
5 0.761 93 A
X NA 100 Cumple

La farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos en su décima edicion indica que
las suspensiones que deban administrarse por via parenteral a forma de inyeccion
deben tener un porcentaje del farmaco que se encuentre en el intervalo de (90-
110)% con respecto a la indicada en el marbete, y en este caso, a la indicada en
la patente MX/a/2015/007665. Al administrarse el gel de formacion in-situ se
encuentra en forma de suspensidn por lo que este criterio se ajusta
perfectamente. Todas las muestras analizadas del gel con DS de PPGK cumplen
con las especificaciones e indica que tienen la cantidad adecuada de principio
activo en la formulacion. En el caso de que el contenido de farmaco no hubiera
sido el de la dosis adecuada, pudieron haberse presentado 3 situaciones criticas.
La primera, en el caso de una dosis menor a la indicada, seria que no se alcance
la dosis terapéutica y que, por lo tanto, no se libere la progesterona necesaria
para alterar el ciclo estral de la vaca, la segunda, en el mismo escenario, seria que
la liberacién de progesterona no se presentara el tiempo suficiente con la
consecuencia ya descrita. El tercer caso seria que la dosis de progesterona fuera
mayor a la adecuada conllevando a la aparicién de efectos tdxicos de la
progesterona en el animal. En esta prueba se observéd en todas las muestras un
contenido adecuado de farmaco por lo que las pérdidas ocasionadas por la
adherencia del mismo en el envase primario son insignificantes.
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5.4 Determinacion del pH

Tabla 9. Pruebas de la medicion de pH de 5 muestras del gel de DS de PPGK.

Muestra pH
1 5.3
2 5.7
3 5.1
4 5.5
5 5.4
X 54+0.2

El pH de las muestras del gel es ligeramente acido. El pH de la subdermis se
encuentra alrededor de 7.4 (Dickson, Sharp, 1985) sin embargo, como la mayoria
de los fluidos corporales poseen capacidad amortiguadora, es posible utilizar
formulaciones parenterales con pH's incluso menores al obtenido mientras sean
uni-dosis, es decir, que no haya una infusién constante de la forma farmacéutica
(Remington, 2000).

El tener un pH constante indica que ninguno de los componentes de la
formulacion sufri6 un proceso de degradacién y que no tiene sustancias
contaminantes (Patel, 2010). La degradacion de los componentes puede,
adicionalmente, resultar en alteraciones de la distribucion de tamafio de particula,
entre mas amplia sea la misma, la suspensién tendera a formar dos fases.

El mantener un pH adecuado, permite una mayor estabilidad para la suspension
evitando la formacion de sedimentos de dificil re-suspension y el crecimiento de
cristales (Patel, 2010).

El copolimero de acrilatos empleado en la formulacion, Kollicoat® MAE 30 DP, es
soluble en medio acuoso a pH acido, por lo que se encuentra disuelto antes de
la administracion, posteriormente, al entrar en contacto con un medio de pH
mayor, 7.4 (Dickson, Sharp, 1985), el polimero puede precipitar y formar el
implante. La progesterona no es una molécula que sea afectada por el pH del
medio, es decir, no se ioniza, y no se reporta inestabilidad o descomposicion a
algun pH por lo que se mantiene activa al pH de la formulacién (Spectrum
Laboratory Products INC. 2013).
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5.5 Inyectabilidad
Tabla 10. Resultados de la prueba de inyectabilidad del gel con DS de PPGK.

Muestra Fuerza (N)

Blanco 4.8

1 304

2 28.1

3 29.8

4 30.3

5 28.5

6 29.7

7 28.6

8 29.8
Promedio 29.4
Desviacion estandar 0.9

cv 29 %

Los datos obtenidos con esta prueba fueron reportados sustrayendo los 4.8 N
correspondientes al blanco. Se reporté la fuerza maxima registrada por el
texturometro para cada una de las muestras (Anexo 5) y en todos los casos, ésta
se localizd en el intervalo de 26 a 50 N por lo que se considera que es posible
inyectarlo a un ser vivo (Runseevijitrprapa, Bodmeier, 2008). Cabe mencionar que
no se mostrd taponamiento de la aguja en ninglin momento.

Se ha demostrado que el flujo de un fluido a través de un tubo estrecho, como
puede ser una jeringa, puede ser descrito a partir de la ecuacion de Poiseuille, sin
embargo, esto solo es valido para fluidos newtonianos, esto se debe a que en la
ecuacioén se considera que la viscosidad del fluido (n) es constante y, por lo tanto,
la presion que se aplicara para su inyeccion sera directamente proporcional
(Runseevijitrprapa, Bodmeier, 2008).

8QnL

AP = P2 — P1 = —
Inr

Figura 35. Ecuacion de Poiseuille.

En los fluidos no newtonianos la viscosidad no es constante y puesto que el gel
evaluado presenta un flujo pseudo-plastico (Figura 34), este sistema no se adhiere
a la ecuacion de Poiseuille. Por lo tanto, es imposible determinar la fuerza de
inyectabilidad necesaria a partir de la viscosidad por lo que es importante realizar
esta prueba para evitar tener una suspension imposible de inyectar o que lastime
al animal durante la administracion (Runseevijitrprapa, Bodmeier, 2008.
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5.6 Formacion del gel

B

Figura 36. Gel DS de PPGK formado en grenetina al 2.5% en el medio "A" y
después de haberse formado “B".

El gel formado fue sélido, opaco, de color blanquecino-amarillo sin sedimento
del farmaco. Su textura fue lisa y mostré un comportamiento elastico al ejercer
presidon manual, es decir, recuperaba su forma original después de dejar de
ejercerla. Estas caracteristicas indican que es posible la formacion del implante en
el sitio de aplicacion. Esta estructura alojara al farmaco y permitira su liberacion
sostenida. El implante esta formado por un copolimero de acido metracrilico
insoluble en agua y soluble en etanol por lo que el vehiculo de la formulacién es
una mezcla de etanol-agua. Cuando la formulacién entra en contacto con el
medio inicia un intercambio de disolventes. Es decir, el etanol difunde y el
polimero entra en contacto con el agua y precipita formando un implante sélido
de densidad menor a la del agua por lo que flota. Debido a esta Ultima
caracteristica, en este experimento fue necesario el uso de un medio semisolido
que retrasara la ascension de la suspension a la superficie del medio lo que, a su
vez, permiti6 que un area de contacto mayor de la suspensién estuviera
disponible por mas tiempo para permitir la difusion del etanol y favorecer la
formacién del gel (Phaechamud, Jantadee, Mahadlek, et al. 2017) dando como
resultado un implante de morfologia adaptable a su contenedor, en este caso,
cilindrica.
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5.7 Velocidad de intercambio de disolventes.

Figura 37. Difusion del etanol de la
suspension del gel de formacion in-situ en un
medio acuoso con colorante rojo fresa.

Tabla 11. Velocidad de intercambio de disolventes en el gel de formacion in-situ.

Muestra 1 2 3 4 5 Promedio

Distancia (mm) 70 80 80 80 70 76.00 + 5.58
Velocidad 1 1.14 1.14 1.14 1 1.09 + 0.08
(mm/min)

Tabla 12. Tiempo de formacion del gel.

Tiempo para formar un

Velocidad (mm/min) Velocidad (mL/min) gel de 5 mL (min).

1.09 0.09 58.40

En este experimento es posible observar la velocidad a la cual ocurre el
intercambio de disolventes, mientras el etanol contenido en la formulacién, que
permite que el copolimero se encuentre disuelto, se difunde al medio, el agua
difunde en la suspensién entrando en contacto con el polimero permitiendo la
precipitacién del mismo y la formacion de un gel sélido tipo matriz (Phaechamud,
Jantadee, Mahadlek, et al. 2017). Durante el experimento, se observo que la
velocidad de difusion no era constante, al inicio del mismo fue mayor vy
paulatinamente disminuy0. Esto se debio a que, conforme se formo el gel, éste
creo una barrera que retardo la penetracion del agua en el sistema y la salida de
etanol del mismo como se ha observado anteriormente (Phaechamud, Jantadee,
Mahadlek, et al. 2017). El dato de velocidad de difusion es relevante porque
permite pronosticar el tiempo que le puede tomar a una dosis terapéutica de la
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suspension formar el gel y también los primeros momentos de la liberacion del
farmaco.

Es importante mencionar que, aunque se proporcione una aproximacion, el
tiempo que tardaria el gel en formarse al inyectarse in-vivo no seria el mismo al
reportado (Tabla 12) debido a que la disponibilidad de agua en el tejido
subcutaneo es menor a la usada en el experimento (Jensen, Jensen, Mgller, et al.
2015), ademats, el area de contacto de la suspension al ser administrada es mayor,
por lo que estos dos factores podrian interferir en la velocidad real de formacion
del gel y, por lo tanto, también en el tiempo de solidificacion del implante.

Con lo que respecta a los primeros momentos de la liberacién, una velocidad de
intercambio de disolventes alta puede provocar que se libere al medio una
cantidad significativa de la dosis resultando en un efecto “burst”. Esto ocurre s6lo
en los primeros minutos de la gelificacion debido a que con el tiempo se forma
la capa densa de gel que ya se menciond previamente y la velocidad de
intercambio de disolventes disminuye, ademas es importante tener en cuenta que
la progesterona es un farmaco muy poco soluble en agua y afin al vehiculo de la
formulacién por lo que no es probable que la dosis completa sea liberada
inmediatamente (Phaechamud, Jantadee, Mahadlek, et al. 2017), posteriormente,
se ahondara en la liberacion que presenta el gel de formacién in-situ.

100
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Figura 38. Efecto “Burst”.
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5.8 Morfologia microscépica del implante de formacién in-situ de progesterona.
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Figura 39. Microscopias SEM obtenidas con microscopio JEOL JSM-7600F a
10.0 kV. "A" corresponde a el gel DS de PK mientras que “B" corresponde al
gel DS de PPGK.
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Figura 40. Microscopias SEM obtenidas con microscopio JEOL JSM-7600F a
10.0 kV. "A" corresponde a el gel DS de PK mientras que “B” corresponde al
gel DS de PPGK.
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Figura 41. Microscopias SEM obtenidas con microscopio JEOL JSM-7600F a
10.0 kV. "A" corresponde a el gel DS de PK mientras que “B" corresponde al
gel DS de PPGK.
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Figura 42. Microscopias SEM obtenidas con microscopio JEOL JSM-
7600F a 10.0 kV del gel DS de PK.
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Figura 43. Microscopia SEM de cristales de progesterona obtenida
con microscopio JEOL JSM-7600F a 10.0 kV
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En las imagenes obtenidas a través de la técnica SEM fue posible comparar las
estructuras que se obtienen al formarse los geles uno con progesteronay el otro
sin progesterona, ambos preparados con la técnica de dispersién sélida con el
PEG 6000 y el copolimero de acido metacrilico. Se observa que el material es
poroso (Figura 42) y que a su vez forma una estructura con tamafo de poro
variable (Figura 40. A). En las imagenes con progesterona fue posible observar
que el farmaco presenta una estructura cristalina (Figuras 39.A, 40.A, 41.A.y 43) a
pesar de la dispersidn sélida a la cual fue sometido. Esto puede deberse a que los
cristales amorfos tienen una cantidad muy alta de energia interna y tienden a
formar estructuras mas ordenadas conforme pasa el tiempo para poder disminuir
la misma y obtener mayor estabilidad (Singh, Van den Mooter, 2016). El gel
analizado fue formado a partir de una suspension con 1 mes de antigtiedad, por
lo que es posible que la transicidn a la estructura cristalina se presentara en ese
periodo. Los cristales ocuparon el espacio de los poros del gel y también se
incrustaron en las paredes formadas por el polimero.

Estas micrografias muestran claramente que el sistema obtenido se trata de una
matriz en la cual el farmaco se encuentra uniformemente distribuido y cuya
estructura tiene macro poros, es decir, los tamafnos de poro se encuentran en
escala de micras (Figura 40 A) y son mayores al tamafo de las particulas de
farmaco que se liberaran (Figura 43) (Manish, Abhay, 2012), lo cual puede permitir
la difusién de la progesterona durante su liberacion.

La estructura porosa del gel influye también en la formacion del implante debido
a que el area mas superficial de la suspension que esta en contacto con el medio
acuoso forma estas estructuras, entre mas poroso es el material, permite mas
facilmente el intercambio de disolventes y, por lo tanto, que toda la formulacién
administrada gelifique (Phaechamud, Jantadee, Mahadlek, et al. 2017).
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5.9 Liberacion in-vitro
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Figura 44. Perfiles de liberacion del gel de formacién in-situ de progesterona
en 5 vasos utilizando el aparato 1 de la FEUM 102 edicién.
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En los perfiles de liberacion del gel de formacién in-situ puede observarse que

existe un efecto "burst” en los primeros minutos y que posteriormente se alcanza
una velocidad de liberacion mucho menor que le otorga al sistema la
caracteristica de ser una forma farmacéutica de liberacidn sostenida. Este efecto
se debe a la velocidad de intercambio de disolventes que ocurre durante la
formacién del gel como se explico en el apartado “6.7 Velocidad de intercambio

de disolventes”.

El efecto “burst” puede ser positivo debido a que se alcanza mas rapido la
concentracion terapéutica de la progesterona en sangre y posteriormente, con la
liberacion sostenida, la fluctuacion es minima.
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Tabla 13. Comparacién de los perfiles de disolucién utilizando el criterio de f2

Perfiles a comparar Valor de 2 Igualdad

(f2 > 50)
V1-V2 59.99 Si
V1-V3 83.42 Si
V1-V4 61.49 Si
V1-V5 63.73 Si
V2-V3 65.39 Si
V2-V4 97.62 Si
V2-V5 86.97 Si
V3-V4 67.14 Si
V3-V5 70.70 Si
V4-V5 89.78 Si

La prueba de f2 entre cada uno de los vasos demuestra que no hay diferencia
mayor al 10% entre los perfiles de liberacién de los 5 vasos evaluados ya que
todos superan el valor de f2=50 en todos los puntos del perfil (Tabla 13) y se ha
demostrado empiricamente que esta similitud es aceptable (Shah, Tsong, Sathe,
et al. 1998). Por lo tanto, la toma de muestra y tratamiento de muestra fueron
consistentes. Se evaluaron 5 muestras del mismo lote y al ser todas similares, se

muestra homogeneidad en toda la formulacion.

Tabla 14. Comparacién entre ajuste de modelos de los datos experimentales de

5 perfiles de liberacion.

Modelo No. Fmax R2 Mejor | Alc | Mejor | MsC MSC
R
Parametros ajustada | . AIC Aceptable
ajustada (1-5)
(1-5)
Makoid 3 NA 0.9711 4 21.9092 4 3.1136 Si
Banakar
Peppas- 3 NA 0.9418 5 26.2056 5 2.3976 Si
Sahlin
Weibull 3 37.673 0.9958 1 7.9364 1 5.4425 Si
Fmax
Primer 2 37.776 0.9952 2 8.9207 2 5.2784 Si
orden
Fmax
Logistic 3 37.995 0.9936 3 12.5889 3 48112 Si
Fmax
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Figura 45. Ajuste de los perfiles de liberacion del promedio de los 5 vasos al
modelo de Weibull

Se prob¢ el ajuste a varios modelos de disolucion con el software DDSolver y
aquellos que mostraron describir mejor el modelo se reportan en la tabla 14. Se
observa que los datos obtenidos en las pruebas de liberacién se ajustan mas a
los modelos que incluyen el parametro Fmax (Tabla 14). En todos estos casos, la
R?y la R? ajustada fueron mayores a 0.99, asi mismo, los valores del AIC (criterio
de informacidén de Akaike) fueron bajos y, por lo tanto, el MSC (criterio de
seleccion de modelo) fue alto. Se considera aceptable cuando el valor de este
parametro se encuentra por encima de 2 (Yong, Huo, Zhou, et al. 2010). Debido
a que la diferencia entre los factores de seleccion de los modelos es muy baja, se
eligio el modelo de Weibull ya que éste ha sido bien estudiado en el modelado
de datos de disoluciones farmacolégicas (Tsong, Hammerstrom, Chen, 1997). Los
parametros descritos en el modelo indican lo siguiente:

o PB= Este parametro tiene un valor de 1.060 que puede redondearse a 1,
esto indica que el comportamiento no es sigmoide y que se presenta una

disolucién de primer orden que obedece a la primera ley de difusion de
Fick.

o a= Elvalor de este parametro de escala que determina la escala de tiempo
del proceso y en este caso es de 133.686 min™'.
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o Fmax= Este parametro indica, tedricamente, cual es el porcentaje de
farmaco que sera liberado en un tiempo infinito, en este caso es 37.67%.

A pesar de la coincidencia que tienen los datos experimentales con el modelo de
Weibull, es posible poner en duda el valor del parametro Fmax debido a que se
ha observado que el modelo no tiene la capacidad de correlacionar los resultados
a corto y largo tiempo cuando se hacen estudios con formas farmacéuticas de
liberacion modificada y, por lo tanto, la asintota marcada en este modelo puede
no coincidir con la real (Ignacio, Chubynsky, Slater, 2017). Cuando se emplea el
parametro Fmax con el propdsito de mejorar el modelado, puede descartarse
este error (Costa, Sousa, Pais, et al. 2003).

El sistema, como se menciona en el apartado “5.8 Morfologia microscépica del
gel de formacion in-situ de progesterona.” Es de tipo matricial y poroso lo que
permite la difusion de la progesterona hacia el medio esto es congruente con el
mecanismo de liberacion descrito por el modelo de Wibull (B=1) que indica a la
difusién regulada por la primera ley de Fick. La primera ley de Fick postula que la
difusién se presenta de regiones de mayor a menor concentracién, con una
magnitud proporcional al gradiente de concentracion.

Aunque el implante esta formado con el copolimero Kollicoat® MAE 30 DP, 4cido
metacrilico, que es soluble a pH>5.5 (BASF, 2010), no se observa un mecanismo
de liberacién por erosidn en las pruebas, esto puede deberse a que al utilizar agar
al 0.5% en el medio de liberacion, la cantidad de agua disponible es menor a la
del lumen del intestino que es donde se ha observado este efecto al ser el
Kollicoat® MAE 30 DP un polimero que se usa para recubrir tabletas y hacerlas
gastro-resistentes. También puede deberse a que la cantidad de copolimero
presente en el implante es mucho mayor que la del recubrimiento para las
tabletas.
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6.0 Conclusiones

o Se desarroll6 un implante de formacion in-situ para la administracion de
progesterona para rumiantes, se realizd su caracterizacion fisicoquimica y se

obtuvo el perfil de liberacion del sistema.

o Se fabricd un implante de formacion in-situ con caracteristicas superiores a
las de la patente MX/a/2015/007665 con el uso de la técnica de dispersion

solida.

o Se evalud la reologia de las formulaciones de los geles y se determin6 que
poseian un flujo pseudo-plastico. El gel que presentd una viscosidad menor,

de 83.80 a 22.68 cP, fue el DS de PPGK.

o Se caracterizé el sistema con lo que respecta a la cantidad de farmaco en las

formulaciones, que fue la adecuada, y al pH que fue de 5.39 + 0.23.

o Fue posible determinar la fuerza necesaria para la inyeccién de la formulacion

y su administracion resulté viable.

o Se evalud la formacidn del implante que resultd tener propiedades elasticas y
de adaptacién a la forma del contenedor entre otras y se determiné la

velocidad del intercambio de disolventes que permite su formacion.

o Se observé la estructura macromolecular del implante formado en presencia
y ausencia del farmaco por lo que se determind que el sistema es poroso y de

tipo matricial.

o El perfil de liberacion del sistema se ajust6 al modelo de modelo de Weibull
con Fmax, que indica que sigue una cinética de liberacién de orden uno que
obedece a la primera ley de difusion de Fick, lo cual coincide con lo esperado
a partir de lo observado en la morfologia de la superficie del gel al ser una

matriz porosa.
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8.0 Anexos

Anexo 1: Validacién del sistema del espectrofotometro AIS DTOO0CE-130 para la
deteccidon de progesterona.

Disoluciones
e Preparar 3 soluciones stock (SS) con una concentracion de 10 mg/mL con
50 mg de progesterona en 5 mL usando MeOH como disolvente. Tomar
una alicuota de 100 pL y aforar a 10 mL con MeOH (SS2) para obtener una
concentracién de 100 pg/mL.
e Fabricar un placebo (PGS) utilizando la formulacion del gel eliminando la
progesterona:
» PEG 6000 al 20% (1 g)
« Copolimero de acrilatos al 3% (0.5 mL)
e« EtOH:H,O (Aforoa5mlL)
75:25
e Tomar una alicuota de PGS de 100 pL y colocar en un matraz aforado de
10 mL (SG1) aforar con MeOH.

1. Precision del sistema

Procedimiento

Preparar 6 muestras usando una alicuota de 500 pL de la SS2 y llegar a un volumen
final de 1 mL con MeOH y una concentracion de 50 pg/mL.

& J

[ Leer las 6 muestras usando un espectrofotometro a una longitud de onda de 263.05 ]
nm.

Interpolar datos usando curva de calibracion en MeOH.

Calcular desviacion estandar y coeficiente de variacién.

Figura 46. Procedimiento para evaluar el parametro de precision en el sistema.

Resultados

Tabla 15. Resultados de la prueba para evaluar la precision del sistema.
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Muestra I::]sorbanaa a 263.05 Concentracion (mg/mL)
1 0.580 46.5

2 0.577 46.3

3 0.578 46.3

4 0.582 46.6

5 0.59 47.3

6 0.571 45.8

S 0.006 0.5

%CV 1.083% 1.1%

Tabla 16. Criterio de aceptacion de la prueba para evaluar la precision del sistema.

Criterio de aceptacion Decision

%CV < 1.5% Cumple

2. Especificidad del sistema

Procedimiento

Fabricar soluciones de las siguientes sustancias en una matriz de EtOH : H,O 75:25.

eCopolimero Kollicoat 30 al 3% (0.5 mL en 5 mL)
*PEG 6000 al 20% (1 g en 5 mL)
oEtOH : H,0O 75:25 (2 mL)

Para cada una de las soluciones, preparar una dilucién A tomando una alicuota de 50
uL en 5 mL total y posteriormente, hacer una dilucion B tomando una alicuota de 100
uL de la dilucién Ay aforar a 1 mL total. En ambos casos, aforar con MeOH.

Medir y registrar absorbancia de las diluciones B a 263.05 nm. Usar como blanco
MeOH.

Figura 47. Procedimiento para evaluar el parametro de especificidad en el
sistema.

Resultados
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Tabla 17. Resultados de la prueba para evaluar la especificidad del sistema.

Sustancia Absorbancia a 263.05 nm
Copolimero Kollicoat® MAE 30 DP Nula

PEG 6000 Nula

EtOH : H,O Nula

Tabla 18. Criterio de aceptacion de la prueba para evaluar la especificidad del

sistema.

Criterio de aceptacion

Decision

No debe existir interferencia

Cumple

3. Linealidad del sistema

Procedimiento

1 pug/mL (10 pL de SS2 en 1 mL)
+10 pg/mL (100 pL de SS2 en 1 mL)
50 pg/mL (500 pL de SS2 en 1 mL)
75 pg/mL (750 pL de SS2 en 1 mL)
\100 pg/mL (1 mL de SS2)

(Preparar 5 diluciones con SS2 y usando MeOH como disolvente para obtener por
triplicado las siguientes concentraciones de progesterona:

s

como blanco.

|

Medir absorbancia de las curvas en el espectrofotometro a 263.05 nm. Usar MeOH

_pendiente (IC(B,)).

(Graficar las curvas patrén y calcular el valor de la pendiente (m), la ordenada en el
origen (b), el coeficiente de determinacion (r?) y el intervalo de confianza para la

Figura 48. Procedimiento para evaluar el parametro de linealidad en el sistema.

Resultados
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Tabla 19. Resultados de la prueba para evaluar la linealidad del sistema.

Curva m b r? IC(B1)
0.0112,
1 0.0126 -0.0059 0.9957 0.0139
0.0107,
2 0.0123 0.0084 0.9911 0.0138
0.0131,
3 0.127 0.0381 0.9934 0.0151
1.4
1.2
£
a1
o
< 038
§ 0.6
5 y = 0.0126x - 0.0059
5 04 R2 = 0.9957
<
0.2
0
0 20 40 60 80 100 120

Concentracion (pug/mL)

Figura 49. Curva patrén 1 para la prueba de linealidad del sistema.

Absorbancia a 263.05 nm

1.4

=
N

[EnY

o
[

o
)

°
~

©
N}

o

40 60

Concentracion (pug/mL)

80

100

y =0.0123x + 0.0084
R2=0.9911

120

Figura 50. Curva patron 2 para la prueba de linealidad del sistema.
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Figura 51. Curva patron 3 para la prueba de linealidad del sistema.

Tabla 20. Criterio de aceptacion de la prueba para evaluar la linealidad del

sistema.
Criterio de aceptacion Decision
IC(B1) no debe incluir el cero. Cumple
r’< 0.98 Cumple

Anexo 2: Validacion del método de valoracion del gel de formaciéon in-situ de
progesterona utilizando el espectrofotémetro AlS DTO00CE-130.
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1. Exactitud y repetibilidad del método

Procedimiento

( )

Hacer 6 muestras y un blanco tomando una alicuota de 500 pL de SG1 para cada una
y colocar en matraces de 10 mL; no aforar,

g J

( R

Adicionar 50 pL de SS1 a cada matraz de muestra con SG1 y aforar los 6 con metanol
para obtener una concentracién final de progesterona de 50 pg/mL.

( )

Medir absorbancia a 263.05 nm en el espectrofotémetro y registrar datos. Calcular el
% de recobro.

Determinar promedio aritmético (y), la desviacion estandar {S), el coeficiente de
variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional IC(u) del
porcentaje de recobro.

& J

Figura 52. Procedimiento para evaluar los parametros de exactitud y repetibilidad
del método.
Resultados

Tabla 21. Resultados de la prueba para evaluar la exactitud y repetibilidad del
método.

Muestra Absorbancia 263.05 nm %Recobro
1 0.811 98.3
2 0.823 100.0
3 0.822 99.8
4 0.814 98.7
5 0.827 100.6
6 0.837 101.9
Y 99.9

S 1.3

cVv 1.1%

IC(u) 101.0-98.8

Tabla 22. Criterio de aceptacién de la prueba para evaluar la exactitud vy
repetibilidad del método.

Criterio de aceptacion Decision
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IC(u) debe incluir el 100%. Cumple

%CV< 3% Cumple

2. Linealidad del método.

Procedimiento

4 )
Preparar 5 diluciones con SS2, SS1y SG1 usando MeOH como disolvente para
obtener por triplicado las siguientes concentraciones de progesterona:

*1 pg/mL (10 pL de SS2 +100 pL de SG1 en 1 mL)

*10 pg/mL (100 pL de SS2 + 100 yL de SG1 en 1 mL)

*50 pg/mL (500 pL de SS2 + 100 yL de SG1 en 1 mL)

75 pg/mL (750 pL de SS2 + 100 pL de SG1 en 1 mL)

+100 pg/mL (10 uL de SS1 + 100 pL de SG1 en 1 mL)

J
( N
Medir absorbancia de las curvas en el espectrofotdmetro a 263.05 nm. Usar como
blanco una solucién de100 uL de SG1y aforar a TmL con MeOH.
& J
( 2\
Graficar las curvas patrén y calcular el valor de la pendiente (m), la ordenada en el
origen (b), el coeficiente de determinacion (r?), el porcentaje de recobro (IC(B,),
IC(BO)I IC(H)) y el CVx/y
|\ J

Figura 53. Procedimiento para evaluar el parametro de linealidad del método.

Resultados

Tabla 23.1. Resultados de la prueba para evaluar la linealidad del método.

Curva m b r IC(B1) IC(Bo)
1 1.0004 0.0007 0.9984 0.93-1.07 4.09,-4.09
2 1.0010 -0.0011 0.9999 0.99-1.01 0.85,-0.85
3 0.9974 0.0004 0.9999 0.95-1.05 2.92,-2.92

Tabla 23.2. Resultados de la prueba para evaluar la linealidad del método.
Curva patron 1
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Concentracion teorica Absorbancia Concentracion %Recobro
(ug/mL) 263.05 nm real (ug/mL) °
10 0.223 9.72 97.19
45 0.745 4547 101.05
60 0.967 60.68 101.13
75 1.150 73.21 97.62
80 1.264 81.02 101.28
IC(n) 102.21-97.09
cVv 2.10%
1.4
1.2
E
n 1
=)
< 08
§ 0.6
= y =0.0146x + 0.0811
§ 0.4 R2 =0.9984
<
0.2
0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Concentracion (pug/mL)

Figura 54. Curva patron 1 para la prueba de linealidad del método para la

valoracion.

Tabla 23.3. Resultados de la prueba para evaluar la linealidad del método.

Curva patron 2

Concentracion tedrica Absorbancia Concentracion %Recobro
(ug/mL) 263.05 nm real (pg/mL)
10 0.188 9.93 99.29
45 0.740 44.51 98.90
60 0.968 60.42 100.70
75 1.217 75.77 101.03
80 1.284 78.66 98.33
IC(u) 101.10-98.20
Ccv 1.22%
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Figura 55. Curva patron 2 para la prueba de linealidad del método para la
valoracion.

Tabla 23.4. Resultados de la prueba para evaluar la linealidad del método.
Curva patron 3

Concentracion Absorbancia 263.05 | Concentracion
, . %Recobro
teodrica (pg/mL) nm real (ug/mL)

10 0.188 10.01 100.13
45 0.740 4517 100.38
60 0.968 59.69 99.49
75 1.217 75.55 100.74
80 1.284 79.82 99.78

IC(n) 100.71-99.49
cv 0.49%
1.4

g 12

81

ﬁ 08

§ 0.6

3 y =0.0157x + 0.0308

S 0.4 R2=0.9999

<02

0
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90

Concentracién (ug/mL)

Figura 56. Curva patron 3 para la prueba de linealidad del método para la
valoracion.

87



Tabla 24. Criterio de aceptacion de la prueba para evaluar la linealidad del método.

Criterio de aceptacion Decision

EI' IC(B1) debe incluir la unidad. Cumple

El IC(Bo) debe incluir el cero. Cumple

%CV< 3% Cumple

El IC(u) debe estar en el intervalo 97 - Cumple
103%

3. Precision del método

Procedimiento

Considerar los resultados de absorbancia de tres muestras de la prueba de
exactitud y repetibilidad del método.

Otro dia y otro analista, debe preparar 1 muestra por triplicado del mismo
modo que se indica en la prueba de exactitud y repetibilidad del método.

Medir la absorbancia de las muestras el mismo dia de preparacion a 263.05
nm, obtener la concentracion real de cada muestra y obtener la media
aritmética (X), desviacion estandar (S) y coeficientede variacion (CV)

Figura 57. Procedimiento para evaluar el parametro de precision del método.
Resultados

Tabla 25. Resultados de la prueba para evaluar la precision del método.

Muestra Analista Fecha Absorbancia Concentracion
(ug/mL)

1 Anali M. C. 06/09/17 0.814 59.28
2 Anali M. C. 06/09/17 0.837 60.91

3 Anali M. C. 06/09/17 0.801 58.36
4 Diana T.G. 05/09/17 0.782 57.01

5 Diana T.G. 05/09/17 0.810 59.00
6 Diana T.G. 05/09/17 0.822 59.85
X 08/09/17 0.811 59.07
S 08/09/17 0.018 1.32
cv 08/09/17 0.023 2.19%

Tabla 26. Criterio de aceptacidon de la prueba para evaluar la precisién del método.

Criterio de aceptacion Decision

%CV < 3.00% Cumple
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Anexo 3: Validacion del método de cuantificacion para las pruebas de liberacién
del gel de formacién in-situ de progesterona utilizando el espectrofotémetro AlS
DTO00CE-130.

Disoluciones
e Preparar 3 soluciones stock (SS) con una concentracién de 10 mg/mL con
50 mg de progesterona en 5 mL usando MeOH como disolvente. Tomar
una alicuota de 100 L y aforar a 10 mL con MeOH (SS2) para obtener
una concentracion de 100 ug/mL.

1. Exactitud y repetibilidad del método de cuantificacion para las pruebas de
liberacion.

Procedimiento

Hacer 6 muestras y un blanco colocando 5 mL de SDS 0.25% en matraces de 10 mL.

Adicionar 200 pL de una solucion 1 mg/mL de progesterona en MeOH a 6 matraces
aforar los 7 con metanol para obtener una concentracion final de progesterona de 20

pMg/mL.

% de recobro.

Determinar promedio aritmético (y), la desviacién estandar {S), el coeficiente de
variacion (CV) y el intervalo de confianza para la media poblacional IC(u) del

Medir absorbancia a 250.22 nm en el espectrofotémetro y registrar datos. Calcular eIJ
porcentaje de recobro. J

Figura 58. Procedimiento para evaluar el parametro de exactitud y repetibilidad
del método de cuantificacion para las pruebas de liberacién.
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Resultados

Tabla 27. Resultados de la prueba para evaluar la exactitud y repetibilidad del
método de cuantificacidon para las pruebas de liberacion.

Muestra Azbss : ;bza:ﬁ:a %Recobro
1 0.973 100.79
2 0.985 102.25
3 0.985 102.25
4 0.972 100.68
5 0.942 97.05
6 0.970 100.43
Y 100.58%
S 1.91
cv 1.89%
102.7367375,
() 98.41741907

Tabla 28. Criterio de aceptaciéon de la prueba para evaluar la exactitud vy
repetibilidad del método de cuantificacion para las pruebas de liberacién.

Criterio de aceptacion Decision
IC(u) debe incluir el 100%. Cumple
%CV< 3.00% Cumple
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2. Linealidad del método de cuantificacion para las pruebas de liberacién.

Procedimiento

fPreparar 5 soluciones usando 5 mL de SDS 0.25% en cada matraz de 10.0 ml_\
y adicionando las siguientes alicuotas de una solucion 1 mg/mL de
progesterona en MeOH y aforar con MeOH. Realizar por triplicado las
siguientes concentraciones de progesterona:

* 10 pg/mL (100 pL)
* 15 pg/mL (150 pL)
* 20 pg/mL (200 pL)
* 25 pg/mL (250 pl)

* 30 L (300 uL
" pug/mL (300 pL) .

~

(Medir absorbancia de las curvas en el espectrofotdmetro a 250.22 nm. Usar
como blanco una solucion preparada con 5mL de SDS 0.25% y aforada a 10.0
| ML con MeOH.

( Graficar las curvas patron y calcular el valor de la pendiente (m), la ordenada
en el origen (b), el coeficiente de determinacion (r?), el porcentaje de recobro
IC(B,), IC(Bo), IC(W) y el CV,,

Figura 59. Procedimiento para evaluar el parametro de linealidad del método de
cuantificacién para las pruebas de liberacion.

J

Resultados

Tabla 29.1. Resultados de la prueba para evaluar la linealidad del método de
cuantificacion para las pruebas de liberacion.

Curva m b r IC(B1) IC(Bo)
0.9421,
1 1.000 0 0.9990 10578 2.2506,-2.2520
0.9272,
2 1.001 0 0.9981 10747 2.0700,-1.2480
0.9134,
3 1.000 0 0.9978 10865 1.1705,-1.1705
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Tabla 29.2. Resultados de la prueba para evaluar la linealidad del método de
cuantificacion para las pruebas de liberacion.

Curva patron 1
Concentracion teodrica Absorbancia Concentracion %Recobro
(ng/mL) 250.22 nm real (pug/mL)
10 0.567 10.11 101.14
15 0.749 14.64 97.61
20 0.973 20.21 101.07
25 1.173 25.19 100.75
30 1.36 29.84 99.46
101.87,
IC(h) 98.14
oV 1.50%
1.6
c 14 y = 0.0402x + 0.1604
§ > R2=0.999
S 1
038
‘_gf 0.6
<02
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracién (pug/mL)

Figura 60. Curva patron 1 para la prueba de linealidad del método de
cuantificaciéon para las pruebas de liberacion.
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Tabla 29.3. Resultados de la prueba para evaluar la linealidad del método de
cuantificacion para las pruebas de liberacion.

Curva patron 2

Concentracion tedrica Absorbancia Concentracion %Recobro
(ug/mL) 250.22 nm real (ug/mL)
10 0.555 10.04 100.39
15 0.744 14.61 97.44
20 0.985 20.45 102.26
25 1.183 25.24 100.98
30 1.369 29.75 99.16
102.32,
IC) 97.76
CV x/y 1.83%
1.6
€14 y = 0.0413x + 0.1404
c R?=0.9981
m 1.2
g 1
o038
% 0.6
é:: 0.2
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion (ug/mL)

Figura 61. Curva patron 2 para la prueba de linealidad del método de

cuantificacion para las pruebas de liberacion.
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Tabla 29.4. Resultados de la prueba para evaluar la linealidad del método de
cuantificacion para las pruebas de liberacion.

Concentracion Absorbancia 250.22 | Concentracion %Recobro
teodrica (ug/mL) nm real (ug/mL)
10 0.542 9.78 97.85
15 0.756 14.90 99.36
20 0.985 20.38 101.91
25 1.194 25.38 101.53
30 1.368 29.54 98.48
102.09,
IC( 97.57
cv 1.82%
1.6
1.4 y =0.0418x + 0.133
g R2=0.9978
m 1.2
g 1
co0s8
% 0.6
g 0.4
<02
0
0 5 10 15 20 25 30 35

Concentracion (ug/mL)

Figura 62. Curva patron 2 para la prueba de linealidad del método de
cuantificacién para las pruebas de liberacion.

Tabla 30. Criterio de aceptacion de la prueba para evaluar la linealidad del
método de cuantificacién para las pruebas de liberacion.

Criterio de aceptacion Decision
EI'IC(B1) debe incluir la unidad. Cumple

El IC(Bo) debe incluir el cero. Cumple
%CV< 3% Cumple

El IC(u) debe estar en el intervalo 97 - Cumple

103%
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3. Precision del método de cuantificacion para las pruebas de liberacion.

Procedimiento

Considerar los resultados de absorbancia de tres muestras de la prueba de
exactitud y repetibilidad del método.

Otro dia y otro analista, debe preparar 1 muestra por triplicado del mismo
modo que se indica en la prueba de exactitud y repetibilidad del método.

Medir la absorbancia de las muestras el mismo dia de preparacion a 250.22
nm, obtener la concentracion real de cada muestra y obtener la media
aritmética (X), desviacion estandar (S) y coeficientede variacion (CV)

Figura 63. Procedimiento para evaluar el parametro de precisiéon del método de
cuantificacion para las pruebas de liberacion.

Resultados

Tabla 31. Resultados de la prueba para evaluar la linealidad del método de
cuantificacién para las pruebas de liberacion.

Muestra Analista Fecha Absorbancia | Concentracion
(ug/mL)
1 Diana T. G. 21/11/17 0.972 20.13
2 Diana T. G.. 21/11/17 0.942 19.40
3 Diana T. G. 21/11/17 0.97 20.09
4 Viridiana L.R. 12/12/17 0.964 19.94
5 Viridiana L.R. 12/12/17 0.971 20.11
6 Viridiana L.R. 12/12/17 0.978 20.28
X 0.971 19.99
S 0.013 0.31
cv 1.331 1.53

Tabla 32. Criterio de aceptacion de la prueba para evaluar la precision del
método de cuantificacién para las pruebas de liberacion.

Criterio de aceptacion

Decision

%CV < 3.00%

Cumple
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Anexo 4. Prueba de liberacion.

Tabla 33. Resultados de las 5 pruebas de liberacion.

Tiempo Vaso 1 Vaso 2 Vaso 3 Vaso 4 Vaso 5

(h)/PG

liberada | g % mg % Mg % mg % mg %
0.50 9.27 | 9.27 9.38 938 | 938 | 938 | 938 9.38 938 | 938
0.75 12.87 | 12.87 | 1337 | 1337 | 13.37 | 1337 | 13.37 | 13.37 | 13.37 | 13.37
3.55 31.14 | 31.14 | 36.59 | 36.59 | 30.88 | 30.88 | 36.07 | 36.07 | 33.41 | 33.41
22.13 33.63 | 33.63 | 41.26 |41.26 | 34.72 | 34.72 | 40.73 | 40.73 | 41.04 | 41.04
24.97 31.01 | 31.01 | 39.99 | 39.99 | 35.20 | 35.20 | 39.03 | 39.03 | 38.86 | 38.86
21.13 33.11 | 33.11 | 41.13 | 41.13 | 3472 | 3472 | 41.04 | 41.04 | 39.56 | 39.56

Tabla 34. Resultados de la prueba de estabilidad realizados en una solucién de
progesterona en el medio de disolucion (agar 0.5% y SDS 0.25%) por 3 dias con
el tratamiento de muestra descrito en el método.

Dia Absorbancia | Concentracion | Concentracion | Porcentaje de
a 250.22 nm (ng/mL) tedrica (pg/mlL) recobro (%)
1.052 22.07 21.5 102.66
1 1.022 21.35 21.5 99.28
1.029 21.52 21.5 100.07
1.053 22.09 21.5 102.78
3 1.026 21.44 21.5 99.73
1.043 21.85 21.5 101.65
X 101.39
S 1.54
%CV 1.52%
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Tabla 35. Resultados de la prueba de eficiencia de extraccion de progesterona
del medio de disolucién con 5 mL de medio de disolucion con progesterona, 5

mL de metanol y reposo de 2 h previo a la filtracién.

. .. | Concentracion | Porcentaje
Absorbancia | Concentracion , .
Muestra a 250.22 nm (Hg/mL) tedrica de recobro
(ng/mL) (%)
1 0.981 20.35 20.00 101.77
2 0.951 19.63 20.00 98.13
3 0.972 20.13 20.00 100.68
4 0.962 19.89 20.00 99.47
5 0.948 19.55 20.00 97.77
X 99.56
S 1.68
%CV 1.69%
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Anexo 5. Graficas correspondientes a la prueba de inyectabilidad.

Break detect is active
50 — v

40 —

30 —

Load (V)

10 Z0 30 40

Figura 64. Medicién blanco obtenida al inyectar la jeringa vacia.

Break detect is active

Displacement (mrm)

Figura 65. Medicion de muestra 1 en aire.

Break detect is active
B - o

A0 —fen e
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,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ]
- s : s : i /

Displacament (mm)

Figura 66. Medicion de muestra 2 en aire.
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Break detectis active
B0 - e L

v o T:EI Z;EI 3:EI ﬂ;[I E:EI
Displacerment (rmrm)
Figura 67. Medicion de muestra 3 en aire.
Break detectis active
40 a0
Displacement (mm)
Figura 68. Medicion de muestra 4 en aire.
Break detectis active
40 50
Displacement (rmm)

Figura 69. Medicién de muestra 5 en aire.
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Break detectis active
B0 -+ e m e e

Load (N)

1
40
Displacerment (rmrm)

Figura 70. Medicion de muestra 6 en aire.

Break detectis active

Load ()

/
/
/

30 40 a0
Displacerment (mim)
Figura 71. Medicion de muestra 7 en aire.
Break detect is active
40 5IEI
Displacerment (mim)

Figura 72. Medicion de muestra 8 en aire.
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Break detectis active
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Figura 73. Medicion de muestra 9 en aire.
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