UNIVERSIDAD AUTONOMA DE BAJA CALIFORNIA

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA

POSGRADO DE CIENCIAS E INGENIERIA

Lt
Pi}'ﬂ; -

B
N s Toee
i e

i

“Sintesis de geles de metacrilato de o-carboxiarilo: Estudio simultaneo de la
liberacion de salicilamida e hidrolisis por CLAR”

TESIS

que presenta para obtener el grado de MAESTRO EN CIENCIAS

TIRSO ALBERTO GUERRERO ARREOLA

DIRECTORES DE TESIS: N
DRA. KARLA ALEJANDRA ESPINOZA DUENAS
DR. JOSE MANUEL CORNEJO BRAVO

TIJUANA, B.C AGOSTO DE 2011



Un1vers1dad Auténoma de BaJa Callfornla

FACULTAD DE CIENCIAS QUIMICAS E INGENIERIA -
COORDINACION DE POSGRADO E INVESTIGACION :

'FOLIO No. 052

Tijuana, B. C., a1 de agosto de 2011

C. TIRSO ALBERTO GUERRERO ARREOLA
Pasante de: Maestro en ClenCIas '
Presente

El tema de fra'bajo y/o tesis para su examen profesional, en la

B Opcmn -TESIS

Es propuesto por Ios CC. Dres Karla AIeJandra Espmoza Duenas y José Manuel

. Cornejo Bravo

Quienes seran Ios responsables de la calldad del trabajo que usted presente

referido al tema:“Sintesis de geles de metacnlato de o-carboxnarllo Estudio S|multaneo '

de la Ilberaclon de sallcﬂamlda e hidrolisis por CLAR”

el cual debera usted desarrollar, de acuerdo con el siguiente orden:

l.- RESUMEN =

Il.- ANTECEDENTES

lll.- EXPERIMENTAL

IV.- RESULTADOS Y DISCUSION
V.- CONCLUSIONES

VL.- BIBLIOGRAFIA

= . )
; 7= o o
s
) Draw rarkEspinoza Duenas

Asesor.

o Vs@,:/

Q. Noemi Hernéndez Hbrnandez : R Dr. Jose Manuel ¢ornejo Bravo
Sub D|rec“for Secretario - e Asesor

ol ?’alafox Maestre

Dr. Luis ER
it Director




Agradecimiento Institucional

Trabajo realizado en los laboratorios de Quimica Organica y Biofarmacia de la
Facultad de Ciencias Quimicas e Ingenieria UABC con apoyo de la XIlI
Convocatoria Interna de Apoyo a Proyectos de Investigacion UABC y en SBL
Pharmaceuticals S. de R. L. de C. V.



Agradecimientos

A mi amiga Adriana “Chumi”, que por tantos afios nos hemos reido juntos y ahora como mi

esposa me da mas motivos para sonreir.

A mis Padres; Tirso y Rosario, por darme esa nifiez llena de amor e inculcarme los valores

que me han hecho llegar hasta donde estoy.
A mi hermano Oscar que tanto admiro, por seguir siendo un ejemplo para mi.
A la Dra. Karla Alejandra Espinoza Duefias directora de tesis, por confiar en mi.

Al Dr. José Manuel Cornejo Bravo codirector de tesis, por dirigir gran parte de este trabajo y

confiarme este segundo proyecto.



Contenido

Agradecimiento INSHTUCIONAL ...........cccooiiiii e ii
o [ (o[- ol T 1 1= ] (0L PSS iv
(070] 01 (=] 01 [ o RO SRS USRS %
Lista de abreviaturas ¥ SIMDOIOS ..........covoiiiiiiiieie e iX
LSEA 08 FIGUIAS ...ttt bbbt ettt ettt sb e ene s Xi
LIStA A8 TADIAS ..ottt e e re e nres xiii
RESUIMEIN ...ttt sa et e s h b et e bt e e ekt e e e bb e e e be e e e abe e e enbeeeenneeeanes 1
1.1 N g1 (=T o0l (=] ] (USSR 1
1.2 ODJETIVO GENETAL ... 3
1.2.1 ODbjetivos eSPECITICOS......ccviiiiieii e 4

1.3 IVIBLAS ..ttt b et n e neennne s 4
1.4 HIPOTESIS ...ttt ettt sre et e nneeneenre e 4
N =00 [ ] SRRSO 5
2.1 Sistemas de TDEIACION .........cviiiiiiiiece e bbb 5
2.1.1 Sistemas de liberacion convencional............c.ccoceveiereienienesineeeen, 6

2.1.2 Sistemas de liberacion SOSteNIda ........ccceveiiiinieiieieiese e 6

2.2 Polimeros sensibles al PH.........cooiiiiiii 8
2.3 Metacrilatos de CarbDOXIarilo ...........ccevveieiiieiiee e 8
24 SAlICHAMITA ..o nre s 9
2.4.1 MecaniSmO de aCCION .......ccuevveieiieie e e 10

2.4.2  FarmaCOCINALICA. .......ccueeeeiieiieeiesee e ee e eesee e re et e e e e ste e e sneenne e 10

2.4.3  Indicaciones Y POSOIOQIA .....ccuvvverieiieieiesie e, 10

2.5 Cromatografia liquida de alta resSoluCION.............cccoveveiieieece e, 11



2.6
Experimental
3.1

3.2
(AMOB)

3.3
3.4
3.5
3.6
3.7
3.8
3.9

3.10

2.5.1 Tipos de cromatografia..........ccoceverriereniiineiee e, 11

2.5.1.1 Cromatografia fase revVersa.........c.cccocveverieiieiesiee e seesnen, 12
Validacion de métodos cromatografiCos ..........ccevvvveieeieiiie e 13
............................................................................................................................. 18
Sintesis de monomero (&cido 2-metacriloiloxibenzoico) ..........cccccevviieieennene, 18

Optimizacion de la reaccion para sintesis del acido metacriloiloxibenzoico
19

Obtencidn de los geles a base de AMOB. .........ccooviiiieieicccc e, 20
Prueba de HIidrOliSiS ........oviiriiiiiieee e 21
Prueba de de hinchamiento (Q) contra el tiempo (t) ......cccooeviierininiiicee 22
Preparacion de las soluciones amortiguadoras con fuerza iénica de 0.05......... 22
Pruebas de hinchamiento con respecto al pH .........ccccooiiiiiiiiinncc 24
Determinacion de Q........ccvivieieeeeieiee s 24
Disefio del Método analitiCo ..........cccovierieiiiieieec e 25
3.9.1 Preparacion de lafase MOVil.........c.ccoooveiiiiiiiecc e, 25
3.9.2 Preparacion del eStandar............ccccceeeeieeie i 26
3.9.3 Condiciones cromatografiCas ...........ccccceeveiiieiieie s, 26
3.9.4 Adecuabilidad del SIStEMA..........cccooiiiiiiiiiieiee e 27
Validacion de meétodo analitiCo ..........coeveiriiiiiiii e 27
3.10.1 LiNAITA ..o 27
3.10.2 INTEIVAIO......eiiiie s 27
3.10.3 EXxactitud (reCODI0) ......ceiiiiiiiiii e, 27
3.10.4 Estudio de retencion del filtro ..., 27
3105 PIECISION ..ttt bbb bbbt 28

3.10.5.1 Repetitividad.........ccovieiiiieiieise e 28

3.10.5.2  Precision iNtermedia ...........coovevvrireieineneeseseese s 28

Vi



3.10.6 Selectividad (Especificidad)........ccccoeriririiiniinie e 28

3.10.7 Estudio de estabilidad de las SOIUCIONES............ccccoreiiiiiiiiiiieee,s 28

3.10.8 Determinacion de la adecuabilidad del Sistema...........cccoevriiiincnnnn 28

3.11 Cuantificacion de acido salicilico hidrolizado contra el pH..........cccccoveiiennne, 29
3.12 Cargado de 105 GEIES .........oiiieieie e 29
3.13 Prueba de liberacion de farmaco € hidrolisiS..........ccocoeiiininiiiiiccc 29
RESUITAA0OS Y DISCUSION. ......ecuiiiiieieeie sttt ettt st et te e e s te e e e s reenbeeseesreesraenaeaseenreens 31
4.1 Sintesis de mondmero (&cido 2-metacriloiloxibenzoico) ..........cccccevvevieiieennen, 31
4.2 Optimizacion de 12 reACCION ..........cecvvv i 31
4.3 Prueba de de hinchamiento (Q) contra el tiempo (1) .......cccevvvievveve i, 31
4.4 Pruebas de hinchamiento con respecto al pH ..o 34
4.5 Validacion de método analitiCo ..........coevereiiiieiie e 36
451 LinaAlIad: ...cooiieiiiice e 36

452 INTEIVAIO....c.oiiiiii 39

4.5.3 EXactitud (reCODIO): . ...coiiiiiicce e, 41

4.5.4 Estudio de retencion del filtro: ..o, 44

A.5.5  PIECISION ...oevinieiiitiieeiete ettt 45

4551 Repetitividad.........cccooriiiiiiiiiiee e 45

4.5.5.2 Precision intermMedia .........cccovereiininieiene e, 46

45.6 Selectividad (especificidad)..........ccoceririiiiiiniiieiee e, 48

4.5.7 Estudio de estabilidad de las SOIUCIONES............ccccoeriiiiiinciiincces 48

4.5.8 Determinacion de la adecuabilidad del sistema............cc.coeevriiicrcnne, 50

4.6 Cuantificacion de &cido salicilico hidrolizado contrael pH..........ccccoovviiineen. 50
4.7 Cargado de 10S GEIES ... 53
4.8 Prueba de liberacion de farmaco e hidrolisis..........ccoooeiviiiniiiiccc 54
CONCIUSIONES. ...t bbb bbbt bt 59



RETEIEINCIAS ...t e 60

Bibliografia CONSUItAAA. ..........cceriiiiiie e 61
ANEXO |: GIOSArI0 e tEIMINOS ....cveivveiierieieie ettt nes 62
Anexo I1: Cromatogramas Y ESPECIIOS.......ccuue ittt 65

Anexo IlI: Procedimiento experimental recomendado y criterios de aceptacion para métodos

categoria H (diSOIUCION) .......c.eiiiiiiece e sre e anes 77

viii



%

MY

pum
AIBN
AMOB
Ar

c-Al5

c-A30

CaCO3
CLAR
CcVv
DMAP
DMSO
FT-IR

HCI
HEMA

mg
min
ml
mm
mM

Lista de abreviaturas y simbolos

NUmero

Porciento

Grados

Microgramos

Micrometros

Azoisobutironitrilo

Acido metacriloil o-benzoico

Aromaético

Centigrados

Copolimero de acido metacriloil o-benzoico con un proporcion del 15 de acido
acrilico

Copolimero de acido metacriloil o-benzoico con un proporcion del 30 de acido
acrilico

Carbonato de calcio

Cromatografia liquida de alta resolucion

Coeficiente de variacion

Dimetilamino piridina

Dimetil sulfoxido

Espectroscopia infrarroja con transformadas de Fourier
Gramos

Horas

Acido clorhidrico

2-Hidroxietil metacrilato

Litros

Molaridad

Miligramos

Minutos

Mililitros

Milimetros

Milimolar



N Normalidad

NaCl Cloruro de sodio

NaNO; Nitrato de sodio

NaOH Hidroxido de sodio

nm Nandmetros

0 orto

OMS Organizacion Mundial de la Salud

p-AMOB Polimero de &cido metacriloil o-benzoico

p-AMOBE  Polimero de &cido metacriloil 0-benzoico con una cantidad de 3.7% de

entrecruzante.
pH Concentracion de iones hidronio
pka logaritmo de ka
Q Factor de hinchamiento
rpm Revoluciones por minuto
t Tiempo
TEA Trietilamina
USP United States Pharmacopeia
uv Ultra violeta

W Peso



Lista de figuras

Figura 1.1. Metacrilato de carbOXIarilo. ..........coooeiieiiiiriieiiceseee e s 3
Figura 2.1. Representacion de un gel SenSibIE. ........cccvoveiieiiic s 7
Figura 2.2. Metacrilato de carboXiarilo. ...........cceiveiiiiiieii e 9
Figura 2.3, SAlCHAMIAA. .......cee i et 10
Figura 3.1. Acido 2-metacriloiloXiDENZOICO...........ccccvvuiveveeeeieeeees et 18
Figura 3.2. Estructura de mondmero AMOB. ..........cccooveiiiiieniece e 19
Figura 4.1. Respuesta de Q contra pH para la serie p-AMOB. .........cccccoceiieiicie i, 33
Figura 4.2. Respuesta de Q contra pH para la serie p-CALS.........cooviviiiiieiesc e, 33
Figura 4.3. Q contra pH para 1a Serie P-CA30........couiiiiieieie e 34
Figura 4.4. Q contra pH Serie p-AMOB. ..o 35
Figura 4.5. Q contra pH SErie C-ALD. ....ccuioiiiieci et 35
Figura 4.6. Q contra PH SErie C-A30. ....ccoiiiiiiiiiiiie e 36
Figura 4.7. Gréfica de linealidad de &cido SaliCiliCO. ........ccoeveriiiiiiic e, 39
Figura 4.8. Gréfica de linealidad de salicilamida. ............c.ccoevieiiiiiie e, 39
Figura 4.9. Gréfica del intervalo de linealidad para &cido salicilico. ...........ccccccevviviiiciienen, 44
Figura 4.10. Gréfica del intervalo de linealidad para salicilamida. ............ccocooioiiiiniiennnnne, 44
Figura 4.11. Grafica % hidrolizado Vs tiempo de p-AMOB...........cccoviiiiiinen e, 52
Figura 4.12. Grafica % hidrolizado Vs tiempo de C-Al5. .......cccccceiieiiiiececee e, 52
Figura 4.13. Grafica % hidrolizado Vs tiempo de C-A30. .......cccceiieiieieciece e, 53
Figura 4.14. Gréfica % hidrolizado Vs tiempo para las cuatro serie de gelesa pH 1.2. ........... 55
Figura 4.15. Grafica % hidrolizado Vs tiempo para las cuatro serie de gelesa pH 6.8. ........... 56
Figura 4.16. Grafica % hidrolizado Vs tiempo para las cuatro serie de gelesapH 7.4. ........... 56
Figura 4.17. Grafica % farmaco liberado Vs tiempo para las cuatro serie de gelesa pH 1.2...57
Figura 4.18. Grafica % farmaco liberado Vs tiempo para las cuatro serie de geles a pH 6.8...57
Figura 4.19. Grafica % farmaco liberado Vs tiempo para las cuatro serie de geles a pH 7.4...58
Figura I1.1. Cromatograma de fase MOVil...........ccooeiiiiiiiciiccce e 66
Figura 1.2. Cromatograma de amortiguador gastrico pH 1.2..........ccccooveveiieie e, 67
Figura 1.3. Cromatograma de amortiguador intestinal pH 6.8............cccceieiiniiiiincee, 68
Figura 1.4. Cromatograma de amortiguador intestinal pH 7.4............cccoooe v, 69

Xi



Figura 1.5. Cromatograma tiPICO ........coueeririeeiiieieeeie et 70

Figura 1.6. Espectro RMN de C13 AMOB. ..ot 71
Figura 1.7. ESPectro de H'RMIN AMOB. .......o.vuiveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s seeee s ense e 72
Figura 1.8. ESPectro IR de AMOB.........ccocoiiiiceee st 73
FIgura 1.9. M/Z AMOB. ......oo e ettt e reere e 74
Figura 1.10. IR &CIdO SAlICIIICO. .....veieieieie e 75
Figura 1.11. m/Z ACid0 SAIICIIICO. ...ccveiieiiree et 76

Xii



Lista de tablas

Tabla 2.1. Caracteristicas del desempefio analitiCo. .........cccovreriiiniiiice e 14
Tabla 2.2. Categoria de MEtOAOS USP .........ccoiiiiiiieiie et 16
Tabla 3.1. Rendimiento de reaccion vs relacion molar de Ac. Salicilico........ccoccoovvviiiieiennn, 19
Tabla 3.2. Rendimiento vs tiempo de adiCION. .......ccooviiiiiiiieiec e 20
Tabla 3.3. Nomenclatura y porcentaje de reactivos utilizados para la sintesis de los geles......20
Tabla 3.4. Cantidad de reactivos utilizados para la sintesis de 10S geles..........cccccevvvieivenenne. 21
Tabla 3.5. ESPeCies reSPECt0 @ PH. ....ccviiiiiiiieceee e e 22
Tabla 3.6. Cantidades por litro de solucion para la preparacion de amortiguadores................. 24
Tabla 3.7. Condiciones CroMatOgrafiCas .........ccoourerieirierese e 26
Tabla 3.8. Secuencia de 1a INYECCIONES. ......c.eiviiieiiiie e 26
Tabla 4.1. Rendimiento de reaccion Vs relacion molar de Ac. Salicilico. .........ccooovvivvviiennnnn, 32
Tabla 4.2. Rendimiento Vs tiempo de adiCion. ..........cccooeriiiiiniic e 32
Tabla 4.3. Respuesta de Q CONTIA L. .....oviiviiiiiiiiiieieee e 32
Tabla 4.4. Linealidad de la valoracion de &cido SaliCiliCO..........ccccoveiiveiiieiiiccecees 37
Tabla 4.5. Linealidad de la valoracion de salicilamida ...........cc.cooovviiiieneneiiiecceeeeees 38
Tabla 4.6. Intervalo del método de &cido SaliCIliCO. .......cccooveiiiieiii e, 40
Tabla 4.7. Intervalo del método de salicilamida............cccceveiiiiieiiecicce e 41
Tabla 4.8. Exactitud del método de &cido SaliCiliCO. .........cocvviiiiiiiice e 42
Tabla 4.9. Exactitud del método de salicilamida. ...........ccceviiiiiiiiiiiee e 43
Tabla 4.10. Estudio de filtrado para acido SaliCiliCO. ..........ccooiieiiiiiiee e 45
Tabla 4.11. Estudio de filtrado para salicilamida. ...........ccooiiiiiiiiini e 45
Tabla 4.12. Repetitividad para 4cido SaliCiliCO............ccccoveiiiiiiec e 46
Tabla 4.13. Repetitividad para salicilamida. ...........cccooveiiiiiiiiic e 46
Tabla 4.14. Precision intermedia para &cido salicilico (Repetitividad analista 2)..................... 47
Tabla 4.15. Precision intermedia para salicilamida (Repetitividad analista 2). ...........cccceeeenee. 48
Tabla 4.16. Estabilidad de la solucién estandar para acido salicilico...........c.cccceveveiieinencnne. 49
Tabla 4.17. Estabilidad de la solucién estandar para salicilamida. ..............ccccovevviiiiieieenenne. 49
Tabla 4.18. Estabilidad de la solucion muestra acido saliCiliCo. ..........ccccooeieiiiiiiiiiiiin, 49
Tabla 4.19. Estabilidad de la solucion muestra salicilamida. ...........cccccooeiineiiiinininceen, 50

Xiii



Tabla 4.20
Tabla 4.21
Tabla 4.22
Tabla 4.23
Tabla 4.24
Tabla 4.25
Tabla 4.26

. Adecuabilidad del SISTEMAL .......c.coiiiieiie s 50
. Porcentaje disuelto de p-AMOB. ..o 51
. Porcentaje diSUEITO e C-ALD........ccoveiiiieceee e 51
. Porcentaje diSUEItO de C-A30........cccorei i 51
. Cantidad de fArmaco Cargado. ..........cevuerieriereieie e 53
. Porcentaje hidrolizado. ... 54
. Porcentaje de farmaco liberado. ..........ccccoviieiiiii i 55

Xiv



Capitulo 1

Resumen

1.1  Antecedentes

Las formas farmacéuticas se disefian con el objetivo de administrar farmacos de
manera segura, que por otros medios no se podria lograr, debido a que las concentraciones que
suelen administrarse son bajas por la potencia de los farmacos. Otras razones importantes son
la proteccion de principio activo ya sea del ambiente o el propio sistema gastrico, obtener la
accion optima del farmaco, o para poder administrarlos de manera adecuada.

La liberacion de farmacos de una forma farmacéutica oral sélida es importante
cuando hablamos de la disponibilidad biolégica o biodisponibilidad de farmacos. La
biodisponibilidad se refiere a la proporcion del farmaco inalterado o su metabolito activo que
se absorbe a la circulacién general después de la administracion de un medicamento y el
tiempo que requiere para hacerlo [1], es decir el farmaco disponible para ejercer un efecto
terapéutico. En algunos casos la actividad bioldgica de los farmacos depende de la velocidad
con la que son absorbidos por el organismo, por consecuencia la velocidad de disolucion o
liberacion del farmaco puede afectar el comienzo, la intensidad o la duracion del efecto
terapéutico deseado.

Las formas farmacéuticas pueden tener diferentes caracteristicas debido a los
sistemas de liberacion con el cual estdn formulados. Los sistemas de liberacion inmediata son
disefiados para liberar el farmaco inmediatamente después de la administracion y asi obtener
una accion rapida y una absorcién sistémica completa, sin embargo estos sistemas presenta
desventaja asociada con la toma de multiples dosis. Los sistemas de liberacion modificada se
han desarrollado para hacer liberaciones mas predecibles y precisas, es por eso que se les ha
Ilamado sistemas de liberacion controlada y han ofrecido grandes ventajas sobre los sistemas
comunes de liberacion de agentes con actividad biolégica.

Los polimeros tales como los geles o hidrogeles son materiales que se han usado para
desarrollar sistemas de liberacion modificada. Los geles han sido de gran interés para los

cientificos de biomateriales, desde las investigaciones de Wichterle y Lim en 1960 acerca de



geles entrecruzados de hidroxietil metacrilato (HEMA) [2] que poseen un caracter hidrofilico
y potencial para ser biocompatibles.

Los geles son materiales que tienen la caracteristica de que al ser expuestos a un
exceso de agua son capaces de absorber este liquido rapidamente y retener grandes volimenes
dentro de sus estructuras. Las estructuras de estos geles estan unidos (entrecruzados) por
enlaces quimicos u otras fuerzas de cohesion como interacciones ionicas, puentes de
hidrogeno o interacciones hidrofobicas. Algunos de estos materiales tienen la capacidad de
responder a estimulos externos ya sean fisicos o quimicos como pH, temperatura, campo
eléctrico, iones, luz visible o UV, disolventes, reactantes.

La cuantificacion de los principios activos cargados dentro de los sistemas de
liberacion es importante y se puede realizar por diferente técnica sin embargo, en la industria
farmacéutica moderna la cromatografia de liquidos de alta resolucion ha demostrado ser una
herramienta muy Util durante el desarrollo, descubrimiento o produccidon de productos
farmacéuticos. El objetivo de desarrollar métodos por esta técnica es el de obtener métodos de
cuantificacion mas exactos.

El desempefio de un método es sumamente importante para tener la certeza de los
resultados obtenidos durante la cuantificacion de un compuesto, es por eso que la validacién
de los métodos cromatograficos es un punto importante en el desarrollo de la metodologia. La
validacién es definida por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) de la siguiente manera
“Es el acto documentado de probar que cualquier procedimiento, equipo, proceso, material,
actividad o sistema conduce realmente al resultado esperado” de aqui la importancia de
cumplir con esta actividad. La United States Pharmacopeia (USP) ha definido la necesidad de
validar los métodos cromatograficos, estableciendo pardmetros y caracteristicas para el
desempefio analitico, y los estudios requeridos para este fin.

Los polielectrolitos hidrofilicos son un grupo particular de “geles inteligentes” que
tienen caracteristicas interesantes cuando se habla de liberacion de farmacos dependiente de
pH. Estos materiales tienen un equilibrio entre las repulsiones de las cargas y las interacciones
hidrofobicas. Cuando el material esta no ionizado las propiedades hidrofébicas predominan
dando como resultado un bajo contenido de agua (estado “no hinchado”), un cambio en el pH
del medio provoca cambios en los estados de ionizacion de los grupos labiles al pH,

permitiendo la repulsion electrostatica. Esta repulsion supera las interacciones hidrofobicas y



produce un aumento considerable en su contenido de agua (estado hinchado). Los cambios en
el hinchamiento producen aumentos considerables en la difusividad de los solutos permitiendo
un control en la liberacion [3].

Licea A. et. al han reportado metodologias para sintetizar nuevos monomeros,
derivados de acido metacrilico conteniendo grupos fendlicos con diferentes sustituciones de
grupos carboxilicos (Figura 1.1.) [4], esta metodologia ha sido comparada con la reportadas

previamente.

Figura 1.1. Metacrilato de carboxiarilo.

En este trabajo se propone desarrollar sistemas de liberacion controlada a base de
polimero anfifilicos con metacrilatos de carboxiarilo y copolimerizando con diferentes
proporciones de un polimero hidrofilico como el &cido metacrilico para manejar los pH de
transicion de manera que mas convengan, estudiar la velocidad de liberacion de un farmaco
modelo (salicilamida) y evaluar la hidrolisis del polimero sintetizado a pH’s fisiologicos de

manera in vitro utilizando la técnica de cromatografia liquida de alta resolucion.

1.2 Objetivo general

El objetivo de este trabajo es desarrollar sistemas de liberacion controlada a base de
polimeros anfifilicos derivados del acido salicilico. Estudiar el efecto del pH en la transicion
del hinchamiento. Estudiar la liberacién de un farmaco modelo (salicilamida) para evaluar el
comportamiento en condiciones in vitro y la hidrélisis del grupo salcilato en medios con
diferente pH, a partir de los geles de metacriloioloxi-o-benzoico, y geles copoliméricos de

matacriloiloxibenzoico y &cido acrilico.



1.2.1 Objetivos especificos

a) Sintetizar un monoémero por esterificacion de &acido metacrilico con 4&cido
salicilico y utilizarlo como materia prima para la obtencion de los geles.

b) Obtencién de un gel anfifilico utilizando como base el material el mondémero
sintetizado, asi como copolimeros con un monémero hidrofilico (&cido acrilico).

c) Estudiar el comportamiento del hinchamiento de los geles a diferentes valores de
pH.

d) Estudiar la liberacion de un farmaco (salcilamida) en tres valores de pH (1.2, 6.8 y
7.4).

e) Estudiar la hidrolisis de los grupos esteres en el gel sintetizado a diferentes pHs.
1.3 Metas

a) Obtener un monodmero derivado del &cido salicilico.
b) Obtener geles en forma de disco en base al mondémero sintetizado y geles
copoliméricos.

c) Estudiar la transicion al hinchamiento de los geles con diferentes valores de pH.

d) Estudiar la liberacion de un farmaco modelo.

e) Estudiar la hidrdlisis del polimero sintetizado a dos valores de pH fisioldgicos.
1.4  Hipotesis

Los geles del acido metacriloil 0-benzoico son sensibles al pH y pueden ser utilizados
para la liberacion de farmacos. La hidrdlisis del grupo salicilico (acido o-benzoico) permite la

liberacion simultanea de este farmaco.



Capitulo 2

Antecedentes

2.1 Sistemas de liberacion

La necesidad de realizar formas farmacéuticas deriva de la importancia de administrar
dosis pequefias de farmacos con potencias altas a pacientes de tal manera que sean seguras. La
mayoria de los farmacos son administrados en cantidades de miligramos que no pueden ser
tomadas por un paciente, es por esto que se preparan formas farmacéuticas como tabletas o
capsulas utilizando diluyentes, dando como resultados unidades de dosis que pueden ser
tomadas con las manos. Otras razones importantes son:

e La proteccidn del principio activo de la atmosfera.

e La proteccién del principio activo del ambiente gastrico después de su
administracion.

o Para obtener una accion optima del fa&rmaco en aplicaciones topicas.

e Para poder introducir el farmaco en orificios corporales.

e Para introducir el farmaco directo a circulacion sanguinea.

e Para obtener la accion farmacoldgica optima a través de la inhalacion.

Las variaciones en la actividad biolégica de un farmaco pueden ser provocadas por la
velocidad que se encuentra disponible en el organismo. En muchos casos la velocidad de
disolucién o el tiempo que el farmaco que tarda en disolverse en el sitio de absorcion es el
paso limitante del proceso de absorcidén. Cuando esto aplica las variaciones en la velocidad de
disolucién afectan la absorcién. Por consecuencia la velocidad de disolucion puede afectar el
comienzo, intensidad y duracion del efecto y controlar totalmente la biodisponibilidad del
farmaco.

Para que un farmaco sea absorbido primero tiene que estar disuelto en el fluido del
sitio de absorcién. De esta manera un farmaco administrado, de manera oral, en una capsula o
comprimido se absorbe hasta que la particula del farmaco es disuelta por el fluido en alguna
parte de tracto gastrointestinal. La disolucion es el proceso por el cual una particula del

farmaco es disuelta.



2.1.1  Sistemas de liberacién convencional

Las formas farmacéuticas convencionales como sistemas de liberacion inmediata
estan disefiadas para liberar el farmaco inmediatamente después de la administracion para
obtener una accion rapida y una absorcion sistémica completa. Estos sistemas de liberacion
necesitan multiples dosis diarias para obtener los efectos terapéuticos deseados. Las dosis
multiples a menudo no son convenientes para el paciente ya que resultan en la omision de
dosis y a su vez que el paciente no cumpla con el régimen de dosificacion. Otra de sus
desventajas se presenta en los niveles sanguineos ya que cuando son tomadas mdaltiples dosis
diariamente de formas farmacéuticas de liberacion inmediata, existen picos y valles en los

niveles sanguineos terapéuticos asociados con la toma de cada dosis.

2.1.2  Sistemas de liberacion sostenida

Con el desarrollo de la tecnologia en el area de biomateriales se han desarrollado
sistemas de liberacion de farmacos mas predecibles y precisos, con gran eficacia, obteniendo
blancos mas especificos evitando las desventajas de los sistemas de liberacion inmediata.
Estos sistemas se les ha llamado sistemas de liberacion controlada y han ofrecido grandes
ventajas sobre los sistemas comunes de entrega de agentes bioactivos. Los primeros sistemas
de liberacion controlada se disefiaban a base de recubrimientos de gelatina y azucares con el
fin de proteger la sustancia activa del medio ambiente o para enmascarar el sabor entre otras
cosas, hoy en dia tienen diferentes aplicaciones como el retraso, prolongacion, mantenimiento
y liberacion sostenida de sustancias activas.

Los geles son materiales que al ser expuestos a un exceso de agua son capaces de
absorber este liquido rapidamente y retener grandes volimenes en sus estructuras. Estos
materiales no se disuelven en agua y mantienen una red tridimensional; usualmente estan
compuestos por moléculas de polimeros hidrofilicos que estan entrecruzados por enlaces
quimicos u otras fuerzas de cohesion como interacciones ionicas, puentes de hidrégeno o
interacciones hidrofobicas. Los hidrogeles se han clasificado en dos tipos: a) “fisicos™ que se
componen de redes que estan unidas por fuerzas moleculares tales como; idnicas, puentes de
hidrogeno o fuerzas hidrofobicas y b) los hidrogeles “quimicos” que estan formados por redes

entrecruzadas con enlaces covalentes.



En las Gltimas décadas se han desarrollado polimeros que responden a cambios en
una de sus propiedades (fase, forma, propiedades oépticas o mecénicas, velocidad de
permeacion, etc.), a estimulos externos ya sean fisicos o quimicos como pH, temperatura,

campo eléctrico, iones, luz visible o UV, disolventes, reactantes, etc. (Figura 2.1.) [2].

+ Liquido

- Liquido

pH, temperatura, campo eléctrico, iones, luz visible o
UV, disolventes, reactantes

Figura 2.1. Representacion de un gel sensible.

Los esfuerzos multidisciplinarios de la investigacion sobre polimeros han
desarrollado nuevos materiales con los que se disefian nuevos sistemas de liberacion. Estos se
han utilizado en diferentes areas como la agricultura, horticultura, comunicaciones, sellantes,
desecantes industriales y en el area biomédica como biosensores, musculos artificiales,
ingenieria de tejidos y como sistemas de liberacion de farmacos [2,3].

La entrega de medicamentos en sitios especificos como el colon es ventajosa en el
tratamiento de enfermedades de intestino grueso como sindrome de colon irritable, colitis,
enfermedad de Cronh, cancer de colon o infecciones intestinales. En estas enfermedades es
necesario mantener altas concentraciones de farmaco en el intestino, utilizando sistemas de
liberacion tradicionales esto no es posible, ya que el farmaco queda expuesto al ambientes
fisiologico del tracto gastrointestinal alto, en el que por diferentes mecanismos la
disponibilidad del farmaco es alterada y no se permite que llegue de manera adecuada al sitio
de accién, disminuyendo su efecto terapéutico. Los sistemas de liberacion en sitios especificos
como el colon son dificiles de disefiar por la posicion anatdmica de este drgano. Polimeros a
base de HEMA y acido metacrilico; polietilenglicol y otros polimeros han sido utilizados para

la liberacién de farmacos en colon [4,5], se ha observado que la combinacion de los materiales



y el cambio en las proporciones del copolimero, afectan las propiedades de hinchamiento,
dando la posibilidad de ajustar los geles de la manera mas conveniente.
2.2 Polimeros sensibles al pH

Los hidrogeles que responden a estimulos como la temperatura han sido estudiados
ampliamente para controlar la liberacion de farmacos y macromoléculas en pulsos [7].

Los polielectrolitos hidrofilicos son un grupo particular de “geles inteligentes” que
tienen caracteristicas interesantes cuando se habla de liberacion de farmacos dependiente de
pH. Estos materiales tienen un equilibrio entre las repulsiones de las cargas y las interacciones
hidrofébicas. Cuando el material esta no ionizado las propiedades hidrofébicas predominan
dando como resultado un bajo contenido de agua (estado “no hinchado”), un cambio en el pH
del medio provoca cambios en los estados de ionizacion de los grupos labiles al pH,
permitiendo la repulsion electrostatica este repulsion supera las interacciones hidrofébicas y
produce un aumento considerable en su contenido de agua (estado hinchado). Los cambios en
el hinchamiento  producen aumentos considerables en la difusividad de los solutos
permitiendo un control en la liberacién [5,3].

Cuando se investigan las aplicaciones de los polimeros en base a su respuesta al pH,
ajustar el pH critico al cual ocurre la transicién se vuelve un factor importante, debido a que
las diferencias del pH en los fluidos corporales puedes ser usados como detonadores de la
liberacion en un sitio especifico, por ejemplo el tracto gastrointestinal.

El intervalo de pH en el que ocurre una transicion reversible, puede ser regulada
seleccionando una seccion de la molécula con un pKa que coincida con el intervalo de pH que
se desea [8] o incorporando una seccién hidrofébica en el esqueleto del polimero. Lo dltimo
gue se ha estudiado es la copolimerizacion de acido o bases débiles o bases con monémeros no
ionizables como los n-alquil metacrilatos [5,9]. La introduccion de dominios hidrofobicos y
grupos ionizables en el mismo mondémero también ha sido propuesta para modificar la

transicion al pH [9].

2.3 Metacrilatos de carboxiarilo

Licea A. et al han reportado metodologias para sintetizar nuevos monomeros,

derivados de acido metacrilico conteniendo grupos fendlicos con diferentes sustituciones de



grupos carboxilicos (Figura 2.2.) [4], esta metodologia ha sido comparada con la reportadas
previamente.

La sintesis de estos monOmeros se basa en la alta reactividad de la N,N -
dimetilaminopiridina como catalizador de la acilacion, el paso clave en esta reaccion es la
formacion de la sal de N-acilpiridinonio como un par i6nico altamente activo con el
metacrilato, mientras la trietilamina actia neutralizando el &cido metacrilico formado
simultaneamente. EI grupo acilo formado es activado por deslocalizacion de cargas y es
facilmente atacado por un nucleofilo. Los anhidros carboxilicos son mejores para estas

acilaciones que los cloruros de acilo correspondiente.

o
p— ]

(@]

OH

Figura 2.2. Metacrilato de carboxiarilo.

2.4  Salicilamida

Salicilamida es el nombre comun de la o-hidroxi benzamida (Figura 2.3.), €s un
farmaco de libre venta con propiedades analgésicas y antipiréticas. Sus usos terapéuticos son
similares a los de la aspirina y es utilizada en combinacion con aspirina y cafeina para terapia
contra el dolor. Con un peso molecular de 137.13 g/mol, DL50 en rata de 1, 890 mg/Kg, punto
de fusion de 140 °C, pKa 15.45 y solubilidad en agua de 7.82 g/L.



NH,

OH
Figura 2.3. Salcilamida

2.4.1 Mecanismo de accidn

No se conoce muy bien el mecanismo de accion de la salicilamida ya que este farmaco
no es hidrolizado a salicilato y por lo tanto no tiene efectos en la sintesis de las
prostaglandinas. Por otra parte, la salicilamida tiene un cierto efecto depresor sobre el sistema

nervioso central y un efecto sedante propio que la diferencian de los salicilatos tradicionales.
2.42  Farmacocinética

Después de su administracion oral, la salicilamida se absorbe muy bien en el tracto
digestivo, siendo su biodisponibilidad proxima del 95%. Las concentraciones maximas en el
plasma se obtienen 1 hora después de su administracion. EI farmaco se une a las proteinas del
plasma pero en proporciones menores que los salicilatos. Se distribuye rapidamente en todos
los compartimentos corporales con un volumen de distribucidn superior al de los salicilatos. El

tiempo de vida media se sitla entre las 1 y 2 horas.

La salicilamida se elimina en forma de conjugados, sobre todo sulfatos y glucurénidos.
Los primeros se forman durante el proceso de absorcion intestinal, dependiendo de las dosis
administradas y de la forma de administracion. Los glucuronidos se forman en el higado
donde la salicilamida es hidroxilada primero a gentisimida, conjugandose seguidamente. Los
metabolitos glucurdnidos y sulfatos se eliminan en un 95-99% por via renal. Sélo el 1% de la

dosis administrada se elimina como salicilamida libre.

2.43 Indicaciones y posologia
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La salicilamida se administra por via oral, casi siempre asociada a otros farmacos.
Como analgésico se han administrado dosis de 500 mg a 2 g tres veces al dia. Como anti-
inflamatorio, se han llegado a administrar hasta 10 g. al dia. La salicilamida es un farmaco
relativamente débil y se administra siempre en combinacion con otros farmacos con los que se
potencia su accion. En combinacion con vitamina C y antihistaminicos, la salicilamida forma

parte de algunos preparados antigripales

2.5 Cromatografia liquida de alta resolucion

En la industria farmacéutica moderna la cromatografia de liquidos de alta resolucion
es la herramienta méas utilizada durante el desarrollo, descubrimiento o produccion de
productos farmacéuticos nuevos. El objetivo es desarrollar métodos de cuantificacion mas
robustos para alcanzar la optimizacion de los métodos ajustando los parametros necesarios
obteniendo de esta manera cromatografias mas rapidas y cuantificaciones mas exactas.

La cromatografia se basa en la fuerza de transporte de un liquido (fase movil) que
contiene una mezcla de analitos, a traves de un material poroso (fase estacionaria) resultando
en diferentes tiempos de migracion de los componentes de la mezcla de analitos. Esta
caracteristica se debe a que los analitos estan dispersos en la fase movil presentando una
migracion uniforme con interacciones entre la fase movil y la fase estacionaria lo que daréa la
discriminacion entre los analitos.

La naturaleza tanto de la fase estacionaria como de la fase maévil junto con el modo
de transporte a través de la columna, es lo que define las caracteristicas del tipo de

cromatografia.

25.1 Tipos de cromatografia

La fase movil puede ser liquida o gas por lo cual podemos clasificarla en Liquida
(CL) o Gas (CG). Aparte de estos métodos existen otros dos tipos de CL que se clasificacion
por la manera de transporte a través de la fase estacionaria que puede ser por fuerza capilar en
la Cromatografia de Capa Fina (TLC) o flujo electroosmético como en la electrocromatografia
capilar (CEC).

La otra manera de clasificar es en base a las caracteristicas de la fase estacionaria, en
la CG puede ser liquida o sélida con la que distinguimos Gas-Liquido y Gas-Sélido.
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La CL también se presenta con las mismas caracteristicas en fase estacionaria, siendo
la més conocida es la fase Liquido-Solido, la cual se compone por una fase estacionaria polar
(CaCOs3 o silice porosa) y una fase mavil no polar, o una fase estacionaria no polar y una fase
movil polar la cual cambian las interacciones polares entre analito y fase estacionaria a
interacciones hidrofobicas, a esta ultima se le denomina “fase reversa” por ser la contraria a la
primera desarrollada “fase normal”.

Otro tipo de cromatografia que se basa en la interaccion idnica del analito con la fase
estacionaria es la llamada cromatografia de intercambio ionico, la cual se caracteriza por la
interaccion de analito con los contraidnes enlazados en la fase estacionaria.

La cromatografia de exclusién por tamafio no presenta interacciones entre el analito y
ninguna de las fases y la separacion se basa en la dimension fisica (tamafio).

La cromatografia de interaccion ionica se sitGa entre la cromatografia de fase reversa
y la cromatografia de intercambio idnico. La introduccion de iones anfifilicos o liofilicos en la
fase movil provoca su adsorcion en la fase estacionaria resultando en una cromatografia de
pseudo intercambio ionico. Los compuestos anfifilicos son generalmente compuestos con una
cadena alquilica relativamente larga y un gran grupo cargado al final de su cadena. Estas
sustancias son surfactantes y contiene una gran carga localizada. En el sistema cromatogréafico
estas moléculas se localizan en la interface entre la fase estacionaria y la fase (eluyente)
organica/agua. La parte cargada permanece en direccion hacia el eluyente y la parte
hidrofobica es adsorbida por la fase estacionaria. Este tipo de cromatografia es ventajosa
cuando se necesitas separar compuesto muy hidrofilicos 0 no pueden ser retenidos en la
columna cromatografica por otros medios como el cambio del pH en la fase movil, la
polaridad del componente organico o la fase estacionaria. La desventaja es que algunos

modificadores pueden fijarse permanentemente en la fase estacionaria.

2.5.1.1 Cromatografia fase reversa

La cromatografia liquida de alta resolucion ha sido una técnica muy util para la
separacién de moléculas y ampliamente utilizada para el desarrollo de métodos para la
separacién de farmacos.

La cromatografia liquida en fase reversa permite separar moléculas en base a su

polaridad. EI principio de la cromatografia en fase reversa se basa en que la fase estacionaria
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es de particulas de silica quimicamente modificadas con hidrocarburos saturados, insaturados
0 arométicos de diferentes tipos. Esto convierte a la fase estacionaria en una matriz no polar.
Por lo tanto, para este tipo de cromatografias se emplean mezclas de solventes polares, tales
como agua, acetonitrilo, acetato de etilo, acetona y alcoholes alifaticos.

Las moléculas se retienen en la columna en virtud de las interacciones hidrofébicas
que establecen con la silica modificada. Aunque, las interacciones hidrofobicas son en general
bastante débiles, son también a menudo muy numerosas y para eluir las moléculas es casi
siempre necesario disminuir la polaridad del disolvente; para ello se puede substituir el agua

de la fase movil con un solvente organico cuya concentracion se va aumentando gradualmente.

2.6  Validacion de métodos cromatograficos

La Organizacion Munidal de la Salud (OMS) define a la validacion de la siguiente
manera “Es el acto documentado de probar que cualquier procedimiento, equipo, proceso,
material, actividad o sistema conduce realmente al resultado esperado” de aqui la
importancia de cumplir con esta actividad. La United States Pharmacopeia (USP) ha definido
la necesidad de validar los métodos cromatogréaficos estableciendo pardmetros y caracteristicas
para el desempefio analitico, y los estudios requeridos para este fin. La USP ha dividido los
métodos en cuatro categorias de acuerdo a sus necesidades de validacion.

Las categorias de métodos USP se refiere a los tipos mas comunes de analisis, que
son requeridos para la validacion.

Las caracteristicas de desempefio analitico se refieren a las caracteristicas por las que
un método analitico define su desempefio como una técnica analitica. La USP identifica estas
caracteristicas como exactitud, precision, especificidad, limite de deteccion, limite de
cuantificacion, linealidad e intervalo e indica que estas deben ser evaluadas durante la
validacion del método. Ademas frecuentemente son requeridas pruebas adicionales como la
prueba de robustez, adecuabilidad del sistema, estudios de degradacion forzada, estudios de
estabilidad, estudios de retencién del filtro y la eficiencia de extraccidn, las definiciones de

cada término y como son determinados durante la validacion se presentan en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Caracteristicas del desempefio analitico.

Pruebas de validacion

Determinacién durante la validacion

Exactitud (recobro)

Precision:
Repetitividad (precision del
método)

Precision intermedia

Especificidad

Limite de deteccion (LOD)

Limite de cuantificacion (LOQ)

Linealidad

Intervalo

Son muestras preparadas (placebos enriquecidos)
normalmente cubriendo del 50% al 150% del valor

nominal. Se calcula el recobro de cada muestra.

Se analizan multiples replicas de una muestra usando el

método analitico. Se calcula el recobro.

Un segundo analista repite el analisis en un dia diferente
usando diferentes condiciones y diferentes instrumentos.
Se hace una comparacion estadistica con los primeros
resultados.

Se analizan blancos, matrices (placebo) y compuestos
relacionados para determinar la interferencia dada.
También se determina el factor de respuesta relativa.

En procedimientos en los cuales se observe ruido en la
linea base, el LOD se puede basar en el coeficiente de
sefial-ruido (3:1), que es expresado usualmente como
concentracion de analito presente en la muestra.

Para los procedimientos que muestran ruido en la linea
base el LOQ es determinado con el cociente sefial-ruido
(10:1).

La linealidad puede ser establecida para todas las
sustancias  activas, conservadores e impurezas
esperadas. Esta prueba se determina con estandares.

Se evalta usando muestras (conocido como linealidad
del método) enriquecidas y el intervalo especificado

debe abarcar la concentracién de farmaco en la muestra.
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Continuacion... Caracteristicas del desempefio analitico.

Determinacion de adecuabilidad

del sistema

Estudios de degradacion forzada

Estabilidad de las soluciones

Estudio de retencion del filtro

Estudio de la eficiencia de

extraccién

Cuando es aplicable, estos pardmetros son calculados

grabados y evaluados en todo el curso de la validacion.

Muestra del producto (placebo enriquecido) y sustancia
activa son expuestos a luz, calor, &cido, base y agentes
oxidantes para producir un 10%-30% de degradacion
del activo. Las muestras degradadas son analizadas para
determinar si hay interferencia con el activo o

compuestos relacionadas.

La estabilidad es determinada comparando la respuesta
y un perfil de impurezas a partir de un estandar viejo o
muestra recientemente preparadas comparadas con si

misma en diferentes tiempos.

Muestra, blanco, y soluciones estandar son analizadas
filtradas y sin filtrar. La comparacion se hace de

acuerdo al recobro.

Se investiga la eficiencia de extracciéon variando los
tiempos de agitacion o sonificacion durante la

preparacion de la muestra del producto farmacéutico.

La definicion cada categoria de la USP y las caracteristicas correspondientes del

desarrollo analitico y los requisitos adicionales de la validacion son mostrados en la Tabla 2.2.
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Tabla 2.2. Categoria de métodos USP

Categoria
Prueba de c
- -z . 17, wn [«B) w wn \C \9
Validacién o 8 lg % S -g N % S 8 §
S S EsE £ 88 2 =
c g 5 & 2 2 g 2 2 %] E
L c £ < > £ g 9 & @
_— - ®© O i a = ) < o]
- 3 O ¢ — o o = =
- - 2>
Exactitud (recobro) Si Si * * No
Precision
Repetitividad ) _ )
- . Si Si No Si No
(precision del método)
Precision intermedia Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de deteccion No Si Si * No
Limite de .
o No Si No * No
cuantificacion
Linealidad Si Si No * No
Intervalo Si Si * * No
Prueba de robustez Si Si No * No
Determinacion de
adecuabilidad del Si Si Si Si Si
sistema
Estudios de ) )
y Si Si No No No
degradacion forzada
Estabilidad de las ) ) ) ) )
] Si Si Si Si Si
soluciones
Estudio de retencion ) ) ) ) )
) Si Si Si Si Si
del filtro
Estudio de eficiencia ) )
Si Si * No *

de extraccion




*Puede ser requerido
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Capitulo 3

Experimental

Figura 3.1. Acido 2-metacriloiloxibenzoico

3.1 Sintesis de monomero (acido 2-metacriloiloxibenzoico)

En la sintesis de este mondmero se utiliz6 la adaptacion de una técnica previamente
reportada. [4]

Se ensambld un equipo compuesto por un matraz bola de 2 bocas de 500 ml al cual se
le adapt6 un termdmetro y un septum, el sistema se monto sobre un bafio de hielo con NaCl.
Se acondiciond el sistema bajo una atmosfera inerte de argon y se agrego el acido salicilico, el
catalizador 4-(dimetilamino) piridina y el diclorometano, se mantuvo en agitacion hasta
disolver, enseguida se agrego la trietilamina y se dejo que la temperatura disminuyera hasta
0°C, y posteriormente se agregé el anhidrido metacrilico por goteo lento con la ayuda de una
bomba de adicion manteniendo la temperatura por debajo de 0°C durante este intervalo de
tiempo. La reaccion se dejo con agitacion continua a temperatura ambiente por 24 horas.

Para realizar la purificacion del mondémero, en un embudo de separacion se hicieron 3
extracciones con HCI 2 N (100ml aprox.) para neutralizar el exceso de trietilamina y se

recuper0 la fase organica, la cual se dejé evaporar por una noche en el refrigerador. El sélido
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obtenido se filtr6 al vacio y se le hicieron lavados intercalados con 150 ml de agua a 40°C y
150 ml de éter de petroleo. El producto se dejé secar por una noche.

3.2 Optimizacion de la reaccion para sintesis del acido
metacriloiloxibenzoico (AMOB)

CH,

CH,
0 OH

Figura 3.2. Estructura de monémero AMOB.

Para la optimizacion de la reaccion se utilizaron 30ml de diclorometano y 12 ml de
TEA como disolventes, 0.1014g (8.3 x10™ moles) de DMAP. Se variaron las cantidades de los

reactivos (anhidro metacrilico-acido salicilico) utilizando relaciones molares 1:1, 1:1.3, 1:1.6
(Tabla 3.1.).

Tabla 3.1. Rendimiento de reaccion vs relacion molar de Ac. Salicilico

Relacion Anhidro metacrilico (moles) Acido salicilico (moles)
1:1 6.72x 107 6.72x 107
1:1.3 6.49 x 107 8.4x10°
1:1.6 6.49 x 107 10.38 x 107

Se tomo la relacion molar en la que se obtuvo el mayor rendimiento y se hicieron
reacciones variando los tiempos de adicion en 1y 3 horas (Tabla 3.2.).
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Tabla 3.2. Rendimiento vs tiempo de adicion.

Tiempo de adicion Anhidro metacrilico Acido salicilico
(horas) (moles) (moles)
1 6.49 x 107 10.38 x 10°
3 6.49 x 103 10.38 x 1073

Los productos se caracterizaron, mediante técnicas ya reportadas de resonancia

magnética nuclear (RMN) e infrarrojo (IR), y espectrometria de masas.

3.3 Obtencion de los geles a base de AMOB.
Se obtuvieron geles homopoliméricos de AMOB con dos proporciones de
entrecruzante y geles copoliméricos de AMOB vy diferentes proporciones de acido acrilico. La

composicion de los geles se presenta en la tabla 3.3

Tabla 3.3. Nomenclatura y porcentaje de reactivos utilizados para la sintesis de los

geles.
Reactivo p-AMOB c-Al5 c-A30 p-AMOBE
AMOB 98.16% 83.43% 68.71% 96.3%
Dimetacrilato 1.86% 1.86% 1.86% 3.7%
de etilenglicol
Acido Acrilico - 14.71% 29.43% -

Nota: Los porcentajes estan dados en porcentajes molares.

Para la obtencion del polimero se usaron las cantidades que se especifican en la

Tabla 3.4.
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Tabla 3.4. Cantidad de reactivos utilizados para la sintesis de los geles

Reactivo p-AMOB c-Al5 c-A30 p-AMOBE
AMOB 539 4.99 g 469 5.19 g
AIBN 0.040105¢g 0.040105 g 0.040105 g 0.040105 g
Dimetacrilato 0.0922 mi 0.0922 ml 0.0922 ml 0.181 ml
de etilenglicol

DMSO 7ml 7ml 7ml 7ml
Acido Acrilico - 0.293 ml 0.658 ml -

Ademas del mondmero sintetizado se utilizd acido acrilico como copolimero,
azoisobutironitrilo como iniciador, dimetacrilato de etilenglicol como entrecruzante y dimetil
sulféxido como solvente. En un matraz schlenck se mezclaron la cantidad de reactivos
correspondientes, se sometieron a agitacion por 15 min, enseguida la mezcla se purgd 3 veces
a presion reducida, utilizando argon y vacio de manera secuencial en un bafio de hielo y sal.
La mezcla se verti6 en el sistema de placas de vidrio. La polimerizacién del gel se llevé a cabo
dentro de una estufa a una temperatura de 60 °C por 24 h.

Transcurrido el tiempo se retird el sistema de la estufa, se desarmo el sistema y se
separaron las placas con cuidado para no romper el gel, este se separ6 de la placa de vidrio
levantandolo con cuidado y se colocd en un cristalizador con dimetilsulfoxido cambiandolo
cada 8 horas por 24 horas, posteriormente se hicieron lavado con el mismo intervalo de tiempo
con DMSO:Agua con proporciones de 75:25, 50:50, 25:75, los geles humedos se cortaron en
forma de disco con un horadador de 8 mm de diametro para finalizar con un lavado de agua

100% vy se secaron al vacio a 40°C durante 24 h.

3.4 Prueba de Hidrolisis

Se coloc 2 g de gel p-AMOB en una solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8 por
5 dias, la solucion se acidifico con HCI 2N, enseguida se hicieron extracciones con
diclorometano, se obtuvo un solidd blanco se seco al vacio por 24 h. El solido obtenido de la

prueba de hidrolisis se caracterizd por las técnicas descritas anteriormente. FT-IR 3200-3000
(COOH), 1661.52 (C=0). m/z 137.97, 92.08 (pico base).
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3.5 Prueba de de hinchamiento (Q) contra el tiempo (t)

Se prepararon 3 soluciones amortiguadoras con fuerza iénicade 0.1 yapH 1.2,6.8y
7.4. Se rotularon viales con los valores de pH a utilizar y se colocaron en estos 15 ml del
amortiguador correspondiente. Se peso un gel y se coloco en el vial previamente Ilenado con
la solucion amortiguadora, esto se realizo para las 3 series de geles, pAMOB, c-Al15 y ¢c-A30 .
Se colocaron en un agitador a 50 rpm a 25 ° C y se tomaron muestras cada 15 min durante la
primera hora y después cada 2, 4, 8, 16 y 24h. Se tomaron muestras de cada gel retirandolo del
medio, se retird el exceso de agua en la superficie del mismo con un papel absorbente,
enseguida el material fue pesado y devuelto al vial correspondiente. Se calcul6 Q para las 3

series.

3.6 Preparacion de las soluciones amortiguadoras con fuerza ionica de 0.05

Se selecciond el acido débil con un pka aproximado al pH que se usara en el
amortiguador (Tabla 3.5). Se calculo la relacion de base/acido necesaria para el pH indicado.
Se consider6 la concentracion de las sales y los &cidos para generar una buena capacidad

amortiguadora. La concentracion de sales utilizada fue de 0.05 M

Tabla 3.5. Especies respecto a pH.

pH Especie pka

3 Acido fosférico 2.15
4 Acido aceético 4.74
5 Acido acético 4.74
6 Fosfato de sodio 7.09
7 Fosfato de sodio 7.09
8 Fosfato de sodio 7.09
9 Acido borico 9.23
10 Carbonatos 10.33
11 Carbonatos 10.33

Para calcular la fuerza iénica se utiliza la formula:
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1n o,
1= 221:C|Z| 31)

u=fuerza idnica
Ci=concentracion de la especie

Zi=carga de la especie ionizada

/uTotaI — /Jl + :u2 + ,Ll3 (3.2)

Para calcular el pKa corregido por efecto de la fuerza idnica se usa la ecuacion de
Debye-Huekel:

0.51(2z-1)/u
L+ /u (3.3)

pk'a = pka+

Para calcular la proporcion de acido y sal para prepara un amortiguador con cierto pH

se usa la ecuacion de Henderson-Hasselback [12]:

[sal] (3.4)

pH = pka+ log [acido]

Para calcular la cantidad de sal-acido en un buffer y ajustar su fuerza idnica se calcul6
el pka del &cido de acuerdo a la fuerza idnica, el factor sal/acido, la i que aporta la sal o el

acido y se ajustar la p con NaCl (Tabla 3.6).
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Tabla 3.6. Cantidades por litro de solucion para la preparacion de amortiguadores.

pH Especies Acido(g) Sal(g) NaCl(g)

3 CH3;COOH/CH3;COONa 2.93 0.1637 5.76

4 CH3;COOH/CH3;COONa 2.42 1.3158 5.26

5 CH3;COOH/CH3;COONa 0.8701 4.83 3.75

6 NaH,PO4/Na;HPO, 6.033 0.8913 2.18

7 NaH,PO4/Na;HPO, 2.55 3.7647 0.1145

8 H3BO3/Na,B407-10H,0 2.8689 1.3614 5.6

9 H3BO3s/Na,B,0;-10H,0 1.7374 8.332 4.56
10 NaHCO3/Na,CO3 2.011 2.76 2.0988
11 NaHCO3/Na,CO3 0.3537 4.85 0.3687

3.7 Pruebas de hinchamiento con respecto al pH

Se prepararon 9 diferentes soluciones amortiguadoras a pH 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11
con fuerza ionica de 0.1 con las cantidades mencionadas en la Tabla 3.6. Se rotularon viales
con los valores de pH a utilizar y se colocaron en estos 15 ml del amortiguador
correspondiente. Se coloc6 un gel previamente pesado en cada medio, esto se realizd para las
3 series de geles, p-AMOB, C-A15 y C-A30. Transcurridas las 24 h el gel fue retirado del
medio, se retir6 el exceso de agua en la superficie del mismo con un papel absorbente,
enseguida el material fue pesado y devuelto al vial correspondiente y se calculé Q. Se tomaron
muestra cada 24 h por aproximadamente 30 dias siguiendo el mismo procedimiento para las 3

series.

3.8 Determinacion de Q

El hidrogel se peso previo a la prueba a realizar, se coloco el gel en el medio de
prueba. Una vez cumplido el tiempo necesario se tomo un hidrogel con una espatula de metal
con cuidado de no romperlo. Enseguida se secé el exceso de agua con un papel absorbente.
Inmediatamente se coloco en un vial de vidrio previamente tarado y etiquetado. El hidrogel se

peso nuevamente y se determind Q con la siguiente férmula:
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Q- W gel humedo — W gel seco

W gel seco
Siendo:
Q= grado de hinchamiento

W= peso

3.9Disefio del método analitico

Para la cuantificacion del &cido salicilico hidrolizado y el profarmaco se disefio un
método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucion.

Se trat6 de separar el acido salicilico (producto de hidrolisis) y el profarmaco ABHB
utilizando gradientes con amortiguador preparado con fosfatos pH 7.0 +£1, metanol en
diferentes proporciones y gradientes sin obtener una buena resolucion entre estos dos
compuestos. Por lo tanto fue necesario cambiar el profarmaco utilizado como modelo para el
estudio de liberacion. El farmaco utilizado es la salicilamida.

Para el método de separacion de acido salicilico y salicilamida se utilizé6 un
amortiguador a base de fosfatos con pH 7.0 y hexadeciltrimetilamonio (cetiltrimetilamonio o
cetrimonio) como surfactante para formar un contraién dentro de la columna. Las condiciones
finales del sistema se muestran en la Tabla 3.7.

Se logro separar eficientemente el acido salicilico y la salicilamida cumpliendo con
los parametros de adecuabilidad del sistema.

El método disefiado se describe con detalle a continuacion.

3.9.1 Preparacion de la fase mavil

La fase movil se prepard usando una proporcion 75:25 de amortiguador de fosfatos
(pH 5.8) a 50mM:Metanol. EI amortiguador de fosfatos (pH5.8) a 50mM; se preparo pesando
6.2095¢g de fosfato monobasico de sodio y 0.7098 g de fosfato dibasico de sodio, se coloco en
un vaso de precipitado de 1 L, se agreg6 agua purificada y se agité hasta disolver. Se ajusto el
pH a 5.8 con acido fosforico 0.2 N de ser necesario. Para preparar la fase mavil se selecciono
en el instrumento de cromatografia 75% en la linea correspondiente a amortiguador y 25% en

la linea correspondiente a acetonitrilo.
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3.9.2 Preparacion del estdndar

Se prepardé una solucién madre pesando exactamente 10mg de 4-hidroxiacido
benzoico, 10mg de salicilamida y 50mg de &cido salicilico coloque en una matraz de 100ml y
diluya con amortiguador de fosfatos pH 7.0, para preparar el estandar se tomo una alicuota de
1 mly se diluy6 en 10 ml de amortiguador de fosfatos pH 7, para tener una concentracion final
de 4-hidroxiacido benzoico, salicilamida y acido salicilico de 10,10 y 50 pg/ml.

3.9.3 Condiciones cromatograficas

Tabla 3.7. Condiciones cromatogréaficas

Columna Phenomenex, Luna C18, 5um, 4.6 X 100 mm
Temperatura de
30°C

columna

) 75:25
Fase movil ]

amortiguador de fosfatos (pH5.8) 50mM: metanol

Flujo 1.0 mL/min
Detector UV a 215nm
Volumen de inyeccion 10 uL
Tiempo de corrida 10 min

El estandar y las muestras fueron analizadas como se describe en la Tabla 3.8, no se

deben inyectar méas de 10 muestras sin intercalar un estandar.

Tabla 3.8. Secuencia de la inyecciones.

Solucion de prueba # de inyecciones
Blanco 1
Estandar principal
Muestra de ensayo 1
Muestra de ensayo 2
Muestra de ensayo n

=

Estandar principal
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3.9.4 Adecuabilidad del sistema
Los criterios de adecuabilidad del sistema son los siguientes:
e  Factor de retencion: k>2.0
e  Resolucion: R>1.5
e  Factor de coleo: T<2.0
e  Numero de platos teoricos: N>1000

° Coeficiente de variacion: CV <2.0%
3.10 Validacién de método analitico

3.10.1 Linealidad

La linealidad fue demostrada preparando cinco soluciones estandar entre un intervalo
de 60 a 140% de la concentracion nominal de la muestra, 50 pg/ml para acido salicilico y 10
pg/ml para salicilamida. Cada solucion fue preparada por dilucion de una solucién madre y

fue inyectada por triplicado. Se realizé el analisis de regresion lineal, excluyendo el origen.

3.10.2 Intervalo

El intervalo se demostré analizando la solucion estandar en un intervalo de 80% a
120% del valor nominal de la muestra de acido salicilico (50ug/ml) y del valor nominal de
salicilamida (10ug/ml). Tres muestras fueron preparadas para cada nivel de concentracion y
cada muestra fue analizada. Se realiz6 el analisis de regresion lineal, excluyendo el origen

como punto para no forzar el intercepto de la gréafica a cero.

3.10.3 Exactitud (recobro)
La exactitud y el recobro del método fueron demostrados analizando los datos
obtenidos durante el desarrollo de la prueba del intervalo. El porciento de recobro de cada

muestra individual y el promedio de cada nivel de concentracion fue determinado.

3.10.4 Estudio de retencion del filtro
Se utilizaron tres muestras de un estandar para evaluar el filtro. Las porciones

obtenidas de cada muestra fueron filtradas a través de membranas para jeringa de nylon de
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0.45 pm usando un volumen de 5 ml de filtrado. Las muestras fueron inyectada por triplicado
y analizadas de acuerdo al método analitico. El porciento de recobro y el CV fueron

determinados para cada muestra individual.

3.10.5 Precision
La precision fue evaluada en dos experimentos, la repetitividad y la precision
intermedia o reproducibilidad.
3.10.5.1 Repetitividad
La repetitividad del método fue demostrada preparando seis muestras del estandar.
Las muestras fueron analizadas de acuerdo al método analitico y se determino el porciento de

recobro para cada muestra.

3.10.5.2 Precision intermedia
La precision intermedia del método fue demostrada repitiendo el experimento de
repetitividad por un segundo analista. Este analista uso diferentes soluciones, reactivos,

condiciones de operacion y realiz6 el andlisis en diferente dia del primer analista.

3.10.6 Selectividad (Especificidad)

La selectividad fue demostrada inyectando los medios de disolucién que podrian
causar interferencia como la fase movil, el fluido gastrico simulado, amortiguador intestinal
pH 6.8, amortiguador intestinal pH 7.4 y un cromatograma tipico para confirma la
especificidad.

3.10.7 Estudio de estabilidad de las soluciones
La estabilidad de las soluciones del estdndar y las muestras fueron evaluadas a
temperatura ambiente en frascos transparentes. Estas muestras fueron analizadas por duplicado

contra la cuantificacion inicial de un estandar recién preparado, en intervalos de 24 h.

3.10.8 Determinacion de la adecuabilidad del sistema
Los parametros de adecuabilidad del sistema propuestos se cumplieron durante la

validacion. Se tomaron los pardmetros de adecuabilidad del sistema como se determinaron en
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la prueba de exactitud para el pico de 4-hidroxi&cido benzoico, acido salicilico y el de

salicilamida.

3.11 Cuantificacion de &cido salicilico hidrolizado contra el pH

Para la cuantificacion del &cido salicilico hidrolizado a diferentes valores de pH se
tomaron muestras de la prueba de hinchamiento contra pH, las muestras fueron recolectadas
retirando el medio totalmente (15 ml) cada siete dias, se repuso el medio de cada pH
correspondiente, las muestras fueron recolectadas por el mismo tiempo que duro la prueba, se
recolectaron un total de 4 muestras por valor de pH correspondientes a 4 semanas. Se preparo
previamente una solucion madre de salicilamida y acido salicilico a 0.1 y 0.5 mg/ml
respectivamente. De la muestra tomada se tomé una alicuota de 1ml y se enriquecio con 1ml
de la solucion madre antes descrita se llevo a volumen de 10 ml en un matraz volumétrico con
solucion amortiguadora, esta solucién fue filtrada por membrana de nylon de 0.45 um e

inyectada al cromatdgrafo con las condiciones ya descritas.

3.12 Cargado de los geles

Se prepard una solucién de salicilamida 0.2 M en metanol, se coloc6 un gel
previamente pesado en un recipiente con tapadera, se adiciond 10 ml de la solucién preparada
previamente, se mantuvo en las solucion por 24 h se retir6 el gel de las solucion,
posteriormente se dejo secar al vacio por 24 h colocandose en una estufa de secado a 60°C por

24h. El célculo de cantidad de farmaco cargado en el gel se determino por gravimetria.

3.13 Prueba de liberacion de farmaco e hidrolisis

Se realizaron las pruebas de liberacion en tres medios de disolucion con pH
diferentes, utilizando solucién HCI 0.1N pH 1.2, solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8 y
solucion amortiguadora de fosfatos pH 7.4. Se pesaron los geles y se calculo la cantidad de
acido salicilico y salicilamida (por diferencia de peso) en el material. La prueba se realiz6 en
un equipo de disolucion marca Varian modelo VK 7025, se sirvieron 500 ml de medio de
disolucién previamente desairado y se dejé equilibrar la temperatura a 37°C. Se colocaron los
geles dentro de las canastas (aparato |1 USP), se coloco las canastillas en los ejes, se programé

la velocidad de disolucién a 75 rpm. Se comenzd la disolucion haciendo tomas a 0.25, 0.5,
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0.75, 1, 2, 4, 8, 12, 24 h. El volumen de la alicuota fue de 5 ml. Se prepar6 previamente una
solucién madre salicilamida y &cido salicilico a 0.1 y 0.5 mg/ml respectivamente. De la
muestra tomada se tomé una alicuota de 1ml y se enriquecio con 1ml de la solucion madre,
antes descrita, se llevé a un volumen de 10 ml en un matraz volumétrico, esta solucion fue
filtrada por membrana de nylon de 0.45 pum e inyectada al cromatégrafo con las condiciones

ya descritas.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

4.1 Sintesis de monomero (acido 2-metacriloiloxibenzoico)

Se obtuvo el monémero propuesto el cual fue caracterizado por FT-IR, *HRMN y *C
RMN, obteniéndose los siguientes resultados. *C RMN (CD.Cl,): 168.8, 166.0, 151.28,
135.72, 134.41 132.39, 127.34, 125.95, 123.93, 18.32. 1H RMN (CD.Cl,): 8.10 (dd, 1H, H-
Ar), 7.61(td, 1H, H-Ar), 7.34(dd, 1H, H-Ar), 7.16(dd,1H, H-Ar), 6.35 (d, 1H, H-Vinilico),5.74
(d, 1H, H-Vinilico), 2.07(d, 3H,CH3), FT-IR 3200-2800 (-COOH), 1741.13(C=0, éster). m/z
206.52 (16n molecular), 188.73 (pico base).

Los resultados de la caracterizacion espectroscopica demuestran la obtencion del

producto deseado con pureza adecuada.

4.2  Optimizacién de la reaccion

Para optimizar la reaccion se variaron las cantidades de los reactivos (anhidrido
metacrilico-acido salicilico) utilizando relaciones molares 1:1, 1:1.3, 1:1.6. Teniendo como
resultados los descrito en la Tabla 4.1.

Se tomo la relacion molar en la que se obtuvo el mayor rendimiento (1:1.6)
demostrando la importancia de agregar el acido salicilico en exceso para desplazar la reaccion
hacia los productos. Se hicieron reacciones variando los tiempos de adicién entre 1 y 3 horas
(Tabla 4.2.) encontrandose un mejor rendimiento con la menor velocidad de adicién del
anhidrido metacrilico demostrando que esta reaccion tiene un control termodinamico.

4.3  Prueba de de hinchamiento (Q) contra el tiempo (t)

De los geles obtenidos se realizaron las pruebas de hinchamiento contra el tiempo. Se
calculo Q = (Wgel hinchado —W peso de gel seco)/Wgel seco para las 3 series.

Para la serie p-AMOB (Figura 4.1.) la respuesta no fue considerable en un periodo de
24 h para los 3 pH’s en los que se realiz6 la prueba, posiblemente la red polimérica no permite

la entrada de medio por lo tanto su respuesta de hinchamiento es muy baja.
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En esta prueba se observa como los la serie c-Al5 (Figura 4.2.) muestra una respuesta
considerable en cuanto al hinchamiento y un tiempo de respuesta corto a pH de 6.8 y 7.4 y una
respuesta casi nula a pH 1.2, podemos asumir que la respuesta del material esta dependiendo

de la presencia de los grupos ionizables aportados por el acido acrilico.

Tabla 4.1. Rendimiento de reaccion Vs relacion molar de Ac. Salicilico.

Relacion % Rendimiento
11 28.12
1:1.3 55.6
1:1.6 91.4

Tabla 4.2. Rendimiento Vs tiempo de adicion.

Tiempo de adicién (horas) % Rendimiento
1 91.4
3 93.5

Tabla 4.3. Respuesta de Q contra t.

pH
1.2 6.8 7.4
T (Dias) p-AMOB c-Al5 ¢-A30 p-AMOB ¢-Al5 c-A30 p-AMOB c¢-Al5  ¢-A30
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0.25 0.0179  0.1574 0.2662 0.1337 07870  1.2038  0.1790  1.1376  1.7208
0.5 0.0179  0.2222 0.3766 0.2479 14167 22102  0.2557  2.1376  2.9091
0.75 0.0209  0.2870 0.4351 0.3036  1.8611 2.8217  0.3097  2.3349  3.6039
1 0.0149  0.3472 05325 0.3955 27130 3.8917  0.4602  3.6468 5.6169
2 0.0388  0.5370 0.8247 0.6880 55972 82739  0.7869  7.9450 11.3247
4 0.0866  0.6065 0.9481  1.3454  12.1065 16.8089  1.3807  16.7661 22.1104
8 0.1343  0.6528 0.9286  2.6045 252454 31.0955 2.4744 345963 39.6753
16 0.1582  0.6343 0.9675 29610 35.3426 39.8790 3.4744  46.6330 49.8636
24 0.1970  0.6713 1.0325 9.1337  43.9630 454268 14.3438 51.1422 53.4545
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Figura 4.1. Respuesta de Q contra pH para la serie p-AMOB.
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Figura 4.2. Respuesta de Q contra pH para la serie p-cA15.

Para la serie c-A30 (Figura 4.3.) el comportamiento es muy similar al demostrado por
la serie c-A15 cuando se estudio en los mismos pH’s. Con esta observacion podemos suponer
que los grupos polares aportados por el acido acrilico influyen en el fenémeno del
hinchamiento, y en el caso de las dos proporciones utilizadas no hay una diferencia
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considerable, indicando que el acido acrilico produce una modificacion limitada en la
hidrofilicidad.
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Figura 4.3. Q contra pH para la serie p-cA30.

4.4  Pruebas de hinchamiento con respecto al pH

En las pruebas de hinchamiento con respecto al pH realizadas para la serie p-AMOB

(Figura 4.4.) y muestran un pH de transicion de hinchamiento alrededor de 6.0. El tiempo

para alcanzar el equilibrio a pH cercanos a pH 6 es alrededor de 10 dias indicando que el

proceso de hinchamiento es lento, sin embargo a pH de nueve en adelante el equilibrio se

alcanza en un dia. Esto es debido a que a mayor pH existe mayor concentracion de base que

permite un hinchamiento mas rapido.
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Figura 4.4. Q contra pH serie p-AMOB.

Para la series c-Al15 (Figura 4.5.) se observa que el material alcanza el equilibrio en 6

dias y muestra un pH de transicion de 6.0, un comportamiento muy similar con respecto al

tiempo de equilibrio y el pH de transicion de la serie p-AMOB.
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Figura 4.5. Q contra pH serie c-A15.

Para la serie c-A30 (Figura 4.6.) el pH de transicion del hinchamiento se presento en

6.0 y el equilibrio se observa en los primeros 6 dias, muy similar a las series anteriores.
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Para esta dos ultimas series el relativamente rapido en comparacion con el p-AMOB se

podria deber a los grupos hidrofilicos aportados por la copolimerizacion con el acido acrilico,

estos permiten la expansion de la red polimérica y por lo tanto permiten la entrada de medio al

interior de la red polimérica de manera mas rapida.
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Figura 4.6. Q contra pH serie c-A30.

4.5 Validacion de método analitico

45.1 Linealidad:

Se realizo el andlisis de regresion lineal, excluyendo el origen. Los resultados para

acido salicilico y salicilamida se presentan en la tabla 4.4. y 4.5. respectivamente.
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Tabla 4.4. Linealidad de la valoracién de acido salicilico.

Concentracion

Nivel esperado Respuesta Promedio Ccv
(Hg/ml)
727286
60% 30 722397 725826 0.41
727796
932232
80% 40 933662 932548 0.11
931751
1255368
100% 50 1263791 1268337 1.24
1285853
1491031
120% 60 1480850 1480747 0.70
1470359
1750346
140% 70 1753992 1747737 0.45
1738875
Pendiente 25920
Intercepto -64971
Coeficiente de 0.9952

correlacion (r%)

Especificaciones

El coeficiente de correlacion (r?) debe ser > 0.99
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Tabla 4.5. Linealidad de la valoracién de salicilamida

Nivel esperado Concentracion Respuesta Promedio Ccv
(Mg/ml)
189933
60% 6 190914 189070 1.27
186364
252696
80% 8 254404 253431 0.35
253194
333769
100% 10 333769 332473 0.67
329883
393691
120% 12 397094 397389 0.97
401384
465301
140% 14 470030 468346 0.56
469708
Pendiente 35125
Intercepto -23112.9
Coeficiente de 0.9991

correlacion (r®)

Especificaciones El coeficiente de correlacion (r?) debe ser > 0.99

Todos los criterios de aceptacion se cumplieron. Una grafica de concentracién contra
respuesta para la linealidad de acido salicilico se ve en la figura 4.7. En la figura 4.8. se tiene
el grafico que representa la linealidad de salicilamida. El intercepto no parte de cero en

ninguna de las dos graficas.
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Figura 4.8. Gréfica de linealidad de salicilamida.

45.2 Intervalo



Se realizd el andlisis de regresion lineal, excluyendo el origen como punto. Los
resultados para é&cido salicilico y salicilamida se presentan en las tablas 4.6 y 4.7,

respectivamente. Cumpliendo en un intervalo de 80 a 120% para los dos farmacos.

Tabla 4.6. Intervalo del método de 4cido salicilico.

Nivel esperado Concentracion Promedio (n=3) Ccv
(Hg/ml)
80% 40 929751 0.78
100% 50 1252927 0.82
120% 60 1480746 0.70
Pendiente 18366
Intercepto 302817
Coeficiente de 0.9901

correlacion (r%)

Especificaciones El coeficiente de correlacion (r?) debe ser > 0.99
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Tabla 4.7. Intervalo del método de salicilamida.

Nivel esperado Concentracion Promedio (n=3) Ccv
(Hg/ml)
80% 8 257983 1.93
100% 10 329553 0.47
120% 12 397389 0.97
Pendiente 25762.27
Intercepto -70574.6
Coeficiente de 0.9997

correlacion (r%)

Especificaciones El coeficiente de correlacion (r?) debe ser > 0.99

4.5.3 Exactitud (recobro):

El porciento de recobro de cada muestra individual y el promedio de cada nivel de
concentracion fue determinado y se presentan los resultados de acido salicilico y salicilamida
en la tabla 4.8 y 4.9 respectivamente mostrando un recobro entre el 97 y 102 % para los dos

farmacos.
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Tabla 4.8. Exactitud del método de acido salicilico.

Nivel esperado

Concentracion

% de recobro

Promedio del %

(mg/ml) de recobro
99.8
80% 40 99.3 99.1
99.0
101.6
100% 50 101.1 101.1
101.3
98.4
120% 60 99.5 99.5
100.6
Pendiente 17716
Intercepto 322594

Especificaciones

El porcentaje de recobro debe estar entre 97 — 103% para el

promedio de cada ser de tres muestras. Cada recobro individual debe

estar dentro del 98-102%
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Tabla 4.9. Exactitud del método de salicilamida.

Nivel esperado Concentracion % de recobro Promedio del %
(mg/ml) de recobro
100.8
80% 40 101.0 100.2
98.9
99.2
100% 50 99.4 99.4
100.3
100.0
120% 60 100.1 100.2
100.3
Pendiente 33768
Intercepto -9198
Especificaciones El porcentaje de recobro debe estar entre 97 — 103% para el

promedio de cada ser de tres muestras. Cada recobro individual debe
estar dentro del 98-102%

Todos los criterios de aceptacién fueron cumplidos. Una grafica de concentracion
contra respuesta para acido salicilico se muestra en la figura 4.9. En la figura 4.10 se
representa la grafica del intervalo de linealidad para salicilamida. El intercepto no parte de

cero significativamente en ninguna de las dos pruebas.
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Figura 4.10. Gréafica del intervalo de linealidad para salicilamida.

4.5.4 Estudio de retencion del filtro:
El porciento de recobro y el CV fueron determinados para cada muestra individual.
Los resultados para acido salicilico y salicilamida se muestran en las tablas 4.10 y 4.11

respectivamente.
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Tabla 4.10. Estudio de filtrado para &cido salicilico.

Nombre de Media de % CV % de recobro
la muestra recoboro  (n=3 por filtro (n=9
inyecciones) inyecciones)
1 98.4 0.3
Nylon 2 99.5 0.5 99.3
3 100.1 0.8
Especificaciones El porcentaje de recobro de placebo enriquecido debe estar entre 98

—102% para el promedio de cada ser de tres muestras. Cada recobro
individual debe estar dentro del 98-102%

Tabla 4.11. Estudio de filtrado para salicilamida.

Nombre Media de % CcVv % de recobro
de la recobro (n=3 por filtro (n=9
muestra inyecciones) inyecciones)
1 99.7 0.9
Nylon 2 100.2 1.1 99.6
3 98.9 1.0
Especificaciones El porcentaje de recobro de placebo enriquecido debe estar entre

98 — 102% para el promedio de cada ser de tres muestras. Cada

recobro individual debe estar dentro del 98-102%

Los filtros de nylon mostraron ser Utiles en este método ya que presentan un porciento

de recobro aceptable.

4.5.5 Precision
4.5.5.1 Repetitividad
En la repetitividad todos los criterios de aceptacion fueron cumplidos. Se obtuvieron

un coeficiente de variacion aceptable.
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Los resultados para &cido salicilico y salicilamida son presentados en las tablas 4.12 y

4.13, respectivamente.

Tabla 4.12. Repetitividad para acido salicilico.

Preparacion de la

muestra

% de recobro

1

o O A WD

Media
CcVv
Especificaciones

99.2
98.2
101.1
102.5
98.7
99.3
100.0
1.98

Cada recobro individual debe estar dentro del 98-102%

Tabla 4.13. Repetitividad para salicilamida.

Preparacion de la

muestra

% de recobro

1

o O A oWDN

Media
CVv
Especificaciones

98.1
102.1
98.8
98.5
99.3
100.4
99.5
1.48

Cada recobro individual debe estar dentro del 98-102%

4.5.5.2 Precisién intermedia

46



Los resultados de acido salicilico y salicilamida, individuales y combinados para los

dos analistas se presentan en las tablas 4.14 y 4.15 respectivamente. Con esto se asume que la

variacion entre los analistas no es considerable por lo cual este método es reproducible.

Tabla 4.14. Precision intermedia para acido salicilico (Repetitividad analista 2).

Preparacion de la muestra

% de Recobro

1
2
3
4
5
6
Media
CcVv
Gran media (analista 1+2)
CV (n=12)

Especificaciones

100.4
98.1
99.9
100.9
98.2
101.7
99.9
1.44 %
99.9
1.7%
El CV no debe ser mayor a 2.0%. ElI CV (n=12) de los
resultados combinados de los dos analista no deben

ser mayores al 3.0%
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Tabla 4.15. Precision intermedia para salicilamida (Repetitividad analista 2).

Preparacion de la muestra

% de Recobro

1
2
3
4
5
6
Media
CVv
Gran media (analista 1+2)
CV (n=12)

Especificaciones

98.5

101.9

99.3

98.5

99.3

101.7

99.9

1.54%

99.7

1.4%
El CV no debe ser mayor a 2.0%. EI CV de los
resultados combinados de los dos analista no deben

ser mayores a 3.0%

4.5.6 Selectividad (especificidad)

No se observo interferencia de los diluyentes, Los cromatogramas de un estandar tipico

y las soluciones de muestras se muestran en el Anexo Il. Cromatogramas y Espectros en las

figuras I-1 a la I-5.

45.7 Estudio de estabilidad de las soluciones

Todas las soluciones determinadas demostraron ser estables para acido salicilico y

salcilamida, por lo menos por 24 h a temperatura ambiente. Esto demuestra que no hay

degradacion del principio activo por lo menos en este periodo de tiempo.

Los resultados de la solucion estandar para acido salicilico y salicilamida se presentan

en las tablas 4.16 y 4.17.
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Tabla 4.16. Estabilidad de la solucion estandar para &cido salicilico.

Condiciones de % de recobro % de la diferencia con respecto al

almacenamiento inicial (absoluto)

Inicial 100 N/A

24 h anaquel 100.1 0.1

Especificaciones El valor del recobro no varia méas del 1.5% (absoluto) del valor
inicial

Tabla 4.17. Estabilidad de la solucion estandar para salicilamida.

Condiciones de % de recobro % de la diferencia con respecto al

almacenamiento inicial (absoluto)

Inicial 100 N/A

24 h anaquel 99.8 0.2

Especificaciones El valor del recobro no varia mas del 1.5% (absoluto) del valor
inicial

Los resultados de la solucion muestra para &cido salicilico y salicilamida se presentan
en las tablas 4.18 y 4.19. En los cuales observamos que no hay degradacién en un periodo de

24 h es decir que el medio no afecta al principio activo.

Tabla 4.18. Estabilidad de la solucién muestra acido salicilico.

Condiciones de % de recobro % de la diferencia con respecto

almacenamiento al inicial (absoluto)

Inicial 100 N/A

24 h anaquel 99.7 0.3

Especificaciones El valor del recobro no varia mas del 1.5% (absoluto) del valor
inicial
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Tabla 4.19. Estabilidad de la solucién muestra salicilamida.

Condiciones de % de recobro % de la diferencia con respecto

almacenamiento al inicial (absoluto)

Inicial 100 N/A

24 h anaquel 99.5 0.5

Especificaciones El valor del recobro no varia mas del 1.5% (absoluto) del valor
inicial

4.5.8 Determinacion de la adecuabilidad del sistema.
Los pardmetros de adecuabilidad del sistema propuestos se cumplieron durante la
validacion. Se muestran en la tabla 4.20.

Tabla 4.20. Adecuabilidad del sistema.

Nombre TR(min) Coleo (T)  Resolucién Platos (N) Factor de

Selectividad (k")
4-HAB 2.04 1.14 - 2113 1.17
Salicilamida 2.83 1.26 4.18 3224 2.01
Acido 9.17 1.27 18.76 5960 8.75
salicilico

4.6  Cuantificacion de &cido salicilico hidrolizado contra el pH

Se muestran los resultados para el p-AMOB, c-A15y c-A30 en las tablas 4.21, 4.22 y
4.23, respectivamente.
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Tabla 4.21. Porcentaje disuelto de p-AMOB.

t pH 3 pH 4 pH S5 pH 6 pH 7 pH 8 pH9 pH10 pHI11
1 0.50 0.6 1.6 1.5 3.0 2.2 0.4 0.3 0.6
2 3.64 0.98 1.84 1.34 3.01 2.35 0.46 0.39 0.62
3 4.54 1.46 2.13 1.52 3.19 2.55 0.51 0.46 0.67
4 4.87 1.58 2.24 1.53 3.22 2.63 0.53 0.48 0.69
Tabla 4.22. Porcentaje disuelto de c-Al5.
t pH 3 pH 4 pH5 pH 6 pH 7 pH 8 pH9 pH1.0 pHI11
1 1.47 0.7 14 1.0 1.7 15 0.3 0.3 0.3
2 2.32 1.36 1.97 1.54 2.36 2.19 0.41 0.36 0.37
3 2.70 1.55 2.25 1.70 2.53 2.45 0.46 0.36 0.38
4 2.89 1.69 2.30 1.79 2.69 2.68 0.51 0.37 0.41
Tabla 4.23. Porcentaje disuelto de c-A30.
t pH 3 pH 4 pH 5 pH 6 pH 7 pH 8 pH9 pH1.0 pH11
1 0.39 0.4 0.5 0.5 0.4 0.6 0.1 0.1 0.1
2 0.65 0.58 0.65 0.58 0.74 0.86 0.14 0.09 0.11
3 0.94 0.80 0.70 0.70 0.97 0.98 0.20 0.10 0.13
4 1.10 0.94 0.86 0.92 1.20 1.22 0.27 0.13 0.19

Se muestran las gréaficas de la hidrolisis contra el tiempo de las tres series en las figuras

4.11, 4.12 y 4.13. De manera general se observa que a pH’s acidos se presenta una hidrolisis

mayor que en los medios méas basicos, a pH’s de 10 y 11 la hidrolisis es casi nula. En el p-

AMOB la hidrolisis es muy rapida a diferencia de los otros copolimeros, aunque el medio

entra mas rapido a la red polimérica en pH’s basicos la hidrolisis se presenta mas lentamente,

los porcentajes obtenidos son muy bajos posiblemente tengan un error de lectura considerable.
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Figura 4.12. Gréfica % hidrolizado Vs tiempo de c-A15.
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Figura 4.13. Grafica % hidrolizado Vs tiempo de c-A30.
4.7  Cargado de los geles

Las cantidades cargadas del farmaco en el hidrogel se muestran en la tabla 4.24.

Tabla 4.24. Cantidad de farmaco cargado.

pH Muestra  Peso del gel antes  Peso del gel después  Farmaco Acido salicilico
de cargar (mg) de cargar (mg) (mg) (mg)
1.2 | p-AMOB 35.2 47.3 12.1 23.04
c-Al5 21.8 29.7 7.9 12.32
c-A30 22.3 28.4 6.1 10.38
p-AMOBE 17.2 20.3 3.1 11.43
6.8 | p-AMOB 36.9 48.8 11.9 24.54
c-Al5 21.7 30.1 8.4 12.26
c-A30 15.1 20.3 5.2 7.02
p-AMOBE 15.0 16.7 1.7 9.97
7.4 | p-AMOB 334 44.8 11.4 22.21
c-Al5 21.2 29.1 7.9 11.98
c-A30 13.8 19.5 5.7 6.42
p-AMOBE 17.6 20.3 2.7 11.7
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El f&rmaco entra en mayor cantidad dentro de la red polimérica cuando no tiene un
agente hidrofilico, ya que esta prueba se realizo en metanol, por lo cual podemos suponer que
el gel que mas responde a este disolvente es el p-AMOB hinchando de manera considerable en
comparacion con los demas materiales.

4.8 Prueba de liberacion de farmaco e hidrdlisis

El porcentaje hidrolizado de acido salicilico disuelto durante la prueba de disolucion en
medio de HCI 0.1 N pH 1.2, medio de fosfatos pH 6.8 y medio de fosfatos pH 7.4 se presenta
en la tabla 4.25.

Tabla 4.25. Porcentaje hidrolizado.

pH 12 pH 6.8 pH 7.4
th | 5 T g T oo ?
> ¢ ¢ Z » ¢ ° £ 3 o ¢ Z
< 2 » 5§ 2 2 3 5§ 2 & & &
@) o1 o o @) a1 o o o ul o V)
W I'II'I W I"I'I v9) I'II'I

025 35 113 94 131 39 90 26 2.2 0.7 16 47 2.6
05|26 44 79 6.0 36 129 438 2.2 1.1 20 33 2.1
07531 76 73 6.6 40 75 37 1.7 13 21 50 2.3
1 36 63 90 9.2 45 71 41 2.2 1.1 22 45 2.4
2 40 68 90 106 36 129 55 2.7 13 26 59 2.2
4 6.2 62 70 7.4 53 69 45 2.1 10 12 19 1.1
8 46 80 97 6.5 40 82 31 1.0 0.7 11 36 2.2
12 { 38 78 93 115 52 116 20 1.0 05 11 09 1.2
24 | 38 79 115 87 6.2 86 15 1.2 04 -03 22 0.4

Como se puede observar la cantidad de acido salicilico hidrolizado es muy pequefia sin tener
ninguna tendencia. Es decir que no se ve influenciada por el pH.

El porcentaje liberado de salcilamida se muestra en la tabla 4.26.
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Tabla 4.26. Porcentaje de farmaco liberado.
pH 1.2 pH 6.8 pH 7.4

| 2 B & o = E 2 o) < 2 & 0
~ ©) a1 o © @) al o © @) Ul o o
oy} I'II'I oy} I'II'I vy} FII'I
025008 20 13 -06 12 14 75 230 42 47 9.0 202
05 (049 14 23 -12 1.8 34 110 254 56 6.6 83 183
0751 087 3.0 25 0.5 24 29 113 242 6.3 76 11.1 201
1 (105 33 35 3.2 34 35 130 283 6.8 82 113 223
2 |19 43 49 3.7 44 81 184 354 91 122 151 231
4 1375 50 6.3 4.0 86 96 201 348 126 147 146 209
8 [463 7.7 9.0 49 102 108 179 309 134 147 17.0 273
12 |49 84 101 88 110 121 16.0 319 132 151 141 220
24 | 650 99 119 86 114 114 153 328 13.2 126 157 19.2

Como se puede observar en las figura 4.14, 4.15, y 4.16 la hidrdlisis en 24 es alrededor
del 10%.
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Figura 4.14. Gréfica % hidrolizado Vs tiempo para las cuatro serie de geles a pH 1.2.
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Figura 4.16. Grafica % hidrolizado Vs tiempo para las cuatro serie de geles a pH 7.4.

La liberacion del farmaco se puede observar en las figuras 4.17, 4.18. y 4.19 para los

diferentes pH’s. La liberacién del farmaco en los geles, se llevd a cabo por difusion ya que

como se observé el farmaco queda atrapado en la red polimérica, esto se comprueba ya que
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cuando el gel no se hincha como sucede en los pH’s acidos no permite la migracion de medio

hacia el interior de la red polimérica y por lo tanto no hay difusion del farmaco hacia afuera de

la red, contrario a lo que sucede a pH’s basicos.
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Figura 4.17. Gréfica % farmaco liberado Vs tiempo para las cuatro serie de geles a pH 1.2.
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Figura 4.18. Grafica % farmaco liberado Vs tiempo para las cuatro serie de geles a pH 6.8.
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Figura 4.19. Grafica % farmaco liberado Vs tiempo para las cuatro serie de geles a pH 7.4.
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Capitulo 5

Conclusiones

En el trabajo realizado en esta tesis se obtuvo el mondémero &cido
metacriloioloxibenzoico (MAOB) y se encontraron sus condiciones Optimas de reaccion:
Relacion Acido metacrilico/Acido salicilico: 1:1.6, con un tiempo de reaccion de 3 horas.

Se logro manejar la hidrofobicidad del material sintetizando geles copolimerizando con
acido acrilico, que responden con un hinchamiento mayor y mas rapido a valores de pH altos,
presentan un pH de transicién de 5.0, aproximadamente.

Se comprobo que el compuesto hidrolizado del gel es acido salicilico, sin embargo el
porcentaje de hidrolisis durante el tiempo de muestreo de 28 dias para los materiales p-
AMOB, c-A15 y c-A30 fue menor a los valores de pH basicos; con respecto a los valores de
pH &cidos. La copolimerizacion de MAOB con mondmeros hidrofilicos del gel no influye en
la hidrolisis del grupo salicilato.

Se disefio un método para la cuantificacion de acido salicilico y salicilamida por
CLAR. Se valido un método por cromatografia de liquidos de alta resolucién para la
valoracién cuantificacion simultanea de &cido salicilico y salicilamida. EI método demostré
ser selectivo, preciso, lineal y exacto en un intervalo de 80 a 120% de la concentracién
nominal establecida.

Se demostré que la hidrdlisis del acido salicilico a partir de los geles es minimo a
cualquier pH.

La liberacion del farmaco salicilamida a partir de los geles sintetizados es mayor a pH
basico debido al hinchamiento de los geles que ocurre a por arriba del pH de transiciéon (pH
5.5). Sin embargo el maximo liberado solo alcanza alrededor del 20% a pH 7.4 indicando que
existe una interaccion entre el farmaco y el gel que no permite una liberacion completa del
farmaco. A pH’s abajo del pH de transicion, practicamente no hay liberacion del farmaco al
guedar atrapado en la red polimérica.

Como trabajo futuro propones realzar es estudio de liberacion con otro farmaco que no

tenga interaccion con la red polimérica.
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Anexo |I: Glosario de terminos
Adecuabilidad del sistema: evaluacion de los componentes de un sistema analitico para

demostrar que el desempefio del sistema cumple con los estandares requeridos por el
método. Para cromatografia estos parametros incluyen factor de coleo, resolucion,
precision del estandar, factor de capacidad, tiempos de retencion, platos tedricos y
linealidad de la curva de calibracion.

Blanco: muestra o estdndar de una matriz en particular sin analito.

Curva de calibracién: grafica de la concentracion de las soluciones estandares (x) contra
la sefial de instrumento (y).

Factor de capacidad (k"): pardmetro adimensional usado para describir la retencién de un
compuesto.

Desarrollo del método: proceso por el cual el método es desarrollado y evaluado con
adecuabilidad para su uso, y como precursor de la validacion.

Desviacion estandar: expresion y medida de la precision de un método analitico de una
serie medidas

Enriquecido: la adicion de una cantidad conocida de un compuesto conocido a un
estandar, muestra o placebo, tipicamente con el propdésito de confirmar el desempefio de
un procedimiento analitico o la calibracién de un instrumento

Especificidad: habilidad de evaluar inequivocamente el analito en presencia de
componentes que se puede esperar que estén presentes. Tipicamente éstos pueden incluir
impurezas, productos de degradacion, la matriz, etc.

Estabilidad de la solucion de muestras y estdndar: establecida en condiciones de
anaquel, condiciones normales de almacenamiento, y algunas veces en el instrumento
(HPLC automuestreador) para determinar si son necesarias condiciones especiales de
almacenamiento. La estabilidad es determinada comparando la respuesta del compuesto
principal y las impurezas de un estandar viejo con uno recién preparado.

Estudio de degradacion forzada: estudios realizados a la muestra degradada
deliberadamente. Se realiza para determinar que los productos de degradacion no
interfieran con el método de anélisis asegurando la especificidad y estabilidad.

Estudio de filtracion: comparacion entre la muestra filtrada y la no filtrada para evaluar la

retencion de farmaco por parte del filtro o alguna aportacion del filtro.
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Exactitud: (veracidad): expresa la cercania entre el valor que es aceptado entre el valor
encontrado y el valor que es aceptable como valor real. Puede ser expresado como el
recobro.

Factor de coleo: medida de una asimetria del pico.

Ingrediente farmacéutico activo (API): también conocido como farmaco o principio
activo, sustancia con el fin de tener una actividad farmacolégica u otro efecto directo sobre
el diagnostico, cura, prevencion, tratamiento o para afectar el funcionamiento en el cuerpo
de una persona o animal.

ICH: The Tripartite International Conference on Harmonization, organizacion
internacional formada para establecer guias uniformes en la industria farmacéutica.
Intervalo de linealidad: ambito entre la menor y la mayor concentracién de analito en la
muestra (incluyendo éstas concentraciones) para las cuales se ha demostrado que el
procedimiento analitico tiene el nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad.
Linealidad: habilidad (dentro de un &mbito dado) del procedimiento analitico de obtener
resultados de prueba que sean directamente proporcionales a la concentracion de analito en
la muestra.

Método analitico: adaptacion especifica de una técnica analitica para un proposito de
medicion seleccionado.

Platos teoricos: cantidad adimensional usado para expresar la eficiencia del desempefio
de la columna bajo condiciones especificas. Una disminucion de los platos teéricos puede
indicar un deterioro de la columna de HPLC.

Precision: expresa la cercania de coincidencia (grado de dispersion) entre una serie de
mediciones obtenidas de mdltiples muestreos de una misma muestra homogénea bajo
condiciones establecidas. Puede considerarse a tres niveles: repetitividad, precision
intermedia y reproducibilidad. Debe determinarse utilizando muestras originales y
homogéneas. Sin embargo, si no es posible obtener una muestra homogénea puede ser
determinada usando muestras preparadas o una disolucion de la muestra.

Precision intermedia: precision obtenida dentro del laboratorio por diferentes analistas,
diferentes equipos, dias distintos con la misma muestra homogénea.

Procedimiento analitico: forma en que se realiza el anélisis. Debe describir en detalle los

pasos necesarios para realizar cada prueba analitica. Puede incluir, pero no
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necesariamente los siguientes conocimientos: caracteristicas de la muestra, preparacion de
los estandares de referencia y reactivos, uso de los aparatos o instrumentos, generacion de
la curva de calibracion, uso de formulas para los célculos.

Repetibilidad (repetitividad): precision obtenida bajo las mismas condiciones de
operacion en un intervalo corto de tiempo (mismo dia), por un mismo analista, en la
misma muestra homogénea y en el mismo equipo.

Reproducibilidad: expresa la precision entre laboratorios como resultado de estudios
interlaboratoriales disefiados para estandarizar la metodologia.

Resolucion: medida de la eficiencia de la separacion de dos componentes. En
cromatografia significa que dos picos estan separados uno del otro hasta la linea base.
Selectividad: describe la habilidad de un procedimiento analitico para diferenciar entre
varias sustancias en la muestra y es aplicable a métodos en los que dos o mas
componentes son separados y cuantificados en una matriz compleja.

Sustancia activa: ver API

Tiempo de retencion relativa (RRT): la normalizacion de los picos menores con el pico
principal.

USP <1225> categoria Ill: uno de las cuatro categorias de métodos, para los cuales
ciertos datos de validacion son requeridos. La categoria 11 incluye métodos analiticos para
la determinacion de caracteristicas de desempefio (disolucion).

Validacion: confirmacion que se da por la recopilacion y andlisis de la evidencia objetiva
de que se cumplen los requisitos particulares para el uso especifico propuesto.

Validacion de un procedimiento analitico: procedimiento para establecer por medio de
estudios de laboratorio una base de datos que demuestren cientificamente que un método
analitico tiene las caracteristicas de desempefio que son adecuadas para cumplir los
requerimientos de las aplicaciones analiticas pretendidas. Implica la demostracién de la
determinacion de las fuentes de variabilidad y del error sistematico y al azar de un

procedimiento, no solo dentro de la calibracion sino en el anélisis de muestras reales.
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Anexo Il: Cromatogramas y Espectros
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Figura I.1. Cromatograma de fase movil.
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Figura 1.2. Cromatograma de amortiguador gastrico pH 1.2.
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Figura 1.4. Cromatograma de amortiguador intestinal pH 7.4.
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Anexo I11: Procedimiento experimental recomendado y criterios de aceptacion para métodos

categoria I11 (disolucion)

CATEGORIA 111 (DISOLUCION)

CARACTERISITICAS PROCEDIMIENTO RECOMENDADO
DEL DESEMPENO
ANALITICO

CRITERIO DE ACEPTACION
RECOMENDADO

1. Exactitud (recobro) Si no se utiliza las muestras y resultados del experimento del
intervalo realice los siguiente:

e Prepare 15 muestras pesando la cantidad apropiada de
placebo (el placebo se mantiene al 100% de Ia
concentracion en todas las muestras) con respecto a la
concentracion especificada.

e Enriquezca las muestras placebo con la solucion madre de
principio activo, a cinco niveles de concentracion. Los
niveles deben abarcar el intervalo de (Q-25%) a 120% del
valor nominal del producto farmacéutico.

e Prepare replicados para cada nivel.

e Inyecte 3 veces cada muestra aplicando el método analitico,

soportado propiamente por el estandar.

El porciento de recobro del
promedio de cada grupo de
tres muestras debe estar
dentro de 100+ 2.0%.

El porciento de recobro de
cada muestra individual
debe estar entre 98%-
100%.

El coeficiente de
determinacion (r?) debe ser
mayor a 0.997.

No debe haber curvatura en

la grafica de residuos.
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CATEGORIA 111 (DISOLUCION)

CARACTERISITICAS PROCEDIMIENTO RECOMENDADO CRITERIO DE ACEPTACION
DEL DESEMPENO RECOMENDADO
ANALITICO
e Inyecte las muestras de menor a mayor concentracion. e El intercepto no debe partir
e Calcule el CV para cada concentracion. de cero.

e Grafique la concentracion de analito contra la respuesta
(promedio de cada grupo de inyecciones).

e Realice el andlisis de regresion lineal, sin incluir el cero.

e Grafique la sefial y la magnitud del residuo contra la
concentracion.

e En la grafica de residuos revise los valores lejanos y la
curvatura.

e Evalue el intercepto para determinar si se parte desde cero.

e Calcule el recobro de cada concentracion de muestra
(promedio de las tres inyecciones).

e Calcule el porciento de recobro de las tres muestras de cada
nivel de concentracion.

e Nota: Se deben realizar estudios separados de recobro para
cada forma farmacéutica.

2. Precisién
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CATEGORIA 111 (DISOLUCION)

CARACTERISITICAS
DEL DESEMPENO
ANALITICO

PROCEDIMIENTO RECOMENDADO

CRITERIO DE ACEPTACION
RECOMENDADO

2.1. Repetitividad
(precision del

método)

2.2.  Precision

intermedia

Realice una disolucion en 6 unidades de dosis diferentes
para las dos potencias si es requerido, de acuerdo al método
de disolucioén. Si existe una sola potencia evalle dos lotes
diferentes de esa misma potencia.

Analice las muestras de acuerdo al método analitico y
realice dos inyecciones por cada muestra.

Calcule el porcentaje disuelto para cada unidad individual.
Calcula la media y el coeficiente de variacién de las seis
disoluciones.

Un analista diferente debe realizar el analisis con las
siguientes restricciones:

Realice el analisis en un dia diferente.

Realice el andlisis usando diferentes condiciones y
diferentes equipos cuando sea posible (columnas, aparatos,
reactivos, etc.).

Si es posible utilice un equipo de diferente fabricante.

Realice una disolucion en 6 unidades de dosis diferentes

El CV del porciento de
recobro no debe ser mayor
a 3.0%.

El CV de Ila

generado por un solo

recobro

analista no debe ser mayor
de 3.0%.

El CV de los resultados
generados por los dos

analistas en los dos dias no
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CATEGORIA 111 (DISOLUCION)

CARACTERISITICAS
DEL DESEMPENO
ANALITICO

PROCEDIMIENTO RECOMENDADO

CRITERIO DE ACEPTACION
RECOMENDADO

para las dos potencias si es requerido, de acuerdo al método
de disolucién.

Si existe una sola potencia evalle dos lotes diferentes de esa
misma potencia.

Analice la muestra de acuerdo al método analitico, realice
dos inyecciones de cada muestra.

Calcule el porcentaje disuelto para cada unidad individual.
Calcule la media y el CV de las seis disoluciones.

Notas:

La precision debe ser investigada con muestras
homogéneas.

Si no es posible obtener muestras homogéneas, prepare
soluciones que puedan analizarse.

Si el método es usado para diferentes tipos de formas
farmacéuticas, el método debe validarse para cada forma
farmacéutica.

Si hay diferentes potencias de farmaco, la precision debe

debe ser mayor al 4.0%.
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CATEGORIA 111 (DISOLUCION)

CARACTERISITICAS
DEL DESEMPENO

ANALITICO

PROCEDIMIENTO RECOMENDADO

CRITERIO DE ACEPTACION
RECOMENDADO

3. Especificidad

evaluarse para la potencia baja y alta.

Si existe solo una potencia, la precision del método debe
realizarse en dos lotes diferentes.

Inyecte por duplicado una muestra representativa de medio
de disolucién.

Prepare e inyecte por duplicado un blanco y diluente de la
muestra (si aplica).

Si se utiliza estandar interno, inyecte el estandar interno
solo para confirma la especificidad.

Prepare un placebo para cada potencia. Si las formulaciones
son proporcionales, el placebo debe prepararse en una sola
potencia.

Para productos encapsulados, disuelva una capsula vacia en
un volumen apropiado de medio de disolucion.

Inyecte el blanco de capsula por duplicado.

Inyecte cada placebo por duplicado.

Confirme que los picos no pueden ser atribuidos al medio

Confirme que no hay
interferencia en la zona de
elucion del principio activo
por parte del blanco,
placebo, estandar interno
(si aplica), el diluyente o la

capsula.
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4. Linealidad

de disolucién, blanco, placebo o capsula vacia.

Defina cada pico observado por RRT referente al
compuesto principal.

Notas: Si hay una interferencia significativa por parte de la
capsula, puede ser corregida preparando un blanco de

capsula como se menciona en la USP <711>.

Prepare cinco soluciones estandares del analito a ~.50%,
70%, 100%, 130% y 150% usando solucione diluidas de la
solucion madre.

Realice tres inyecciones de cada concentracion, soportadas
por el estandar.

Asegurese de realizar las inyecciones de mayor a menor
concentracion para evitar acarreo de las muestras de mayor
concentracion a las de menor concentracion.

Calcula el CV para cada concentracion.

Grafique la concentracidn contra la respuesta (promedio de

e El r* debe ser mayor a
0.99909.

e No debe haber curvatura en
la grafica de residuales.

e El intercepto no debe partir

de cero.
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las respuestas de cada grupo de concentraciones).

e Realice el analisis de regresion lineal, pero no incluya el
cero y no forcé la linea hacia el origen.

e Grafique la sefial y magnitud de los residuales contra la
concentracion de analito.

e Revise que la grafica no muestra valores desviados o
curvatura.

e Evalle el intercepto para determinar si hay relacion con el
origen.

e Grafique el residual de las mediciones Y-C.

e Notas:

e Si el método es usado para diferentes concentraciones,
asegurese que la linealidad se evalte desde el 50% del valor
nominal mas bajo hasta el 150 % del valor nominal mas
alto.

e Si el valor de r* es menor a 0.9998 calcule t para evaluar la

si las desviaciones son considerables.
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5. Intervalo

Si nos utiliza los resultados de las muestras de la
exactitud se debe realizar el siguiente experimento:
Prepare 15 muestra pesando una cantidad apropiada del
placebo (el placebo se mantiene al 100% en todos las
concentraciones), con respecto a la cantidad especificada en
el método que esta siendo validado.

Enriquezca las muestras placebo con la solucién madre de
principio activo, a cinco niveles de concentracion. Los
niveles deben abarcar el intervalo de (Q-25%) a 120% del
valor nominal del producto farmacéutico.

Prepare tres muestras para cada nivel.

Inyecte por triplicado las muestras y analice de acuerdo al
método propuesto, soportado por el estandar.

Asegurese de realizar las inyecciones de mayor a menor
concentracion para evitar acarreo de las muestras de mayor
concentracion a las de menor concentracion.

Calcula el CV para cada muestra de cada grupo.

El r* debe ser mayor a
0.9998.

No debe existir curvatura
en la grafica de los
residuales.

El intercepto no debe tocar

el cero.
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e Grafique la concentracion contra la respuesta (promedio de
las respuestas de cada grupo de concentraciones).

e Realice el analisis de regresion lineal, pero no incluya el
cero y no forcé la linea hacia el origen.

e Grafique la sefial y magnitud de los residuales contra la
concentracion de analito.

e Revise que la grafica no muestra valores desviados o
curvatura.

e Evalle el intercepto para determinar si hay relacién con el
origen.

e Calcule el recobro de cada muestra individual (promedio de
las tres inyecciones).

e Calcule el promedio del recobro de cada grupo de muestras.
Notas:

e Si hay multiples potencias, la prueba se debe realizar para

las dos concentraciones.
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6. Determinacion de la
adecuabilidad del

sistema

Si la potencia es proporcional en sus dosis, la linealidad
puede ser evaluada usando una sola potencia.

Si el compuesto es de baja solubilidad, disuelva el
compuesto en una cantidad pequefia de solvente (No mayor
del 5% del volumen total).

Las muestras del intervalo pueden ser usadas para exactitud.
El intervalo de (Q-25%) a 120% se describe mejor con un
ejemplo. En las especificaciones de un producto de
liberacion controlada se cubre un intervalo de liberacion de
25% después de una hora y méas del 90% después de 24
horas, entonces el intervalo debe ser validado desde O a
110% de la cantidad etiquetada.

Cuando se aplicable, calcule la adecuabilidad del sistema
(factor de capacidad, factor de coleo, resolucion, platos
teoricos y  reproducibilidad) para cada corrida
cromatografica durante la validacion.

Identifique los limites superiores e inferiores para cada

Se sugieren los siguientes
criterios como minimo:
k’>2.0, donde k" es el
factor de capacidad.

T<2, donde T es el factor
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pardmetro analizado los valores obtenidos durante la de coleo.
validacion. e R>15 donde R es la
e Establecer los criterios minimos para este intervalo. resolucion.

e N> 2000 donde N son los
platos tedricos de la
columna.

o (CV=<2.0%, donde CV es el
coeficiente de variacion o
desviacion estandar
relativa.

7. Estudios de e Prepare estandar fresco de acuerdo a la prueba, asegure que

estabilidad de las

soluciones

las soluciones de anaquel y el estandar de trabajo estén
disponibles para el analisis.

Prepare u obtenga las muestras de disolucion (producto
farmacéutico disuelto en medio de disoluciéon y diluido
apropiadamente).

Analice estas soluciones con el método, estableciendo el
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8. Estudios de retencién

tiempo cero para cada evaluacion.

Tome una alicuota de cada solucion en un frasco de vidrio y
expongalo a condiciones de anaquel.

Tome una alicuota de cada solucion en un frasco ambar y
expongalo a condiciones de anaquel.

Tome una alicuota de cada solucién en un frasco de vidrio y
coléquelo en el refrigerador.

Analice estas muestras contra un estandar fresco cada 24 h
por dos dias.

Realice dos inyecciones de cada muestra.

Calcule el porciento de recobro para todas las soluciones.

Notas:

Después de dos dias las muestras deben ser analizadas en
intervalos a discrecién del analista.

Un estandar fresco debe ser preparado diariamente.

Prepare tres placebos de la menor potencia, enriquezca con

e Para el estindar de la
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del filtro activo seco a 100% del valor nominal de la valoracién. valoracion, el estandar

Cuando sea necesario, tres muestra de los productos pueden
ser sustituidos por los placebos enriquecidos.

Filtre porciones de cada placebo enriquecido por lo menos
con dos posibles filtros. Asegurese que el filtro esta
disponible comercialmente. Si es una revalidacion, evaluar
un filtro especificado y otro propuesto.

Inyecte las muestras tres veces y analice de acuerdo al
método analitico.

Calcule el porciento de recobro de cada muestray CV de las
replicas de las inyecciones.

Calcule el promedio de recobro de cada filtro.

fresco y el estdndar de
verificacion no debe variar
mas del 1.5%.

La muestra de disolucion
es considerada
suficientemente estables a
través del tiempo si la
perdida no es mas del 2.0%
del valor inicial.

Para el placebo
enriquecido, el porcentaje
de recobro debe ser de 100
+2.0% para el promedio de
cada grupo.

Para cada placebo

enriquecido, el recobro
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debe ser de 97-103%.
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