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. Resumen

Los métodos de validacion analiticos son ampliamente utilizados en la industria
farmacéutica para la identificacion y cuantificacion de los componentes activos, impurezas
y productos de degradacion, entre otros, para garantizar que los analisis se realicen con la
exactitud y precision requerida. No obstante, tanto la variacion de los excipientes utilizados
en formas terminadas especificas como la introduccion de una nueva sustancia activa
conduce necesariamente a la validacion del método analitico. Este proceso permite, ademas,

la deteccion de puntos débiles en el método, lo que posibilita su desarrollo y puesta a punto.

Para poder validar un método analitico, este se debe someter a pruebas evaluadas por
medio de los pardmetros de linealidad, exactitud y precision, selectividad, especificidad y
limite de deteccion y cuantificacion; los mismos deben cumplir con criterios de aceptacion

de acuerdo con las guias de validacion.

La biodisponibilidad de las capsulas de itraconazol son dependientes de un pH bajo,
por lo que requiere acidez gastrica para la disolucion del farmaco, lo que quiere decir que
deben administrarse inmediatamente después de una comida para cumplir con los estandares
de absorcion; siendo su baja solubilidad la principal limitante para la formulacién de este tipo
de farmacos debido a que, para ser absorbidos, deben presentarse en su forma disuelta y no

ionizada.

La disolucion es un proceso mediante el cual un sélido se disuelve en un solvente y
forma una solucion. La prueba de esta consiste en determinar la cantidad de principio activo
que se disuelve mediante la velocidad de agitacion (de las paletas o canastas en revoluciones

por minuto) y el tiempo de disolucién.

Es por ello que para aumentar la biodisponibilidad oral de los farmacos poco solubles
en agua, las formulaciones basadas en lipidos son una valiosa alternativa que ha probado ser
eficiente y es por ello que los Sistemas de administracion de farmacos autoemulsificables
(SEDDS, por sus siglas en inglés) son capaces de formar emulsiones finas de aceite en agua

cuando se introducen en medio acuoso bajo agitacion suave.



Objetivo general: Desarrollar un método analitico de validacion para la evaluacion del
desempefio de una formulacién de itraconazol cépsulas basadas en un sistema

autoemulsificable.

Metodologia: Se realiz6 una investigacion de tipo experimental para desarrollar la
validacion de un método analitico a un SEDDS de itraconazol donde se manipulan las
variables. Esta posee un enfoque cuantitativo experimental, a través de los parametros de
linealidad, precision, exactitud, limite de deteccidn, limite cuantificacion, especificidad y
perfiles de disolucién, tanto al sistema como al método, con el fin de estandarizar el

desempefio de cépsulas de itraconazol basadas en un sistema autoemulsificable.

Resultados: Los pardmetros evaluados se dan en respuesta del area del estandar
(itraconazol), en donde se demuestra que existe linealidad, tanto del sistema como del
método, por lo que esta conforme a los criterios de aceptacion; en cuanto a exactitud y
precision evaluadas en repetibilidad y precision intermedia, para el sistema y el método,
también cumplen con los criterios de aceptacion; el limite de deteccion y cuantificacion
también cumplen con los criterios en linealidad y, para el método, el pardmetro de
especificidad no se logré evaluar por no contar con la formula cuali-cuantitativa del

medicamento de referencia.

Conclusiones: Se valida el método por medio de parametros de cuantificacion. Pese a que la
formulacién de itraconazol basada en un sistema autoemulsificable no fue la esperada en
cuando al porcentaje liberado de farmaco, no se logro estandarizar el desempefio de esta
formulacién; sin embargo, se demostrd que el método propuesto es lineal, preciso y exacto
tomando como base las guias internacionales de validacion de metodos analiticos para la
validacion del método propuesto para la cuantificacion de itraconazol, obteniendo resultados

conformes segun las especificaciones establecidas.
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CAPITULO |

INTRODUCCION



1.1 Introduccion

En la presente investigacion se pretende desarrollar un método analitico que permita
evaluar el desempefio de una formulacion de itraconazol céapsulas basadas en un sistema
autoemulsificable, el cual es un antifungico triazolico, dirigido al desarrollo de un agente
antifungico de amplio espectro con actividad in vivo documentada contra dermatofitos. Los
métodos analiticos que se emplean en el control de la calidad y los estudios de estabilidad de
medicamentos deben ser previamente validados para obtener pruebas documentales de la
confiabilidad de estos para su posterior empleo. Constituye, ademas, una exigencia por parte
del ente regulador en Costa Rica, el Ministerio de Salud, la evaluacion del desempefio del
método aplicado en la valoracion del principio activo, asi como la evaluacion del método

aplicado en el ensayo de disolucion de las tabletas?.

Con este método se pretende optimizar las condiciones cromatogréficas que
permitan la evaluacion del desempefio de las capsulas de itraconazol con un sistema
autoemulsificable con el fin de mejorar las condiciones de operacién del cromatografo
liquido de alta resolucion; ademas, validar la metodologia para la evaluacién del desempefio
de las cépsulas de itraconazol con un sistema autoemulsificable por medio de los siguientes
parametros estadisticos: linealidad, precisién, exactitud, especificidad, limite de deteccion y
limite de cuantificacion. Asimismo, utilizar el método de andlisis desarrollado y validado
para realizar la comparacion del rendimiento y calidad de la formulacién contra el producto

de referencial.

Las capsulas de itraconazol son la Unica forma farmacéutica en la actualidad; sin
embargo, su velocidad de disolucion por via oral es critica. En farmacos poco solubles, esta
situacion ha supuesto un gran problema, ya que al disminuir la velocidad de disolucion,

disminuye también la biodisponibilidad del farmaco?.

Para que los farmacos sean absorbidos, deben estar previamente disueltos. De esta
forma, una vez disueltos se produce su paso al sistema sanguineo. Por lo tanto, se formulo

itraconazol por medio de un sistema autoemulsificable®.



1.2 Planteamiento del problema

El aumento de la poblacion en riesgo de padecer infecciones fungicas invasoras han
contribuido al notable incremento de su incidencia en los ultimos afios, constituyendo un
problema de salud publica en todo el mundo. Las infecciones fingicas pueden propagarse a
través de la sangre, causando enfermedad diseminada con afectacion frecuente de la piel. La
resistencia a los antifangicos puede ser definida tanto desde un punto de vista microbiologico
como clinico. En funcion de las caracteristicas particulares de cada microorganismo, la
resistencia microbiologica y la resistencia antifungica clinica es aquella que ocurre cuando
hay crecimiento o ausencia de inhibicion de un hongo en el foco de infeccién del paciente,
aungue en el mismo existan concentraciones terapéuticas de un farmaco con actividad in vitro
frente al agente etioldgico de la infeccion. La resistencia microbioldgica de un hongo esta
asociada a la baja sensibilidad in vitro de este frente a un antifingico y se determina mediante
los puntos de corte establecidos para cada patdgeno flngico. En este caso, la resistencia
depende del antifingico, de los factores relacionados con el paciente o de ambos, méas que

del microorganismo que produce la infeccion®.

En este caso, la investigacion se basa en el itraconazol, el cual es un antifungico
fungicida de amplio espectro que actla frente a dermatofitos, candidas y pitiriasis. Su
administracion sistémica es exclusivamente oral. Se metaboliza en el higado y su excrecién
se produce principalmente a nivel cutaneo. La biodisponibilidad de las capsulas de
itraconazol que actualmente se encuentran en venta a nivel del mercado de Costa Rica esta
disminuida por la baja disolucion del principio activo. Siendo el proceso de absorcién el
componente fundamental sobre el que se cimienta este sistema, es necesario considerar lo
que le sucede al medicamento cuando es administrado por via oral. La biodisponibilidad
sistemica de un farmaco depende de la fraccion absorbida y del metabolismo intestinal o
hepatico que pueda darse. Esta fraccion absorbida corresponde a la cantidad de farmaco que
pasa del lumen intestinal al torrente sanguineo y que puede ser obtenida a partir de las
concentraciones plasmaticas o estimadas a partir de valores de permeabilidad. Este paso del
farmaco del sitio de administracion a la sangre involucra su absorcion, definida a su vez por

los procesos de disolucion y permeacion de este®.



Existen muchos factores del tracto genital inferior (TGI) que limitan tanto la
velocidad de disolucion de un farmaco como su velocidad de permeacion. Esto es
especialmente critico para farmacos poco solubles en agua, para los cuales la solubilidad
puede verse influida por variables como el volumen de los fluidos gastrointestinales, el pH'y
la presencia de sales biliares y alimentos. Por lo tanto, mejorar la absorcion de los farmacos
administrados oralmente es el punto clave para resolver el problema de la baja
biodisponibilidad, en este caso, del itraconazol, por cual se elabora una nueva formulacion
basada en un sistema autoemulsificable. Este proceso de emulsion automicrométrica esta
relacionado con la energia libre; es decir, la energia libre de la emulsion convencional es una
funcion directa de la energia esencial para crear una nueva superficie entre las fases de aceite

y agua’.

El fendmeno de la disolucién implica convertir el farmaco en un soluto, que, hasta
aquel momento, era un solido contenido en una forma agregada. La prueba de disolucién de
medicamentos se realiza bajo condiciones controladas y medidas de temperatura, velocidad
de agitacion, método de agitacion, tiempo de disolucion, volumen y tipo de medio de
disolucion®. La prueba de disolucion se aplica a tabletas y capsulas con cualquier potencia, y
se realiza en un equipo de disolucion especial, disefiado exclusivamente para disolucion de
medicamentos; ademas, los métodos para llevar a cabo la prueba son establecidos por la US
Pharmacopeia (USP) u otra farmacopea en el caso de los productos oficiales, y por las propias

casas fabricantes en el caso de productos no oficiales®.

De este modo, la principal problemética que atafie a la presente investigacién recae
sobre la siguiente interrogante: ;Cudles especificaciones de calidad y desempefio debe
cumplir la formulacién de itraconazol autoemulsificable para demostrar ser mejor en cuanto
a la cantidad de principio activo disuelto en comparacion con la forma farmacéutica original

en capsula?



1.3 Objetivos
1.3.1 Objetivo General

Desarrollar un método analitico de validacion para la evaluacion del desempefio de

una formulacion de itraconazol capsulas basadas en un sistema autoemulsificable.
1.3.2 Objetivos Especificos

Optimizar las condiciones de operacion del cromatografo liquido de alta resolucién
para la evaluacion del desempefio de las capsulas de itraconazol con un sistema

autoemulsificable.

Validar la metodologia para la evaluacion del desempefio de las capsulas de
itraconazol con un sistema autoemulsificable por medio de los siguientes parametros
estadisticos: linealidad, precision, exactitud, especificidad, limite de deteccion y limite de

cuantificacion.

Aplicar el método de andlisis desarrollado y validado en el de desempefio de la
formulacién de capsulas de itraconazol de un sistema autoemulsificable para su comparacion

contra el producto de referencia.



1.4 Justificacion

La baja solubilidad y velocidad de disolucion de los farmacos es una limitacion para
el transporte y la absorcion oral, por lo tanto, presentan una baja biodisponibilidad. Por lo
que los sistemas autoemulsificables son una clase importante de materiales farmacéuticos
que pueden mejorar las propiedades fisicoquimicas de un farmaco mejorando su solubilidad
y la velocidad de disolucion, los cuales son los pardmetros clave para el efecto terapéutico
de un farmaco. Se sabe que la solubilidad es uno de los pardmetros mas importantes para
alcanzar la concentracion deseada del farmaco en la circulacion sistémica de la respuesta
farmacoldgica, mas de 92% de los farmacos enumerados en la Farmacopea de los Estados
Unidos presentan mala solubilidad. Ademas, se reconoce que, en general, en la industria

farmacéutica, mas del 40% de las drogas recién descubiertas muestran la misma desventaja®.

Dentro de los enfoques explorados para aumentar la biodisponibilidad oral de los
farmacos poco solubles en agua, las formulaciones basadas en lipidos son una valiosa
alternativa que ha probado ser eficiente, por lo cual ha recibido mucha atencion en el campo
de la investigacion. Estas formulaciones han sido investigadas desde hace aproximadamente
50 afios. Existen formulaciones lipidicas y emulsiones de sulfonamidas que fueron descritas
en la década de 1950 y en la década de 1970 se realizaron estudios mas detallados
relacionados al uso de lipidos para mejorar la absorcion de los farmacos. El interés por el uso
de los lipidos fue motivado por los efectos positivos (dilucion, solubilidad, transporte y
biodisponibilidad de los compuestos ingeridos por via oral) mostrados en la administracion
concomitante de los medicamentos con alimentos ricos en grasas. Las formulaciones basadas
en lipidos abarcan una amplia gama de composiciones que van desde formulaciones
liposomales, depdsitos lipidicos subcutaneos, emulsiones, soluciones micelares,

microemulsiones, sistemas autoemulsificables, hasta cremas o lociones topicas®.

Los sistemas autoemulsificables se pueden definir como mezclas isotropicas de
aceites naturales o sintéticos ya sea tensioactivos en algunas ocasiones cosolventes y un
principio activo, que son capaces de formar emulsiones finas de aceite en agua cuando se
introducen en medio acuoso bajo agitacion suave. La motilidad del tracto gastrointestinal
proporciona la agitacion necesaria para la autoemulsificacién, por lo cual estos sistemas

emulsionan espontaneamente al exponerse a los fluidos gastrointestinales. Las potenciales



ventajas que ofrecen estos sistemas incluyen: una biodisponibilidad oral aumentada,
posibilidad de reduccién en la dosis, perfiles de absorcion del farmaco mas reproducibles,
evitar el metabolismo de primer paso hepatico, orientacion selectiva del farmaco a sitios de
absorcion especifica en el tracto gastrointestinal, control en los perfiles de entrega,
variabilidad reducida, proteccion del farmaco (ambiente hostil en el tracto gastrointestinal y
farmacos sensibles), mayor capacidad de carga del farmaco y, finalmente, seleccion de
formas de dosificacion sélidas y liquidas’.

Los sistemas autoemulsificables sélidos (S-SEDDS, por sus siglas en inglés) ademas
son formas de dosificacion sélidas con propiedades autoemulsificables resultantes de la
transformacion de formulaciones liquidas o semisélidas en particulas sélidas. Los S-SEDDS
combinan las ventajas de los SEDDS, es decir, solubilidad y biodisponibilidad mejorada con
las ventajas de las formas de dosificacion solidas como lo son: mejor estabilidad, costos de
produccion relativamente bajos, facilidad en el manejo y almacenamiento, dosificacion més
precisa, y mejor control en el proceso de produccion. Entre las técnicas més utilizadas de
solidificacion de SEDDS se encuentran: secado por atomizacion, granulaciéon por fusion,

extrusion por esferonizacion y adsorcion a carriers solidos, entre otras’.

El presente trabajo de investigacion se va a realizar mediante una prueba de disolucion
in vitro, la cual es la prueba que se realiza a los medicamentos sélidos orales (tabletas y
capsulas), por medio de condiciones creadas en el laboratorio. La disolucién es una préactica
que consiste en dispersar una sustancia en el seno de un liquido hasta nivel molecular o
16nico” o en términos mas simples, es el proceso mediante el cual un sélido se disuelve en
un solvente y forma una solucion. La prueba, generalmente requiere de una sola medicion y
sus resultados se expresan en términos del tiempo requerido para que una fraccién especifica
del medicamento presente se disuelva. Este fendmeno de la disolucion implica convertir el
farmaco en un soluto, que, hasta aquel momento, era un sélido contenido en una forma
agregada. La prueba de disolucion de medicamentos se realiza bajo condiciones controladas
y medidas de temperatura, velocidad de agitacion, método de agitacion, tiempo de disolucion,
volumen y tipo de medio de disolucion. La naturaleza del medio de disolucion debe ser
considerado de manera que este disuelva bien la drogay el tipo de medio de disolucion ya ha

sido establecido para cada forma farmacéutica (tabletas o capsulas) que haya sido incluida



dentro de la farmacopea oficial, pero es bueno mencionar que este se selecciona luego de
realizar los estudios y las pruebas pertinentes que indiquen cudl es el medio de disolucion
que mejor se ajusta a la solubilidad de la droga y cual proporciona, en determinado momento,
las condiciones similares a las del estomago en cuanto a acidez u otras variables. Esta prueba
se realiza con el fin de verificar que el principio activo se disuelva a lo menos, el minimo
permisible segun las especificaciones de la monografia individual de cada medicamento, que

encontramos en la farmacopea oficial’.

La prueba de disolucion se aplica a tabletas y capsulas con cualquier potencia, y se
realiza en un equipo de disolucion especial, disefiado exclusivamente para disolucion de
medicamentos; ademas, los métodos para llevar a cabo la prueba son establecidos por la USP
u otra farmacopea en el caso de los productos oficiales y por las propias casas fabricantes, en
el caso de productos no oficiales. La prueba consiste en determinar la cantidad de principio
activo que se disuelve, velocidad de agitacion (de las paletas o canastas en revoluciones por
minuto) y el tiempo de disolucion. Al finalizar el tiempo de prueba, se toma determinado
volumen de muestra de cada uno de los vasos de disolucién, se filtra, se ajusta la
concentracion a la indicada en la farmacopea y se comparan con un estandar a una
concentracion similar a la de las muestras, utilizando alguna técnica instrumental cuantitativa

que sea aplicable®.

Los métodos analiticos son ampliamente utilizados en la industria farmacéutica para
la identificacion y cuantificacion de los componentes activos, impurezas y productos de
degradacién en materias primas y formas terminadas, asi como para la determinacion de
propiedades especificas que influyen en la accion del producto, como la disolucion y la
velocidad de liberacién. Para garantizar que los analisis se realicen con la exactitud y

precision requeridas, los métodos descritos en las farmacopeas se encuentran validados 8.

No obstante, tanto la variacion de los excipientes utilizados en formas terminadas
especificas como la introduccion de una nueva sustancia activa conduce necesariamente a la
validacion del método analitico. Este proceso permite, ademas, la deteccion de puntos debiles

en el método, lo que posibilita su desarrollo y puesta a punto®.



Por otro lado, los azoles, atendiendo a su estructura quimica, pueden agruparse en dos
subgrupos: el formado por el itraconazol y el posaconazol. Los azoles se eliminan a través
del metabolismo en el que intervienen, de forma decisiva, algunas de las isoenzimas del
CYP450. El itraconazol se transforma en tres metabolitos: el hidroxi-itraconazol, el keto-
itraconazol y el N-desalquil-itraconazol, todos ellos provistos de capacidad para inhibir la
actividad de la CYP3AA4. El itraconazol tiene una semivida de 34 a 48 horas; este no muestra
en su farmacocinética cambios dependientes de la presencia de alteraciones de la funcion
renal, por lo que no precisa ajuste de la dosis. La formulacion intravenosa contiene
hidroxipropil-B-ciclodextrina, solubilizante que se elimina a través de la filtracion

glomerular, que potencialmente podria producir alteraciones renales?®,



1.5 Antecedentes
5.1 Antecedentes Historicos

Rojas et al.,'! en su estudio experimental, desarrollaron y validaron un método
analitico (HPLC-RP) para la determinacion de levamisol. Una vez optimizado el proceso de
separacion, se procedio a validar el método analitico propuesto, para lo cual se estudiaron los
siguientes parametros: selectividad, linealidad del sistemay del método, precision, exactitud,
limites de deteccion y de cuantificacion y solidez. Los cromatogramas obtenidos con las fases
moviles que contenian acido hexano sulfénico 0.005 M presentaban asimetria, mientras que
con la fase mévil No.2 el tiempo de retencién del levamisol era muy proximo al del solvente.
La fase movil No.5 produjo los mejores resultados, presentando el levamisol un tiempo de
retencion de 2.52 minutos y un factor de asimetria de 1.31. Un método de analisis preciso,
exacto, sélido y reproducible fue desarrollado y validado para la determinacién cuantitativa
de levamisol en productos para uso veterinario como parte de su control de calidad. El
método es selectivo frente a los auxiliares de formulacion y productos de descomposicion,

pero no discrimina entre levamisol y dexamisol, isomero dextro del primero.

Montoya et al.,*? en su estudio experimental, Validaron un método cromatografico y
determinaron sulfatos en productos de corrosion atmosférica del zinc expuesto en ambientes
de SO2 y NO.. Se emplearon como técnicas instrumentales la microscopia electronica de
barrido con microsonda de rayos X (SEM/EDX) para establecer la morfologia y la
determinacion cualitativa elemental de los productos de corrosion, y la cromatografia de
intercambio i6nico (IC) para cuantificar los sulfatos. Antes de efectuar los analisis
cromatograficos se evaluaron una serie de parametros para validar el método y tener la
certeza estadistica de su utilidad en la cuantificacion de sulfatos: selectividad, linealidad,
precision, exactitud, limite de cuantificacion y limite de deteccion. Los resultados obtenidos
muestran que cuando el metal se expone en un ambiente de SO2 y NO2, la formacion de
sulfatos tiene tendencia creciente con relacion al tiempo de exposicion, reflejandose un efecto
sinérgico de ambos contaminantes sobre el proceso de formacion de sulfatos en la superficie
metalica si se compara con los resultados obtenidos en atmosferas de solo SO2. Una vez
validado el método cromatografico para determinar sulfatos en productos de corrosion del

zinc, se obtuvo evidencia estadistica suficiente para comprobar que el método desarrollado
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es apto para cuantificar este analito de una manera confiable en los niveles de concentracion

encontrado.

Grant et al.,*® en su estudio de revision bibliografica, realizaron una revision de las
propiedades farmacodindmicas, farmacocinéticas y uso terapéutico en micosis superficiales
y sistémicas del itraconazol. En ensayos clinicos no comparativos, se demostrd que el
itraconazol es extremadamente eficaz en una amplia gama de infecciones fungicas
superficiales y mas graves, "profundas”, cuando se administra una o dos veces al dia. Los
resultados preliminares también indican que el itraconazol puede resultar prometedor para la
profilaxis de las infecciones fungicas oportunistas en pacientes de riesgo. En los estudios
realizados hasta la fecha, el itraconazol ha sido muy bien tolerado. Se produjeron cambios
transitorios en los indices de funcién hepatica en 1 a 2% de los pacientes; sin embargo, no se
ha informado disfuncion hepatica sintomatica. Por lo tanto, aunque varios aspectos del perfil
del farmaco requieren mas investigacion, el itraconazol es un nuevo tratamiento oral

prometedor para la enfermedad fangica.

Haria et al.,X* en su estudio de referencias bibliograficas, reevaluaron las propiedades
farmacoldgicas y uso terapéutico en el manejo de infecciones flungicas superficiales del
itraconazol. Los regimenes mas nuevos de itraconazol intermitentes y de corta duracion con
dosis mas altas no se han evaluado en estudios comparativos. Los estudios disponibles
muestran que la eficacia del itraconazol parece ser mayor que la de la griseofulvina, pero
similar o menor que la de la terbinafina en pacientes con onicomicosis por dermatofitos o
infecciones fungicas cutaneas. Los resultados de estudios comparativos indican que
itraconazol 100 mg/dia administrado durante 2 a 4 semanas parece tener mayor eficacia que
griseofulvina 500 mg/dia en varias infecciones de tifia. Los resultados preliminares también
muestran que la eficacia de itraconazol 100 mg/dia puede ser similar o inferior a la de
terbinafina 250 mg/dia o fluconazol 50 a 100 mg/dia cuando se administran hasta por 1
mes. Se requieren estudios futuros que utilicen regimenes de dosificacién comparables
(incluidos esquemas de dosificacion mas altos a corto plazo) para confirmar estas tendencias.
Ademas, la eficacia del itraconazol puede ser similar o inferior a la del fluconazol en el

tratamiento de las micosis cutaneas. Los datos comparativos de pacientes con candidiasis
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vaginal aguda sugieren que el itraconazol es, al menos, tan efectivo como el clotrimazol

intravaginal y el fluconazol oral, y superior al econazol intravaginal.

Contreras et al.,'® en su estudio experimental, validaron un método analitico por
HPLC para la cuantificacion del principio activo en tabletas de Controfilina-200. Teofilina
monohidratada (estandar referencia del Centro de Investigaciones y Desarrollo de
Medicamentos, Ciudad de La Habana) y acetaminofén (empleado como estandar interno)
(estandar referencia del Centro de Investigaciones y Desarrollo de Medicamentos. Teofilina
monohidratada (materia prima valorada). Acetaminofén (materia prima valorada). Tabletas
Controfilina-200 (lote industrial, Laboratorios Medsol, Ciudad de La Habana). Acetonitrilo,
acido acético glacial, &cido clorhidrico, hidréxido de sodio, perdxido de hidrégeno y sulfato
de cobre (reactivo, BDH). Agua destilada. Metanol comercial (bidestilado).* Los resultados
en la evaluacion de la especificidad del método permiten afirmar que el analitico evaluado
es especifico para la teofilina, ya sea para muestras sin degradar como para muestras
degradadas. Por lo tanto, puede emplearse para la valoracion de las tabletas de Controfilina-
200, asi como en los estudios de estabilidad. EI método analitico propuesto para la
cuantificacion del principio activo en las tabletas de teofilina de accion sostenida
(Controfilina-200) puede ser empleado para la valoracién del principio activo en las tabletas
de Controfilina-200, asi como en los estudios de estabilidad de las tabletas. Es lineal, preciso
y exacto en los intervalos de concentracion evaluados y cumple con los criterios de

aceptacion establecidos para estos parametros.
1.5.2 Antecedentes Internacionales

Hernandez et al.,'® en su estudio experimental, validaron un método analitico de
determinacion de dopamina por cromatografia liquida de alta resolucién. Este método
consistio en el procedimiento para la determinacion de dopamina por CLAR, que fue
validado teniendo en cuenta los parametros de linealidad, precision (repetibilidad,
reproducibilidad, robustez), exactitud y selectividad. En los resultados de este se puede
observar un maximo de absorcion a 280 nm, por lo que los andlisis empleando CLAR se
realizaron a esta longitud de onda. La absorbancia fue minima en el intervalo de los 300-600
nm. El cromatograma obtenido para la misma muestra se presenta. El tiempo de retencion,

ancho y altura del pico cromatografico son adecuados para realizar la determinacion de DA
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con el método propuesto, por lo que el método estudiado resulta lineal, preciso y exacto en
el intervalo de concentraciones analizado, lo que permite la determinacion de dopamina en

solucioén acuosa.

Huertas et al.,}” en su estudio experimental, desarrollaron un método analitico con el
fin de determinar la concentracion serica de iohexol, el cual es un marcador de filtracion
glomerular. Las muestras para analizar (suero) fueron obtenidas de pacientes diagnosticados
con dafio renal a los cuales se les administré 5 mL de Ominipaque en una presentacion de
350 mg de yodo por mililitro y que se encontraban hospitalizados en el Hospital Juarez,
Cuidad de Mexico. En los datos obtenidos de las muestras de suero durante 1, 2, 3, 4,5, 6, 7
y 8 semanas a una temperatura de -20°C, con las concentraciones baja, media y alta de los
puntos control, se obtuvo una cantidad de iohexol dentro del +15% de la concentracion
establecida durante estos dias de almacenamiento, por lo que el analisis de las muestras es
confiable después de este tiempo y bajo estas condiciones. EI método desarrollado y validado
para la cuantificacion de iohexol en suero de humano present6 las ventajas de ser sencillo,
econdémico y permite analizar un mayor nimero de muestras en un periodo de tiempo corto
con respecto a otros metodos reportados en la bibliografia. Este método es capaz de
cuantificar el iohexol con precisién y exactitud en muestras séricas de humano de 100 pL.
Este método demostré su aplicabilidad en la clinica, ya que cuantifica de forma confiable a

un buen marcador de funcionamiento renal.

Sharma et al.,% en su estudio de referencias bibliograficas, desarrollaron un sistema
de administracion de farmacos autoemulsionante como estrategia para mejorar la
biodisponibilidad oral. A partir de los sitios web de PubMed, HCAplus, Thomson, y sus
registros, utilizaron estas como fuentes principales para llevar a cabo la busqueda de los
articulos de investigacion mas importantes publicados sobre el tema; esta informacién fue
analizada cuidadosamente, poniendo de relieve los resultados méas importantes en la
formulacién y desarrollo de sistemas de administracion de farmacos autoemulsionante micro,
asi como su actividad terapéutica. Esto demostré que el sistema de administracion de
farmacos autoemulsionante (SMEDDS) ha ganado mas atencion debido a la mejora que
permite la reduccion de la biodisponibilidad oral en dosis, perfiles temporales mas

consistentes de la absorcion del farmaco, la orientacién selectiva de farmaco o farmacos hacia
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la ventana de absorcion especifica en el tracto gastrointestinal, y la proteccidn del farmaco o
de los farmacos desde el entorno poco receptivo en el intestino. Por lo tanto, este proporciona
una vision completa de SMEDDS como un enfoque prometedor para abordar eficazmente el

problema de moléculas poco solubles.

Segun Céceres et al.,*® en su estudio experimental, validaron y estandarizaron en
Colombia una metodologia basada en HPLC para la determinacion de la concentracion sérica
de posaconazol. Se usé un equipo de cromatografia liquida de alta eficiencia, Agilent, con
detector ultravioleta de matriz de diodos y columna analitica Eclipse-XDB-C18. Como
estandar primario, se utilizé posaconazol SCH56592 (lote IRQ-PAZ-10-X-103), y como
control interno, itraconazol (lote ZR051211PUC921). La validacion se hizo teniendo en
cuenta los parametros: selectividad, curvas de calibracion, recuperacion, exactitud, precision,
sensibilidad, reproducibilidad y estabilidad de la muestra) para este tipo de métodos. Los
resultados arrojaron un porcentaje de error relativo en la exactitud, asi como el porcentaje
del coeficiente de variacion en la precision; estos fueron inferiores al 15%, cumpliendo asi
con los criterios de aceptacion recomendados por la Food and Drug Administration. Por ello,
se concluye que la selectividad y pureza de la sefial cromatografica obtenida, asi como los
limites de deteccion y cuantificacion estandarizados, hacen de esta metodologia una
excelente herramienta para el seguimiento terapéutico de los pacientes bajo tratamiento con

posaconazol.

Py-Daniel et al.,'° realizaron un estudio experimental, en donde desarrollaron un
método HPLC-FLD para la cuantificacion de itraconazol en nanoparticulas de &cido
polilactico-co-glicdlico, plasma y tejido. Se prepard una solucién madre (1 mg mL - 1) de
ITZ en tetrahidrofurano y se prepar6 patron interno (I1S) de itraconazol (1 mg mL - 1) en
MeOH. Se prepararon soluciones de ITZ (500, 100, 25,5y 1 pgmL - 1) y IS (20 pg mL - 1)
como estandares y muestras de control de calidad (QC) para cuantificacion en matrices
bioldgicas. Los estandares de la curva de calibracion se prepararon en fase movil y en
matrices bioldgicas. La curva de calibracion en fase mdvil se obtuvo por el método de
dilucion en serie a partir de la solucion madre y se utilizaron las areas de ITZ observadas en
los cromatogramas. El tiempo de retencion de ITZ e IS fue decisivo para la definicion de la

fase mavil isocratica; el volumen de inyeccion se definidé por factores éptimos de rango de
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sefial/sensibilidad y se establecié en 10 pL, ya que este volumen resulté en un amplio rango
de concentraciones detectables en el mismo método (10-0.01 pg mL - 1) con alta sensibilidad.
Utilizando el método analitico desarrollado, el tiempo de retencion ITZ fue de 7,6 min y el
tiempo de retencion del estandar interno fue de 9,1 min con 11 min para cada ejecucion. El
método validado permite la identificacion y cuantificacion de ITZ en practicamente todas las
etapas de preparacion de nanoparticulas con una precision y recuperacion adecuadas. La
biodistribucién preliminar de itraconazol mostr6 una buena aplicabilidad para los estudios de

biodistribucion y farmacocinética.
1.5.3 Antecedentes Nacionales

Pérez et al.,?® en su estudio experimental, validaron un método analitico para la
cuantificacion de acetaminofén en tabletas de 500 mg por espectrofotometria ultravioleta
para la prueba de uniformidad de contenido. Para aplicar a la prueba de uniformidad de
contenido a tabletas de 500 mg, por la técnica de espectroscopia ultravioleta a una longitud
de onda de trabajo de 242 nm, empleando como disolvente acido clorhidrico a una
concentracion de 0,1 M, los parametros evaluados fueron la linealidad, exactitud,
repetitividad y precision intermedia, siguiendo estrictamente la guia y politica de validacion
del Ente Costarricense de Acreditacion (ECA), para un método normalizado modificado.
Todos los parametros evaluados arrojaron resultados satisfactorios, por lo que se considera
gue el método es lineal, preciso y exacto para el fin que se desarrollo; en este caso, para la
prueba de uniformidad de contenido en su primera etapa donde la especificacion es que el
valor de aceptacion (AV) calculado no sea mayor a L1 = 15, analizando 10 dosis
individualmente segin la USP 38. Es importante destacar que las pruebas de validacion
aplicadas fueron superadas con respecto a estrictos criterios de aceptacion en comparacion
con el método oficial de la USP por HPLC para la determinacién de contenido u otros
métodos por UV con distintas caracteristicas; se obtuvieron resultados confiables y
satisfactorios, y existe suficiente evidencia estadistica para indicar que el método validado es
adecuado, por lo que se considera lineal, preciso y exacto para la determinacién de

acetaminofén en la prueba de uniformidad de contenido en tabletas de 500 mg.
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Ulate et al.,? en su estudio experimental, validaron un método de deteccion mediante
cromatografia liquida (HPLC-DAD) para la determinacion de aloina en productos
alimenticios elaborados a partir de sabila (aloe vera). EI método de anélisis seleccionado para
la validacion se baso en el descrito por Metcalfe (2002), con modificaciones implementadas
en él. Los resultados de los parametros evaluados durante la validacion del método de analisis
de aloina muestran la selectividad del método, el cual se determind con la inyeccion de los
blancos en diferentes dias. En total, se inyectaron 40 blancos por triplicado durante el
transcurso del experimento, los cuales no dieron sefial alguna con el tiempo de retencion del
analito y no se encontraron datos reportados en las referencias consultadas para este
pardmetro. Se implemento satisfactoriamente un método de extraccion y analisis de la aloina
en productos alimenticios por HPLC, tanto para sélidos como para liquidos elaborados a
partir de sabila. La evaluacion de la calidad analitica del método demostro valores aceptables,

tomando como referencia los reportados por otros autores.

Después de una exhaustiva busqueda, se determind que no hay mucha informacion
a nivel nacional sobre la validacion de meétodos analiticos de farmacos antifingicos y
tampoco en relacion con los sistemas autoemulsificantes, por lo que aqui se determina la
importancia de esta investigacion para poder dar a conocer a nivel nacional la importancia

de estos.

16



CAPITULO II

MARCO TEORICO

17



2.1 Solubilidad y la influencia en la biodisponibilidad de un farmaco

La mayoria de los farmacos que se comercializan en el mercado farmacéutico tienen
en comun el problema de deficiente solubilidad, por lo que la mayoria de ellos se encuentran

con una biodisponibilidad disminuida cuando se formulan en formas farmacéuticas orales?.

La solubilidad de estos en agua juega un papel importante, ya que es una propiedad
del farmaco presente en su absorcidn después de la administracion oral. La solubilidad del
farmaco es una medida de equilibrio, pero también la velocidad de disolucion a la que el
farmaco solido o el farmaco de la forma de dosificacién pasa a la solucion es de vital

importancia cuando el tiempo de disolucion es limitado .

La escasa solubilidad del farmaco en agua conduce a una escasa biodisponibilidad
con amplias variaciones entre sujetos e intra sujetos, por lo que presenta un desafio formular
los medicamentos o formas farmacéuticas como via oral. Estas moléculas poco solubles se
pueden clasificar de acuerdo con el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS), ya sea

como clase 11 o clase 1V, sobre lo cual se detallara mas adelante %*.

La biodisponibilidad oral de un farmaco depende de la solubilidad acuosa, asi como
de la permeabilidad de este, la velocidad de disolucion, el metabolismo de primer paso y la
susceptibilidad a los mecanismos de eflujo. La solubilidad acuosa y la permeabilidad del
farmaco también son parametros importantes atribuidos a la biodisponibilidad oral. Las
diminutas gotas formadas de los farmacos solubilizados exhiben una gran superficie
interfacial para la absorcidn del farmaco. EI método de sobresaturacion y el fendmeno de

autoemulsificacion se aplican en el sistema de administracion de medicamentos 2.
2.2 Itraconazol

Como otros triazoles, este tiene cinco estructuras de anillo que contienen tres atomos
de nitrégeno. El itraconazol es un compuesto lipofilico que se distribuye en tejidos grasos y
su penetracion en fluidos acuosos es limitada. Este farmaco pudiera asociarse con sitios
activos de la enzima a través de asociaciones Van der Walls CHsdel farmaco y CHzde la

enzima. También, se usa en el tratamiento de infecciones debido a la mayoria de las
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levaduras. Su ventaja es su actividad contra la mayoria de los Aspergillus y un subconjunto
de Candida %.

Ademas, posee un mecanismo de accién, como se muestra en la Figura 1, al igual que
otros imidazoles antifungicos, ejerciendo su efecto al alterar la membrana celular del hongo.
El itraconazol actda inhibiendo la sintesis del ergosterol interaccionando con la 14-a-
desmetilasa, una enzima del citocromo P450 que es necesaria para la conversion del
lanosterol a ergosterol. Por otro lado, se da la reduccion de la sintesis de ergosterol, la
acumulacién de esteroles 14-metilados, los cuales ejercen un efecto perjudicial sobre las
propiedades de la membrana y la actividad enzimética unida a la membrana con

desregulacion de la sintesis de quitina %°.

Figura 1. Mecanismo de accion del itraconazol
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Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia 2’.

Esta serie de eventos causan multiples alteraciones en la célula fungica como por
ejemplo: afecta la permeabilidad celular produciendo pérdida de elementos intracelulares
esenciales, asi como de electrolitos; altera la estructura y funcion de los organelos

intracelulares; inhiben la biosintesis de triglicéridos y fosfolipidos, ademas de la actividad
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enzimatica oxidativa y peroxidativa, dando como resultado un cumulo intracelular de
concentraciones toxicas de peroxido de hidrégeno, lo cual puede contribuir al deterioro de

6rganos subcelulares y necrosis celular 22,
2.2.1 Biodisponibilidad del itraconazol

La biodisponibilidad es una cualidad de la forma farmacéutica que en terminos
absolutos implica la medicion de la velocidad y de la cantidad total (extension)
del principio activo que se absorbe en el organismo para llegar a la circulacion
sistémica a partir de la forma farmacéutica administrada. Este se expresa en
porcentaje (%) y se calcula a partir de un grafico experimental, el cual se
confecciona midiendo sus concentraciones plasmaticas en diferentes tiempos
transcurridos desde su administracion hasta su eliminacion; esto con el fin de
poder manejar adecuadamente diferentes formulaciones de un mismo farmaco y
asi conocer las caracteristicas de la BD de cada formulacion y ajustar la dosis en

funcion de esta, a fin de obtener una respuesta farmacoldgica equivalente 2°.

Es por ello que en el caso del itraconazol una de las soluciones a considerar para
solubilizar sus compuestos lipofilos es el uso de hidroxipropil-p-ciclodextrina
(ciclodextrina). Esta es una ciclodextrina que contiene un anillo de moléculas de
glucosa sustituidas que forman una estructura cilindrica hidroéfila por fuera e
hidr6foba por dentro. Esta cavidad hidréfoba forma una camara ideal para
moléculas lipofilicas, mejorando asi su solubilidad y, por ende, su
biodisponibilidad 6.

2.2.2 Solubilidad del itraconazol

La baja solubilidad y velocidad de disolucion del itraconazol es una limitacion
para el transporte y la absorcion oral, por lo tanto, presenta una baja
biodisponibilidad. Los cocristales son una clase importante de materiales
farmacéuticos que pueden mejorar las propiedades fisicoquimicas de un

farmaco, por lo que el uso de los cocristales farmacéuticos para mejorar estas
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propiedades se evidencia con un aumento en solubilidad y velocidad de

disolucion 20,

Ademas, la solubilidad, disolucion y permeabilidad equivalen a la eficacia
terapéutica en la formulacion de sistemas de administracion de farmacos
autoemulsificables (SEDDS), los cuales se han destacado en los Gltimos afios
como un enfoque alternativo para administrar un farmaco poco soluble en agua
a la circulacion sistémica, a través de la via oral. Este nuevo enfoque, basado en
lipidos, forma una emulsién del tipo aceite en agua cuando entra en contacto con

el fluido gastrointestinal, solubilizando el farmaco lipofilico 3.
2.2.3 Propiedades farmacoldgicas del itraconazol

En referencia a la forma farmacéutica de investigacion, cada cépsula de
itraconazol contiene 100 mg del principio activo recubiertos sobre pellets. El
itraconazol es una base débil y solo se ioniza a un pH bajo; por lo tanto, se
requiere acidez géstrica para la disolucién del farmaco y la absorcion adecuada.
En consecuencia, las capsulas de itraconazol deben tomarse inmediatamente
después de una comida completa para una absorcidén optima y la absorcién

disminuye en casos de aclorhidria 2.

A su vez, el itraconazol es lipofilico y se une ampliamente (99,8%) a las
proteinas plasmaticas. Su concentracion unida a proteinas o tejidos de
itraconazol es clinicamente mas relevante que la concentracion libre del
farmaco. A pesar de la alta union a proteinas plasmaticas, las concentraciones de
itraconazol en tejidos como el rifidn, el higado, los huesos, el estbmago, el bazo
y el musculo son altas. Por otro lado, el itraconazol también se acumula en los
tejidos que son propensos a las infecciones por hongos, como la piel, las ufas,
los pulmones y el tracto genital femenino. Por lo tanto, la union extensa a
proteinas de itraconazol asegura que su concentracion en el sitio de la infeccion
permanezca mas alta que la concentracion plasmatica correspondiente durante

varios dias 32,
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2.2.3.1 Uso de itraconazol en infecciones fungicas

Las infecciones de tipo fungicas pueden ser superficiales, subcutaneas y
sistémicas, y causan problemas graves en las personas que las padecen. Debido
a dicha problematica, se requieren tratamientos para este tipo de infecciones y,
por ende, es preferible que la terapia antifungica se pueda adaptar a las
necesidades precisas del paciente individual. Dentro de la gama de
medicamentos antifingicos se encuentra el itraconazol, el cual estd disponible
en tres formulaciones: capsulas, solucion oral e intravenosa, lo que permite un
enfoque flexible para el tratamiento de infecciones causadas por hongos. A su
vez, las capsulas se han utilizado con éxito durante muchos afios, especialmente
para el tratamiento de infecciones fangicas superficiales y subcutaneas. Sin
embargo, el itraconazol se absorbe de forma inconsistente desde la presentacién

en capsulas .
2.2.3.2 Interacciones del itraconazol

El itraconazol también puede actuar aumentando la concentracion de algunos
medicamentos: los antagonistas del calcio (como los derivados de la
dihidropiridina), quinidina, midazolam, sirolimus, felodipino, pimozida,
sildenafilo y otros como ciclosporina; astemizol, cisaprida, simvastatina,
atorvastatina, lovastatina, triazolam, warfarina, tracolimus, verapamilo y
terfenadina. Cabe sefialar que el itraconazol también afecta a los inhibidores de
la proteasa del VIH como lo son el ritonavir e indinavir, que incrementan su
concentracion plasmética. Asimismo, el itraconazol reduce la eficacia de los
anticonceptivos orales. Otros farmacos que también se ven afectados son los
hipoglucemiantes orales, digoxina, diazepam, busulfano, carbamazepina,
alprazolam, docetaxel, buspirona, rifabutina, metilprednisolona, alcaloides de la
vinca y trimetrexano. Debido al riesgo de que se presente arritmia cardiaca, se
debe evitar la administracion concomitante de itraconazol con cisaprida,

terfenadina, dofetilida, astemizol, pimozida y quinidina®.
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2.2.3.3 Cmax de itraconazol

Las concentraciones plasmaticas maximas de 100-200 ng/ml se alcanzan de 2 a
4 horas después de una dosis Unica de 100 mg. Con una biodisponibilidad
absoluta del 55%, el itraconazol muestra una farmacocinética dependiente de la

dosis después de la administracion oral 34,
2.2.3.4 Unidn a proteinas e itraconazol

El itraconazol se une en un 99,8% a las proteinas plasmaticas y el 0,2% esta
disponible libremente para su distribucion por el organismo. Como
consecuencia, el liquido cefalorraquideo (LCR), el liquido ocular y la saliva
contienen solo cantidades insignificantes de itraconazol. Sin embargo, en fluidos
que contienen materia organica, como esputo y exudado bronquial, las
concentraciones de itraconazol alcanzan los 400 ng/ml, obteniéndose 1000-3000

ng/ml 3,
2.2.3.5 Eliminacion de itraconazol

La eliminacion de itraconazol es bifésica, con una ti» de aproximadamente 20 a
24 horas después de una sola dosis. En estado estacionario, el tiempo de vida
media aumenta a las 30 horas, lo que indica que el mecanismo de excrecién de
itraconazol esta saturado a dosis clinicas. La mayoria de los metabolitos se
eliminan a través de la bilis y la orina, pero el itraconazol no metabolizado no se

detecta en la orina. Solo del 3% al 18% de la dosis se detecta en las heces *°.
2.1 Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica

El Sistema de Clasificacion Biofarmaceutica (SCB) clasifica los farmacos en
funcién de los parametros de solubilidad y permeabilidad. Estos dos factores
estan directamente relacionados con el proceso de absorcién. Ademas, el SCB
plantea la posibilidad de sustituir los ensayos in vivo por ensayos de disolucién
in vitro, de acuerdo con la clasificacion obtenida para el farmaco. Es por esto
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que esta proyeccion se dirige hacia su implantacién como herramienta en el

desarrollo y disefio de nuevos farmacos *¢.

En dicho sistema, el itraconazol se describe como clase 11, especificamente; esto
quiere decir pobre solubilidad y alta permeabilidad. Es probable que la
biodisponibilidad de los farmacos de clase 11 de BCS esté limitada por la tasa de
disolucién. Sin embargo, debido a su alta permeabilidad, los farmacos BCS de
clase Il han estado en el centro de las investigaciones de mejora de la solubilidad
en los dltimos tiempos y se han desarrollado varios enfoques de formulacién

para esta clase de compuestos >°.

2.2 Desempefio de una formulacién

2.2.2

Esta comprende la adaptacion especifica de una técnica analitica para un
propdsito de medicion seleccionado por medio de la validacion de un método
analitico, el cual es un procedimiento Util para establecer por medio de pruebas
documentadas y mediante estudios sistematicos, demostrativos de laboratorio,
que el método analitico tiene las caracteristicas de desempefio (exactitud,
precision, especificidad, limite de deteccidn, limite de cuantificacion y
linealidad) adecuadas para cumplir con los requerimientos de las aplicaciones
analiticas pretendidas. Un método analitico validado permite el conocimiento de
las caracteristicas de funcionamiento, proporcionando un alto grado de
confianza al aplicarlo, siendo lo suficientemente fiable y reproducible para

producir el resultado previsto a intervalos definidos *'.
Ensayo de disolucion

El ensayo de disolucion “in vitro” de medicamentos es la prueba que se realiza
a los medicamentos sélidos orales como las tabletas y capsulas, por medio de
condiciones creadas en el laboratorio. Esta prueba se realiza con el fin de
verificar que el principio activo se disuelva a lo menos, el minimo permisible
segun las especificaciones de la monografia individual de cada medicamento,

que encontramos en la farmacopea oficial. Es por esto que al finalizar el tiempo
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2.2.3

2.24

de prueba, se toma determinado volumen de muestra de cada uno de los vasos
de disolucidn, se filtra, se ajusta la concentracion a la indicada en la farmacopea
y Sse comparan con un estandar a una concentracion similar a la de las muestras,

utilizando alguna técnica instrumental cuantitativa que sea aplicable ©.
Ensayo de potencia

Se emplea en control de calidad del producto terminado como un criterio de
liberacion lote a lote. La OMS plantea que los estudios preclinicos (ensayos de
potencia, estudios de toxicidad) son herramientas de gran valor para identificar
posibles riesgos de la vacunacion y establecer posibles protocolos de estudios
clinicos, por lo que el ensayo de potencia en ratones, como técnica de control de
calidad, debe cumplir con las buenas practicas de laboratorio y con las
regulaciones nacionales e internacionales. Los aspectos fundamentales para el
establecimiento del ensayo de potencia en animales son los siguientes: el animal
que incluye informacién sobre la linea y el sexo, el ensayo analitico para la
deteccion de anticuerpos y el valor del corte del sistema para el anélisis de la

seroconversion %,
Ensayo de uniformidad de unidades dosificacion

Esta prueba se refiere al examen para determinar la variabilidad en la cantidad
del principio activo presente en unidades que sirven de muestra de un
determinado lote. Segin USP 38 (2015), la prueba de uniformidad de contenido
consiste en analizar diez dosis individuales del farmaco y determinar el
porcentaje de principio activo presente en cada dosis ensayada, para lo cual la
especificacion establece que el valor de aceptacion (AV) calculado no debe ser
mayor a L1 = 15,0; donde L1 hace referencia a la primera etapa del analisis
donde se aplica el criterio de cumplimiento con diez dosis ensayadas. Si las
primeras diez dosis no cumplen con el criterio de aceptacion, se ensayan veinte
dosis mas vy al final se procede con la estimacion del valor de aceptacion segun
se indica en el capitulo general 905 de la USP 38, en donde para el total de las

treinta dosis analizadas el valor de aceptacion (AV) calculado no debe ser mayor
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2.2.5

2.2.6

a L1 =15,0y ninguna unidad debe estar fuera del rango calculado con L2= 25,0
39

Estabilidad

Para validar un método debe demostrarse en qué medida los analitos se
mantienen estables durante todo el procedimiento de analisis, incluido su
almacenamiento antes y después de este. En general, la medicién se hace
comparando patrones recién preparados con una concentracion conocida con
patrones similares almacenados durante diferentes periodos de tiempo y en
diferentes condiciones. Ademas, existen potenciales mejoras en la calidad
asistencial derivadas de los estudios de estabilidad cuando los resultados, en
términos de eficacia clinica, son positivos (mezclas analgésicas que mejoran el

control del dolor, cambios de vias de administracidn, etc.) %°.
Incertidumbre de la medicion

La incertidumbre se puede definir como la probabilidad o el nivel de confianza.
Cualquier medicidn que se realice aportara un cierto grado de incertidumbre, por
lo que el intervalo de incertidumbre gue se fije sera el rango dentro del cual se
situara el valor real con un determinado grado de confianza. Normalmente se
utiliza un grado de confianza del 95%. La incertidumbre se calcula estimando
los errores que se producen en las distintas etapas del analisis, por ejemplo, la
etapa preanalitica, la homogeneizacion, el pesaje, el pipeteado, la inyeccion, la

extraccion, la derivacion, la recuperacion y las curvas de calibracion.*

Esta también provee una estructura de estimacion con limitaciones en su
implementacién, como son: célculo de derivadas parciales, suposicion de
linealidad de los modelos e identificacion de las fuentes de incertidumbre y sus
distribuciones de probabilidad. Los datos exigidos para la validacion, por
ejemplo, la exactitud y precision en condiciones de repetibilidad/

reproducibilidad, reflejan ya muchos de estos factores y deben ser utilizados .
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2.2.7

2.2.8

Materia prima

Para la industria farmacéutica, la materia prima es uno de los elementos
indispensables para la elaboracion de los medicamentos, por lo que existe una
gran demanda por este tipo de materiales, ya que contienen una serie de quimicos
que son necesarios para poder llevar a cabo los procesos que favorecen a que las
personas o pacientes puedan encontrar alivio a las diversas afecciones. Debido
a la gran cantidad de sustancias activas conocidas, existen muchas vias para la
sintesis de estos compuestos, por lo tanto, existen muchas materias primas para

la industria farmacéutica y sustancias auxiliares que se utilizan para estas sintesis
42

La farmacopea es quien provee informacion de los ensayos aplicables a los
medicamentos que pueden comercializarse en un pais o territorio determinado,
también contiene una lista de materias primas para la industria farmacéutica que
pueden usarse para preparar medicamentos recetados. Para llevar adelante este
proceso se requiere un plan coordinado e integrado con los proveedores, el cual
se desarrollara de acuerdo con una planificacion y previa programacion cuando

se reporte el saldo minimo de materia prima en almacén #2.
Calidad del producto farmacéutico

La calidad de las materias primas se debe certificar rutinariamente mediante la
informacidn analitica suministrada por los proveedores, pues actualmente solo
es obligatoria la realizaciéon de un control de calidad completo de las mismas,
segun Real Farmacopea Espafiola (RFE), cuando se adquieren a proveedores no
autorizados. No obstante, la legislacion vigente recomienda que el farmacéutico
responsable realice al menos una prueba de identificacion, aunque estas
provengan de centros autorizados y cumplan las especificaciones de la RFE. Es
necesario disponer de normas y procedimientos de trabajo para la manipulacion,
conservacion, gestion de riesgos y revision de materias primas, asi como contar

con personal adecuadamente capacitado que permita detectar cualquier cambio
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2.2.9

0 alteracion en sus propiedades organolépticas y fisicoquimicas y facilitar asi

una posible retirada o cuarentena 3.
Impurezas organicas farmacéuticas

Se le da el término de impureza organica a cualquier componente de una materia
prima farmacéutica (MPF) que no sea la entidad quimica definida, o cualquier
componente que no sea un ingrediente de la formulacion de un medicamento
(MED). Este tipo de impurezas pueden surgir durante el proceso de fabricacion
y almacenamiento de los medicamentos y pueden ser identificadas o0 no
identificadas, volatiles o no volatiles. Es por ello que el contenido de impurezas
es critico para asegurar la eficacia y seguridad del producto, por lo tanto, la
presencia de un contenido anormal de subproductos tiene impacto en diversas
areas como la seguridad, la manufactura o la biodisponibilidad. Una de las
mejores herramientas que se dispone es el analisis y el conocimiento del proceso
ya que en base a estos se pueden definir las estrategias para minimizar y

controlar las impurezas *4.

2.3 Producto de referencia

2.3.1

Generalmente es aquel que fue autorizado por primera vez sobre la base de
documentacién de calidad, seguridad y eficacia. Por tanto, este producto o
especialidad medicinal contiene una nueva molécula, no comercializada hasta
ese momento y que ha pasado por todas las fases del desarrollo de una nueva
formulacion-nuevo principio activo (fases preclinicas y fases clinicas I, 11, 111).
Puede ser el producto que cuente con el registro mas antiguo ante la autoridad

sanitaria °.

Estandar de Referencia

Los Estandares de Referencia de USP consisten en una cantidad exactamente
conocida de una sustancia quimica o ingrediente, desarrollada de acuerdo con

las especificaciones establecidas por las normas documentales. Estas son
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sustancias altamente purificadas que son especificamente para el uso en métodos
de pruebas oficiales de las diferentes monografias de farmacopea. Cuando se
utilice como parte de la monografia oficial relevante, los medios proporcionados
para verificar el cumplimiento de un material con los estandares de identidad,
concentracion, calidad y pureza dictados en la monografia. Ademas, estan
especificados para la realizacion de pruebas y valoraciones oficiales de USP-
NF. La USP proporciona también Estdndares de Referencia especificados en el
Caodice de Sustancias Quimicas para Alimentos (Food Chemicals Codex), asi
como sustancias auténticas (muestras de sustancias quimicas de gran calidad) a
modo de servicio para los laboratorios analiticos, clinicos, farmacéuticos y de

investigacion “°.
2.4 Sistema autoemulsificable

El sistema de administracion de farmacos autoemulsionantes (SEDDS) es uno entre
los métodos utilizados para mejorar la biodisponibilidad oral de farmacos poco solubles
presentando y manteniendo la droga en estado disuelto, en pequefias gotitas de aceite, por
todo su transito a través del tracto gastrointestinal (GIT). Los SEDD estan compuestos por
una mezcla de aceite, surfactante y cosurfactante, que son capaces de formar emulsiones de

aceite en agua sobre agitacion suave proporcionada por el movimiento GIT24 “,

2.4.1 Formulaciones a base de lipidos

Los sistemas de administracion de farmacos basados en lipidos (LBDDS, por
sus siglas en inglés), se definen como mezclas isotrdpicas de aceites naturales o
sintéticos, tensioactivos sélidos o liquidos, o alternativamente, uno o mas

disolventes hidrofilos y cosolventes o tensioactivos %4,

Ademas, estos constituyen un gran grupo de sustancias ampliamente utilizada
en la industria farmacéutica debido a sus propiedades fisicoquimicas y
biofarmacéuticas (amplia diversidad, favorable biocompatibilidad, ruta de

absorcion diferente, biodegradabilidad, funcionalidad especifica, etc.), lo cual le
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otorga su potencial para mejorar los sistemas de entrega de farmacos
autoemulsificables basados en solubilizacion y absorcion gastrointestinal de los
farmacos. Algunos criterios para la seleccion de los lipidos incluyen la pureza,

estabilidad quimica, capacidad solvente, miscibilidad, digestibilidad y seguridad
47

2.4.1.1 Clasificacion de sistemas de lipidos

2.4.2

Pese a la gran cantidad de posibles combinaciones de excipientes que pueden
usarse para ensamblar formulaciones basadas en lipidos y sistemas
autoemulsionantes en particular, Pouton & Porter establecieron un sistema de
clasificacion (Lipid Formulation Classification System-LFCS) en el afio 2000,
y se actualiz6 unos afos atras (2006), para ayudar a estratificar las formulaciones
en aquellas con componentes similares. La LFCS clasifica las formulaciones a
base de lipidos en cuatro tipos, segin su composicion y el posible efecto de la
dilucion y la digestion sobre su capacidad para prevenir la precipitacion del

farmaco #'.

Sistemas de dispersion

Existe una gran cantidad de farmacos, entre los cuales algunos destacan por
presentar sistemas dispersos liquido-liquido no miscibles y estabilizados por un
surfactante. Todos ellos se engloban bajo el término genérico de emulsion, tal
como macro, micro, mini o nano (tabla 4). Se utiliza el término micro emulsion
0 simplemente emulsion para designar sistemas dispersos inestables,
constituidos por dos fases liquidas inmiscibles [agua (W) y aceite (O)], siendo
su tamario de gota superior a 1000 nm “8,

Por ello, si el tamafio se encuentra por debajo de 100 nm, se habla de mini o
nanoemulsiones, siendo ambos sistemas bifasicos y cualquiera que sea la

dimensiébn de sus gotas, todas estas emulsiones son sistemas
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termodinamicamente inestables que se separan, mas o menos, rapidamente, en

dos fases “.

Tabla 1. Ventajas y desventajas de los distintos sistemas de liberacion de farmacos

SISTEMA DE VENTAJAS DESVENTAJAS
LIBERACION DE
FARMACOS
Baja viscosidad, pequefio | Baja  solubilizacion 'y
Micelas tamano de particula, facil | toxicidad potencial de los
preparacion 'y  muy | tensioactivos
estables.
Alta  solubilidad de | Porcentaje elevado de
Micro emulsiones farmacos, pequefio | tensioactivos, toxicidad
tamarfio de particula, facil | potencial de los
preparacion 'y  muy | tensioactivos y la
estables. solubilidad de farmacos
estd influenciada por
condiciones ambientales.
Pequefia cantidad de | Alta viscosidad,

Emulsiones

tensioactivos y  alta
solubilidad del farmaco.

inestabilidad y tamafio de
particula grande.

Liposomas

Formados por lecitina y
colesterol, presentes en el
organismo.

Alta viscosidad, dificultad
de preparacion, a menudo
se degradan tras ser
administrados.

Nanoparticulas

Estabilidad muy alta, y
degradacion lenta en el
organismo por lo que se
usan en vacunas

Solubilidad limitada de
farmacos, dificultad de
preparacion,  dificultad

para controlar el tamafio
de particula.

Fuente: elaboracion propia con base en la referencia *°.
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Tabla 2. Caracteristicas fisicas de distintos sistemas de liberacion de farmacos.

CARACTERIS | MICELAS | MICROEMULSION | EMULSION LIPOSOM
TI CAS ES ES AS
Obtencion
Si Si No No
Espontanea
Estabilidad
Si Si No No
Termodinamica
Transparen Transparente Turbio Turbio
Turbidez te
Tamafio de
<0.01 < 0.01 micras 0.5-5 micras 0.025-25
particula micras micras
Uso de
Si Si No No
Cotensioactivo
Concentracion
<5% >10% 1-20% 0.5-20%
de tensioactivo
Concentracion
<1% 1-30% 1-30% 1-30%
de fase dispersa

Fuente: elaboracion propia con base en la referencia #° .

2.4.3 Escala HLB

Los agentes tensioactivos son moléculas que poseen una parte lipofila y otra
hidrofila, la escala mas utilizada para medir la relacién entre la parte hidrofilay
la lipofila de un tensioactivo es el HLB (hydrophilic-lipophilic balance) o
equilibrio hidrofilo-lipofilo °. Los aceites y ceras, que constituyen la fase oleosa

de las emulsiones, tienen diferentes requerimientos de HLB para formar una
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emulsion O/A o A/O. Estos valores se conocen como HLB requerido (HLBR)

por la fase oleosa y sirven como criterio de seleccion del emulgente®.

Agentes tensioactivos

Los agentes tensoactivos pueden ser compuestos organicos que poseen una
estructura anfifilica, en donde sus moléculas contienen grupos polares
(hidrofilicos) y no polares (hidrofobicos), siendo esta caracteristica muy
importante para la interaccion en sistemas que presentan nula miscibilidad. Esto
se atribuye a su capacidad para formar complejos moleculares denominados
micelas, de alta estabilidad quimica y con una infinidad de aplicaciones en el
ambito industrial. La concentracion micelar critica (CMC) es definida como el
punto de saturacion del agente tensoactivo en el sistema, o la concentracion en

la que se forman micelas termodinamicamente estables °2.

2.4.4.1 Propiedades de los tensioactivos

Asi como la concentracion micelar critica (CMC), hay tres propiedades
importantes a mencionar que son: el balance lip6filo/hidréfilo (HBL), el nimero
de agregacion (n,) y el punto de nube (PN). En primer lugar, el balance
lipéfilo/hidrofilo (HBL) indica la capacidad que tiene un tensioactivo para
formar emulsiones, tanto sistemas agua-aceite (W-O) como sistemas aceite agua
(O-W) estables. El valor del HBL indica qué tipo de emulsién estable forma. Es
decir, cuanto mas se aproxime el valor del HBL a 1, el tensioactivo tiende a
emulsiones estables agua-aceite y, por el contrario, si es mas proximo a 20,

formara emulsiones estables aceite-agua 3.

En segundo lugar, el nimero de agregacion (n.) da informacion sobre el nimero
promedio de moléculas de tensioactivo que se pueden encontrar en una micela.
Generalmente presentan una estructura esférica y «n.» es constante. Por tltimo,

el punto de nube (PN) es un valor que depende de la temperatura y afecta de
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manera directa a la solubilidad de los tensioactivos, normalmente no idnicos, en
soluciones acuosas. Por tanto, a cierta temperatura el tensioactivo pierde la

solubilidad presentando una turbidez en la disolucion acuosa®.

Otras propiedades que poseen los tensioactivos y que son de gran interés por su

utilidad practica, son las siguientes

o Poder detergente: se trata de la aplicaciébn mas conocida. Las moléculas de

tensioactivos son capaces de estabilizar la grasa dentro de las micelas. Tras

un proceso mecanico o de agitacion, la grasa que se encuentra adherida a una

superficie sélida queda liberada y puede ser atrapada por las micelas y

arrastrada con el agua >*.

o Solubilizacion: se trata de una caracteristica muy importante, ya que los
tensioactivos permiten la solubilizacion en un medio liquido de compuestos
de diferente naturaleza, mediante interacciones de carécter polar o apolar con
las diferentes partes de las estructuras agregadas de los tensioactivos presentes
en dicho medio >,

o Formacion de emulsiones: la presencia de tensioactivos reduce la tension
interfacial entre los liquidos inmiscibles y facilita la formacién y la estabilidad
de pequefias gotas de la fase dispersa en el medio continuo .

o Poder humectante: la capacidad de los tensioactivos de disminuir la tension
superficial promueve que el liquido se extienda por las superficies y las moje
54.

o Poder emulgente y dispersante: se refiere a la capacidad de los tensioactivos
de estabilizar las emulsiones, evitando la coalescencia de las gotas >*.

o Poder espumante: es la capacidad de formar espuma. Al disminuir la tension

superficial de la interfaz aire/agua, se facilita la formacion de burbujas de aire
54
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2.4.4.2 Surfactantes cationicos

Incluyen el cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio y cloruro de

cetilpiridinio. Son muy hidrofilos y son muy solubles en agua >*.

2.4.4.3 Tensioactivos no idnicos naturales

Estos incluyen alcoholes de acidos grasos, como alcohol estearilico y alcohol
cetilico, grasa de lana o cera de lana y sus derivados, alcoholes de lana y
colesterol, y derivados de otras ceras naturales, como espermaceti y cera de
ésteres cetilicos (espermaceti sintético) >,

2.4.4.4 Tensioactivos no idnicos sintéticos

Aunque se les da una designacion quimica basada en el componente principal,
en realidad son mezclas complejas de derivados estrechamente relacionados.
Por ejemplo, el monooleato de sorbitan, también conocido como Span 80, es
una mezcla, pero el componente principal es el monooleato de sorbitan. El
polisorbato 80 (Tween 80) es monooleato de sorbitan polioxietilenado 20; el
20 indica que hay aproximadamente 20 moles de 6xido de etileno por cada
mol de sorbitol y anhidrido de sorbitol. Los tensioactivos no ionicos de uso

comun incluyen varios Spans, Tweens, Arlacels y Myrjs >,

2.4.4.5 Surfactantes anfoteros

Estos tensioactivos pueden ser anidnicos, cationicos o no idnicos en solucion,
segun la acidez o el pH del agua. Suelen ser suaves, lo que hace que algunos
de ellos sean especialmente adecuados para su uso en productos y preparados
farmacéuticos28 . Un tensioactivo anfotero que se utiliza con frecuencia en
las formas farmacéuticas es la lecitina NF, una mezcla compleja de fosfatidos,

principalmente fosfatidilcolina. Las lecitinas se utilizan principalmente como
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agentes dispersantes, emulsionantes y estabilizantes. La lecitina a menudo se
incluye en productos inyectables, especialmente en soluciones de nutricién

parenteral®*,

2.4.5 Sistema de administracién de farmacos autoemulsificables

La via de administracion oral ha sido la ruta de eleccion por la mayoria de los
formuladores y ha predominado sobre otras vias de administracion. EI mayor
problema en las formulaciones de medicamentos administrados por via oral es
la baja y errética biodisponibilidad que presentan los farmacos, la cual resulta
principalmente de la pobre solubilidad. En este sentido, es necesario incluir el
ingrediente farmacéutico activo en un sistema de formulacion adecuado de tal
manera que se pueda modificar su velocidad de disolucion y alcanzar el objetivo
terapéutico. Entre las diversas estrategias de formulacion empleadas se incluyen
la formacion de sales, la complejacion con ciclodextrinas, la micronizacion, las
HLBes solidas y las formulaciones basadas en lipidos. Los enfoques de este tipo
de formulaciones, particularmente el sistema de entrega de farmacos

autoemulsificables SEDDS °°.

Los farmacos poco solubles, asi como los pares de iones hidrofébicos de
farmacos, como los liquidos iénicos, pueden disolverse en las gotitas oleosas
para alcanzar una biodisponibilidad lo suficientemente alta después de la
administracion en la mucosa. Asimismo, los farmacos como los péptidos
terapéuticos y los oligonucledtidos que se degradan en las membranas mucosas
por las peptidasas y las nucleasas pueden protegerse frente a estas enzimas en
las gotas oleosas. Ademéas, como la gran mayoria de los SEDDS contienen
tensioactivos PEG-ilados que forman una corona de PEG muco-inerte alrededor
de las gotas oleosas, pueden penetrar la barrera de gel mucoso de una manera
comparativamente eficiente, lo que permite el transporte de farmacos

incorporados a la absorcion subyacente membrana 6.
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Sin embargo, a pesar de estas ventajas, los SEDDS se enfrentan al problema de
una liberacion incontrolable del farmaco. Los farmacos lipofilicos y poco
solubles en agua que exhiben una solubilidad mucho mayor en el nucleo oleoso
de las gotitas formadas por SEDDS no se liberan en absoluto. Por el contrario,
los farmacos hidrofilicos y facilmente solubles en agua se liberan casi
instantaneamente, ya que el coeficiente de difusion incluso de los farmacos
hidrofilicos grandes, como las proteinas, es relativamente alto y la distancia
desde el centro de las gotas oleosas hasta la superficie es del orden de los

nanémetros °°.

2.4.5.1 Mecanismo de SEDDS

Los sistemas de entrega de farmacos autoemulsificables (self-emulsifying drug
delivery systems, SEDDS) son una mezcla isotropica de lipidos, tensioactivos y
a algunas veces cosolventes que facilmente pueden producir finas emulsiones
O/W luego de agitacion suave como la producida por la motilidad digestiva en
el tracto gastrointestinal. Algunas de las ventajas de los SEDDS son: estos
proporcionan una gran area interfacial para la absorcién del farmaco, una
estabilidad aumentada de las moléculas del farmaco y la posibilidad de
administrar el producto final en diferentes formas farmacéuticas, tales como:
capsulas de gelatina; blanda o dura y sistemas solidos, por lo cual se vislumbran
como una alternativa prometedora para asegurar la entrega de farmacos poco

solubles o con poca permeabilidad ’.
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Figura 2. Digestion de lipidos en el tracto gastrointestinal

» Famaco poco soluble en agua Administracion oral de

medicamentos
\ Tenstoactivo

\ Componente oleoso de LBF

Disperston/solubihzacion (emulsion) en los
flmdos del tracto GI

\ Productos de lipolisis

J Lipidos baliares (sales biliares,

fosfolipidos y colesterol
Soaa ; Mezcla con jugo gastrico

Vaciado gistrico Inscio de lspolssss por la hipasa gastrica

Absorcion
Fmalizacion de la lipolisis por enzimas whestnal
pancreaticas

Formacion de estructuras colordales
con lipidos biliares v los productos de

lipohisis

Enterocitos

Farmaco en circulacidn sisténuca

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia.’

Con base en la Figura 2, un aspecto importante a considerar al desarrollar sistemas de
entregas de farmacos es el medio al cual estara expuesto y las barreras fisioldgicas (fluidos
intestinales, mucosas, el epitelio intestinal etc.) que deben superar luego de la ingestion.
“Algunos excipientes utilizados en los sistemas lipidicos son susceptibles a los procesos de
degradacion enzimatica que tienen lugar en el tracto gastrointestinal, por lo cual

recientemente ha existido un interés por una mejor comprension de los complejos procesos™’.
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2.4.6

Importancia de los SEDDS en una emulsion

Se consideran de facil fabricacion con el instrumento bésico en lugar del alto
costo y el equipo especializado requerido por la suspension y la emulsién para
el monitoreo de los procedimientos analiticos que incluyen la velocidad, la
intensidad y la duracion de la mezcla. Ademas, el tamafio de las particulas juega
un papel importante, ya que con el aumento del tamafio de las particulas, va a
existir un aumento de la solubilidad del producto, debido a que tiene la capacidad
de emulsionar cuando el farmaco se libera en el sitio de accidn. Esto es mejor en
comparacion con la emulsion convencional, que no se emulsiona al llegar al sitio

de accion®’.

2.4.6.1 Aumento de la permeabilidad del farmaco

Los polimeros mucoadhesivos y el quitosano se utilizan para fabricar SEDDS
con el fin de mejorar la permeabilidad de los medicamentos a través del
epitelio intestinal. Los estudios han demostrado que la unién de silicatos con
SEDDS liquidos mejora la permeacion intestinal de los farmacos, lo que
indica la capacidad de los SEDDS sélidos para tener el potencial de

administrar compuestos farmacolégicos de clase IV °7.

2.4.6.2 Mejora en la solubilidad a nivel Intestinal

Las nanoparticulas poliméricas se pueden utilizar como inhibidores de
precipitadores poliméricos (PPI) para retener el estado sobresaturado de las
moléculas solubilizadas del farmaco. También altera el funcionamiento de las
enzimas digestivas al alterar la quimica y la nanoestructura de la superficie
del material portador. Como resultado, la accion inhibidora de la precipitacion
y el mecanismo de solubilizacion de los productos de lipélisis aumentan la

solubilidad intestinal de las moléculas medicinales encapsuladas °’.
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2.4.7

2.4.8

Optimizacion de la formulacion de los SEDDS

Los estudios de optimizacion de formulaciones farmacéuticas son esenciales
para desarrollar una formulacion robusta que no cause ningudn tipo de fracaso o
minimo error. Sin este tipo de estudios, es mas probable que una formulacion
sea de alto riesgo, ya que se desconoce si cualquier cambio en la formulacion en
si 0 en las propiedades de la materia prima va a afectar significativamente la

calidad y el rendimiento del producto farmacéutico °8.

Como es de esperarse estos estudios proporcionan informacién importante sobre
la robustez de la formulacion, estableciendo relaciones funcionales entre
atributos criticos de calidad (CQA) y atributos de materiales criticos (CMA), los
cuales son conceptos de los cuales se hablard méas adelante; la identificacion de
CMA de sustancias farmacoldgicas, excipientes, y materiales en proceso, el

desarrollo de estrategias de control de sustancias estupefacientes y excipientes
58

Factores que afectan los SEDDS

Uno de los principales problemas es la falta de métodos apropiados para
determinar la liberacion de drogas de SEDDS in vitro, ya que el proceso es
particularmente problematico. Para la cuantificacion del farmaco en el medio de
liberacion, las gotas aceitosas deben separarse. En la mayoria de los estudios,
esto se logra utilizando una membrana de separacion, como membranas de

dialisis o filtros, que tiene un gran impacto en el perfil de liberacion obtenido®®.

Ademas, como la liberacion del farmaco de SEDDS se basa en un proceso de

difusion simple de una fase liquida lipofilica a una fase liquida acuosa, una forma
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probablemente mas significativa de caracterizar el comportamiento de liberacion

podria ser simplemente la determinacién del coeficiente de distribucion (log D)

del farmaco entre el preconcentrado SEDDS y el medio de liberacion (RM).

Como log D es simplemente la medida de la diferencia en solubilidad de un

compuesto en dos fases, se puede determinar midiendo la solubilidad del

farmaco o complejo farmacoldgico en el preconcentrado SEDDS y en el medio

de liberacion de manera separada. Se discute el impacto del log D en el

comportamiento de liberacion de drogas in vivo, incluidos varios estudios de

casos °°.

2.5 Desarrollo de un método analitico

No existe una guia oficial que indique la secuencia de experimentos analiticos

necesarios para el desarrollo de un método, ya que esto depende del método en si

mismo. No obstante, el desarrollo l6gico de un método analitico transcurre en

diferentes fases .

a)

b)

Caracteristicas de Practicabilidad

Han de evaluarse los pardmetros de practicabilidad del método analitico:
precision exigible, sensibilidad deseable, grado de selectividad, tiempo, costo,
tamafio de la muestra, cualificacion del personal, tipo de equipo e

instrumentacidn, condiciones de seguridad, etc.

Caracteristicas de Idoneidad
La puesta a punto del método analitico incluye desde los primeros estudios de
tanteo con patrones, hasta la utilizacién del método en muestras reales que

garanticen el buen funcionamiento del sistema en el momento del analisis.
Caracteristicas de Fiabilidad

Esta ultima etapa permitird conocer las caracteristicas de fiabilidad del

método para su aplicacion rutinaria. Dichas caracteristicas son las que
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demuestran la capacidad de un método analitico para mantener a lo largo del

tiempo los criterios fundamentales de validacion ©°.
2.6 Procedimiento analitico

Es la forma de realizar el analisis, donde se describe los pasos necesarios detallados
para realizar cada prueba. Dicho procedimiento debe estar completo, conteniendo los
parametros a evaluar, limites y valores obtenidos en cada caso; debe estar actualizado de
forma tal que pueda ser reproducible. Los procedimientos analiticos se clasifican de la

siguiente manera 51,

a) Categoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de los componentes
principales de farmacos, a granel o ingredientes activos (incluyendo conservantes),

en productos farmacéuticos terminados.

b) Categoria Il: Procedimientos analiticos para la determinacion de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacion en productos farmacéuticos
terminados. Estos procedimientos incluyen analisis cuantitativos y pruebas de limite.

c) Categoria Ill: Procedimientos analiticos para la determinacion de las
caracteristicas de desempefio (disolucion, liberacion de farmacos).

d) Categoria 1V: Pruebas de identificacion, el unico parametro exigido en esta

categoria es que el método sea especifico al analito que se desee identificar®:,
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Tabla 3. Parametros requeridos para la validacion

Caracteristicas | Categoria Categoria Il Categoria | Categoria
del desempefio
analitico I il v
Prueba de | Prueba de
limite limite
cuantitativa | cualitativa
Exactitud Si Si * * NO
Precision Si Si NO Si NO
Especificidad Si Si Si * Si
Limite de NO NO Si * NO
deteccion
Limite de NO Si NO * NO
Cuantificacion
Linealidad Si Si NO * NO
Intervalo Si Si * * NO
* No aplica

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia®.
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2.7 Validacién de un método analitico

La validacion es la accion documentada que demuestra que cualquier
procedimiento, proceso o actividad conducira consistentemente a los resultados
esperados. Esto incluye la calificacion de sistemas y equipamiento, es un tema
de considerable interés 2.

Ademas, esta se realiza por medio de un proceso establecido para la obtencién
de pruebas demostrativas de que un método de analisis es lo suficiente fiable y
reproducible para producir el resultado previsto dentro de intervalos definidos;
ademas, proporciona un alto grado de confianza y seguridad del método analitico
y se realiza con caracter obligatorio cuando se desarrolla un nuevo
procedimiento, ya que permite asegurar que el método propuesto hace lo que
tiene que hacer. Es necesario sefialar que los métodos descritos en farmacopeas
u otros textos oficiales se consideran validados, aunque debe aclararse que ellos
se refieren solamente a métodos generales y a materias primas. Estos no precisan
de validacion, aunque deben ser comprobados antes de su utilizacién rutinaria

con la verificacion de la idoneidad en las condiciones de laboratorio 2.

En lo referente a los productos farmacéuticos codificados en la USP, se
consideran validados y el Unico requerimiento es el cumplimiento del test de
adecuacion indicado en cada monografia: en general se inyecta una sustancia
definida y se verifica que la resolucion entre el pico del analito y dicha sustancia
sea superior a cierto valor indicado; ademas se mide y controla la precision,
asimetria del pico y eficiencia y se permite ajustar la fuerza de la fase movil para
cumplir con los requerimientos minimos. Es importante destacar que la validez
de estos métodos es ampliamente discutible. Diferencia entre distintas formas
farmacéuticas, tipos y calidad de las materias primas empleadas por cada
fabricante, hacen necesario validar la metodologia para cada producto en
particular, elaborado o semielaborado 2.
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2.7.1 Parametros estadisticos

Este se basa en un método analitico el cual prevé la necesidad de demostrar que
este se pueda aplicar con resultados satisfactorios, con el fin de crear confianza
en los resultados analiticos reportados por un laboratorio, ademés el método
utilizado debe cumplir ciertos requisitos de calidad, los cuales se determinan
mediante el proceso de validacién con pardmetros estadisticos tales como:
linealidad, exactitud, precision, entre otros, para asi poder determinar si el

farmaco cumple con el desempefio de forma correcta®,

2.7.1.1 Linealidad

La linealidad de un método analitico se define como la capacidad que este tiene
para producir resultados directamente proporcionales a la concentracion de
analito, dentro de un rango dado. Estan descritos los rangos dindmico y lineal
para técnicas analiticas. Usualmente, cuando se cuantifica por interpolacion en
una curva patron, los rangos de trabajo son acotados al rango lineal del método,
definido como el rango de concentraciones para el cual la pendiente es constante
en el intervalo de tolerancia que se defina. Puede ser expresada en términos de
varianza alrededor de la pendiente de la curva de regresion calculada por el
Método de los Minimos Cuadrados (MMC), pero es el calculo del coeficiente de
determinacion de la regresion, r2, el método méas frecuentemente usado en el

chequeo de la linealidad®,

2.7.1.1.1 Coeficiente de correlacion (r)

Ademas de sefialar la direccion de la asociacion lineal entre las variables, el
coeficiente de correlacidn de Pearson es un indicador de la fuerza con que estas
se vinculan. Se ha establecido con suficiencia en la teoria estadistica, que
factores como el tamafio muestral, la falta de linealidad o la variabilidad en las
caracteristicas de interés pueden alterar considerablemente la magnitud de esta

medida®®.
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Se plantea que para que el método se considere lineal, el coeficiente de
correlacion debe ser mayor que 0,999. Sin embargo, consideran que la mejor
forma de indicar la linealidad del método estudiado sera realizar una prueba
estadistica de t (t de Student), en la cual se calculard la correlacion lineal
significativa (tr) a partir de la hipotesis nula de no correlacion entre las
magnitudes estudiadas ("x"y "y")%.

2.7.1.1.2 Pendiente

Conocida también como coeficiente de regresion. Indica la sensibilidad de
calibracién o del método y se expresa en unidades de respuesta sobre unidades
de concentracion o cantidad del analito. La sensibilidad analitica relaciona la
aleatoriedad de la respuesta con la aleatoriedad debida a la variacion de la
concentracion, es inversamente proporcional a la capacidad de detectar pequefias
diferencias en la concentracion del analito, y se obtiene dividiendo la pendiente
de la curva de calibracion por la desviacidn estandar de las respuestas en cada
punto o concentracion. Se considera que, a mayor pendiente, mayor sensibilidad
y que mientras mas pequefio sea el coeficiente de variacion de la pendiente,
mayor serd la linealidad (coeficientes de variacién de la pendiente mayores que
el 5,0 % indican falta de linealidad)®®.

2.7.1.1.3 Intercepto

Es el estimador que se relaciona con la presencia de interferencias o errores
sistematicos. El intervalo de confianza del intercepto debe incluir al cero para
cumplir con el requisito de proporcionalidad (como se exige para el
cumplimiento de la ley de Lambert-Beer en los métodos espectrofotométricos).
Esta se determinara por medio de la prueba de proporcionalidad mediante una

prueba t considerando como hip6tesis nula que el intercepto tiene que ser cero®®.
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2.7.1.2 Precision

La precision de un procedimiento analitico expresa el grado de dispersion entre
una serie de mediciones obtenidas de muestras mdaltiples de la misma muestra
homogénea bajo las condiciones prescritas. Por lo que esta corresponde al grado
en que los puntajes de una medicion se encuentran libres de error de medida en
diferentes momentos del tiempo; teniendo en cuenta esto, los abordajes
estadisticos para evaluacion de la concordancia deben incluir en sus férmulas,
medidas de precision y exactitud para hacer que una prueba diagndéstica pueda
ser considerada vélida. La precision se puede considerar a tres niveles:

repetibilidad, precision intermedia y reproducibilidad®’.

2.7.1.2.1 Precision intermedia

Estudia la variabilidad del método efectuando una serie de andlisis sobre la
misma muestra, pero en condiciones operativas diferentes (diferentes analistas,

aparatos, dias, etc.) y en un mismo laboratorio®.

2.7.1.2.2 Repetibilidad

Es la precision bajo las condiciones de repetibilidad, es decir, condiciones donde
los resultados de analisis independientes se obtienen con el mismo método, en
items de analisis idénticos, en el mismo laboratorio, por el mismo operador
utilizando el mismo equipamiento dentro de intervalos cortos de tiempo. La
repetibilidad puede ser expresada cuantitativamente en términos de la dispersion
caracteristica de los resultados. La misma se define, de acuerdo con el VIM
(Vocabulario Internacional de Metrologia), como la proximidad de concordancia
entre los resultados de mediciones sucesivas del mismo mensurando bajo las

mismas condiciones de medicion®.
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2.7.1.2.3 Repetibilidad instrumental

Este parametro estudia la variabilidad debida unicamente al instrumento y se
determina analizando repetidamente una misma muestra de forma consecutiva

de 6 a 10 veces 8.
2.7.1.2.4 Repetibilidad del método

La repetibilidad del método, en donde se evaluara la variabilidad en la medicion
de una serie de tomas obtenidas a partir de una muestra homogénea, que se
analiza independientemente, desde el principio hasta el final, por el mismo

instrumento y analista %8,

Estadisticamente, el pardmetro de repetibilidad, expresado como precision del
sistema, se caracteriza por tener una prueba de estudio desarrollada en 1899 por
el quimico inglés William Sealey Gosset, la cual es empleada para contrastar la
hipotesis sobre medias en poblaciones pequefias con distribucién normal para
que el estadistico en el que esta basada la inferencia esté normalmente
distribuido, utilizando una estimacién de la desviacién tipica en lugar del valor

real .

Todo lo anterior se determina con unos intervalos de confianza superior e
inferior al 95,0% de confianza para el promedio sucesivo de una serie de
muestras o estandares analizados varias veces, en la cual el objetivo es rechazar
la hipdtesis nula y que el método analitico validado es sensible a una
concentracion de mg/ml especifico con un RSD menor al 2,0% .

2.7.1.3 Exactitud

Corresponde al grado en que una medicién refleja la realidad de un fenémeno,
capacidad de medicion o clasificacion de un método o instrumento para aquello
que originalmente fue propuesto, para hacer que una prueba diagndéstica pueda
ser considerada en su contexto valida. De acuerdo con el Ministerio de Salud de
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Costa Rica (2005), se considera que este parametro puede evaluarse mediante la
comparacion entre métodos (contra un método oficial, validado o
estandarizado), por adicién de un estdndar de referencia, comparando curvas de
regresion lineal de estandar contra placebos enriquecidos o comparando los
resultados de un estandar o material de referencia certificado (Ministerio de
Salud [MINSA] 2005a)°.

La exactitud debe establecerse en todo su intervalo. En el analisis cuantitativo
de impurezas, la exactitud debe evaluarse en muestras (del farmaco o del
producto farmacéutico) a las que se hayan agregado cantidades conocidas de
impurezas, cuando no sea posible obtener muestras de algunas impurezas o
productos de degradacion, los resultados deben compararse con los obtenidos

mediante un procedimiento independiente "°.

2.7.1.4 Reproducibilidad

Estudia la variabilidad de los resultados inter-laboratorio. El objetivo de este
estudio es verificar que el método de analisis proporciona los mismos resultados
en diferentes laboratorios. El coeficiente de variacion en el estudio de la
reproducibilidad debe ser igual o mayor que el obtenido en el estudio de
repetibilidad para la misma cantidad o concentracion debido a la mayor fuente

de error que existe en la reproducibilidad 8.

2.7.1.5 Limite de deteccion y cuantificacion
La determinacion de los limites de deteccion y cuantificacion de un instrumento
requiere realizar una serie de medidas del blanco para conocer la respuesta

instrumental cuando no hay analito en la muestra. Sin embargo, la recta de

calibracion ya contiene esta informacion que, aunque no es tan precisa, puede
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ser suficiente para utilizarla en la practica sin tener que realizar medidas
repetidas del blanco ™.

El limite de deteccion (LD) es la minima concentracion detectable de manera
confiable por la técnica. Para la determinacion de dicho parametro se ha
calculado en funcion de la desviacion estandar de la concentracion predicha para
una muestra en blanco (So). Se considera que el limite de deteccion es la
cantidad de concentracion de analito que proporciona una sefial igual a la sefial
del blanco, yB, mas dos veces la desviacion estandar del blanco, sB.%

Mientras que el limite de cuantificacion (LOQ) es la concentracion mas baja del
analito que puede ser determinada con un nivel aceptable de precision de
receptibilidad y veracidad. También se define por diversas convenciones, como
la concentracion del analito correspondiente al valor del blanco de muestra mas
5, 6 0 10 desviaciones estandar de la media del blanco. Algunas veces también

se conoce como “limite de determinacion”’L.

2.7.1.5.1 El Rango Dinamico Lineal (RDL)

Fue establecida como el intervalo de concentraciones que comprende entre el
limite de cuantificacion de los métodos y el limite superior del intervalo de

concentraciones en el que se ha aplicado a los métodos estudiados .

2.7.1.6 Especificidad

El analisis de la selectividad de un método se investiga mediante el estudio de
su capacidad para medir el analito de interés en porciones de prueba a las cuales
deliberadamente se han introducido interferencias especificas (aquellas que se
cree probablemente estén presentes en las muestras). Si no se esta seguro de que
las interferencias estan presentes, la selectividad de un método se puede
investigar estudiando su capacidad de medir el analito comparado con otros

métodos o técnicas independientes .
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Aunque, la prueba de especificidad puede disefiarse de distintas maneras para
procedimientos analiticos categoria | y Ill, se implementa la comparacion del
comportamiento de la matriz con respecto al comportamiento del estandar,
cuando se cuente con disponibilidad de la matriz. Para esta prueba en particular,
se esperaria que en la matriz (o blanco) no exista ninguna sefial que interfiera

con la longitud de onda en la que se cuantifica el analito en el ensayo respectivo
68

Para las pruebas gue se indican a continuacién, la definicion anterior tiene las
siguientes implicancias: pruebas de identificacion que garantizan la identidad
del analito, pruebas de pureza que garantizan que todos los procedimientos
analiticos efectuados permiten declarar con exactitud el contenido de impurezas
de un analito (por ejemplo, prueba de sustancias relacionadas, limite de metales
pesados, impurezas organicas volatiles) y valoraciones que proporcionan un
resultado exacto, que permite una declaracién exacta del contenido o potencia
del analito en una muestra. La importancia de este requisito de validacion es
demostrar la ausencia de interferencia con referencia al estandar y/o interferencia

menor al 2% ©°.

2.7.1.7 Idoneidad del sistema

El test de idoneidad del sistema (system suitability test) consiste en un
conjunto de ensayos que permitan comprobar en el momento de la utilizacion
del método, que el sistema (analista, reactivos e instrumentos) es adecuado
para llevar acabo la determinacion para la que se ha establecido y validado
dicho método. Por lo tanto, la prueba de idoneidad del sistema se ha de
entender como parte integrante del procedimiento de analisis y requisito

previo a su realizacion 72,

51



2.7.1.8 Sensibilidad analitica

La sensibilidad de un método analitico o sensibilidad de la calibracion mide la
relacién entre la sefial instrumental y la concentracion del analito, y viene dada
por la pendiente de la recta de calibracion.®

Es una caracteristica del método que depende solo del proceso de medida. Asi
definida, la sensibilidad no es otra cosa que el factor de respuesta, o lo que es lo
mismo, el cociente entre la variacion de sefial asociada a un determinado analito
y la variacion de su concentracién o cantidad. Sin embargo, cuando se presentan
las caracteristicas de un método analitico en publicaciones académicas y
cientificas se opta normalmente por usar el limite de deteccion. Pocos autores

hablan de sensibilidad dando el valor de la pendiente de calibracion ™.

2.7.1.9 Coeficiente de variacion

El concepto de variacion indica que no existen dos productos o caracteristicas
gue sean exactamente iguales, debido a la existencia de fuentes de variabilidad.
Desde el punto de vista de requerimientos minimos, el asunto de la variacion a
menudo es simplificado, ya que las partes dentro de las tolerancias de
especificacion son aceptables, partes fuera de especificaciones son no
aceptables. Desde el punto de vista estadistico, se utiliza para comparar la
dispersion (variacion) de conjuntos de datos de medidas diferentes o con medias

aritméticas diferentes’®.

2.7.2 Tipos de Validacion

2.7.2.1 Validacion Prospectiva

Es la que se realiza sobre un proceso antes de que sea implementado, el cual
puede darse para la fabricacion de nuevos productos, cuando hay cambios
fundamentales en un proceso o cuando Se incorpora un equipo o sistema para

uso "4,
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2.7.2.2 Validacion Retrospectiva

Es la que se realiza sobre el analisis de ensayos ya elaborados, en la cual se
revisa y analiza con métodos estadisticos los parametros fisicos y los
resultados analiticos de por lo menos 10 a 30 consecutivos, no debiendo
existir cambios en la formulacién, modificaciones sustanciales de equipo o

instalaciones, ni cambios en el método de ensayo 4.

2.7.2.3 Validacion Simultanea

Es la que se produce cuando es imposible completar la validacidn antes de la
puesta en el mercado del producto farmacéutico. Se da si s6lo se ha producido
un limitado numero de lotes o si los lotes no se producen frecuentemente o tal
vez si la fabricacion se ha producido con modificaciones y las pruebas

demuestran que los parametros estén conformes .

2.7.2.4 Revalidacion

Se realiza cuando un método validado ha sido modificado en alguno de los
pasos del procedimiento establecido, o se ha variado alguno de los
instrumentos, reactivo o material empleado originalmente, y se realiza en

periodos establecidos 2.

2.7.3 ¢Dobnde se aplica una validacion?

Las actividades relacionadas con la verificacion y validacion de métodos
analiticos han cobrado gran importancia, debido, por un lado, al continuo
desarrollo y actualizacion de técnicas y equipos analiticos cada vez mas
complejos y, por otro lado, al interés de los profesionales en garantizar la calidad

de sus procesos y resultados ’®. La validacion se aplica de:
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e De analista a analista

e De laboratorio a laboratorio

e De instrumento a instrumento
e De reactivos

e Inestabilidad de los reactivos analiticos

2.7.3.1 Términos relacionados a la validacion de técnicas analiticas

Es importante mencionar que los laboratorios farmacéuticos deben contar con
sistemas que garanticen la calidad de los productos que fabrican, algunas de

estas medidas y términos relacionados a ellas se describen a continuacion:

2.7.3.1.1 Sistema de calidad

Se entiende por sistema de calidad el conjunto de actividades del laboratorio
dirigidas a la produccion de un trabajo de precision y productos de alta calidad.
Un laboratorio de andlisis debe tener como uno de sus propoésitos principales la
produccion de datos analiticos de alta calidad por medio del uso de mediciones
analiticas que sean precisas, confiables y adecuadas para tal fin. Este propdsito
puede alcanzarse de una manera eficaz si se cuenta con un sistema planificado y
documentado de la calidad de las actividades, la gerencia del laboratorio debe
asegurar que sus politicas, sistemas, programas, procedimientos e instrucciones
se describan con la extension necesaria para que permita al laboratorio garantizar
la calidad de los resultados que genera. Para alcanzar este nivel de distincion
(que el laboratorio necesita para poder acreditarse y asi obtener contratos de
analisis), el laboratorio necesitara operar bajo un sistema de garantia de calidad

que incluya una extensa documentacion de sus actividades ’’.
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2.7.3.1.2 Garantia de la calidad

Es el conjunto de medidas que se adoptan para asegurar que los productos
farmacéuticos sean de la calidad requerida para el uso al que estan destinados.
Por lo tanto, la garantia de calidad incorpora las BPM y otros conceptos,
incluyendo aquellos que van mas alla del alcance de estos lineamientos, tales
como el disefio y el desarrollo del producto.

El sistema de garantia de la calidad que es apropiado para la fabricacion de
productos farmacéuticos debe asegurar’®,

* Que los productos farmacéuticos estén disefiados y elaborados de tal forma
que se tengan en cuenta los requisitos de las BPM y otros codigos relacionados,
tales como la Buena Practica de laboratorio (BPL) y la Buena Préctica clinica
(BPC), incluyendo el disefio y el desarrollo del producto.

* Que las operaciones de produccion y control estén claramente especificadas
por escrito, y que se adapten a los requisitos de las BPM.

* Que las responsabilidades administrativas estén claramente especificadas en
las descripciones de trabajo.

* Que se tomen las medidas necesarias para la fabricacion, suministro y uso de

materias primas y materiales de empaque adecuados.

2.7.3.1.3 Control de calidad

Conjunto de procedimientos, técnicos y actividades operativas, destinados a
medir, confrontar y verificar que un producto cumpla con las caracteristicas y
especificaciones planificadas. El control de calidad es parte de las BPM y
comprende el muestreo, especificaciones y ensayos, como también a los
procedimientos de organizacion, documentacion y autorizacion que aseguren
gue los ensayos necesarios y pertinentes realmente se efectlen, y que no se
permita liberacion de materiales, ni se autorice la venta o suministro de los

productos, hasta que su calidad haya sido aprobada como satisfactoria, el control
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de calidad no se limita a las operaciones de laboratorio, sino que debe estar

presente en todas las decisiones concernientes a la calidad del producto™.

2.7.3.1.4 Buenas practicas de manufactura (BPM)

Son, en general, un conjunto de normas que cada laboratorio farmacéutico debe
poner en practica con el fin de asegurar la calidad de los productos que fabrique,
debiendo para ello tomar todas las medidas oportunas para garantizar que los
medicamentos posean la calidad necesaria segin el uso al que se destine’®.

Este conjunto de medidas es muy amplio, abarcando las normas que deben
afectar al personal, locales, maquinarias, instalaciones, materias primas,
producto terminado, fabricacion, control de calidad, documentacion vy
expedicion de las especialidades, la normativa establece que todas las
operaciones, proceso, métodos o técnicas, deben estar reguladas o escritas y
deben ser cumplidas y supervisadas .

Las buenas préacticas de manufactura constituyen el factor que asegura que los
productos se fabriquen en forma uniforme y controlada, de acuerdo con las
normas de calidad adecuadas al uso que se pretende dar a los productos, y

conforme los requerimientos del registro sanitario ”°.

2.7.3.2 Farmacopea

Esta abarca la presencia de métodos analiticos, los cuales se utilizan para la
identificacion y cuantificacion de compuestos, farmacoldgicamente activos,
en los diferentes ensayos propuestos en la valoracion de muy diversas
moléculas o en la identificacion de impurezas; en definitiva, en cada una de
las partes que conforman la monografia de una sustancia o producto surgen
variadas técnicas instrumentales de analisis, estos se denominan Métodos
Fisicos y Fisicoquimicos, y en el que se agrupan la mayor parte de métodos
instrumentales de analisis, se observa una gran disparidad, tanto en el

tratamiento de los métodos como en la propia presencia de alguno de ellos.
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Ademas, en este estudio, se comparan los métodos de la Farmacopea Europea
con otros empleados en farmacopeas de paises relevantes, tales como Estados
Unidos, Japén y México 8L,

2.8 Importancia de validar métodos analiticos

La validacion de un método de analisis permite garantizar que el resultado
obtenido sea lo mas cercano posible al valor de referencia real de una muestra.
Todos los métodos que sean utilizados en un laboratorio de anélisis deben ser
evaluados y sometidos a pruebas para asegurarse que proporcionan resultados
validos y confiables, es decir, tienen que ser validados y verificados. Por lo que
es importante que el método que se desea estandarizar sea compatible con las
condiciones del laboratorio de trabajo, ademéas de ser documentado y permitir
que todos los analistas reciban la capacitacion adecuada acerca del uso del
método ya validado; de igual forma, resulta indispensable atender a las

condiciones recomendadas por el fabricante .

Ademas, la validacion de un método es un requisito importante en la practica del
analisis quimico ya que este es un proceso basado en establecer las
caracteristicas de desempefio y limitaciones del método y la identificacion de los
aspectos influyentes que puedan cambiar estas caracteristicas, asi como hasta
qué punto se puede cambiar. Por otro lado, es un proceso basado en la
confirmacion del desempefio o de que el mismo es consistente con los
requerimientos de su aplicacion. Por lo que en los laboratorios su personal tiene
una clara responsabilidad, la confianza de los pacientes, proporcionando la
respuesta correcta a la parte analitica del problema en otras palabras debe
demostrarse que los resultados son adecuados para el propdsito para esto sera
suficiente que cualquier decision que se tome basada en el sea confiable. De
manera que, el desempefio del método debe ser valido, y de igual manera, debera

estimarse la incertidumbre del resultado y analizar las muestras adecuadas .
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2.9 Guias de validacion en Costa Rica

29.1

Las guias se centran en la validacion de métodos cuantitativos. Sin embargo,
algunos de los principios descritos en ella son aplicables también para
determinar la presencia de uno o mas analitos en los métodos cualitativos.
Adicionalmente, estas guias evitan hacer hincapié en el uso de la estadistica,
aunque es indudable que el conocimiento practico de estadistica elemental
facilita la comprension y aplicacion del proceso de validacion. Por otro lado, la
comprension de la validacion de métodos por los analistas se ve frenada porque
los términos metroldgicos y técnicos utilizados para describir los procesos de
evaluacion de meétodos varian en los diferentes sectores de las mediciones
analiticas. Estas guias no dicen cuando un término se usa correcta o

incorrectamente, pero si proporcionan alguna aclaracion &,

Guia de EMA

La Agencia Europea de Medicamentos (conocida por sus siglas EMA) garantiza
la evaluacion cientifica, la supervisién y el seguimiento de la seguridad de los
medicamentos de uso humano y veterinario en la Unién Europea. A su vez los
principales cometidos de la Agencia consisten en la autorizacion y el
seguimiento de los medicamentos en la UE. Por lo que para poder comercializar
sus productos, las empresas deben solicitar la autorizacion de cada uno de ellos,
que es emitida, en su caso, por la Comision Europea. Ademas, la autorizacion
les permite comercializar el medicamento en cuestion en toda la UE y el Espacio
Econémico Europeo (EEE). Dado el amplio alcance del procedimiento
centralizado, la mayoria de los medicamentos verdaderamente innovadores que
se comercializan en Europa son autorizados por la EMA 84,
Para ello la Agencia debe cumplir sus cometidos, los cuales abarcan:

e Facilidad en el desarrollo de los medicamentos y su acceso a ellos

evaluando las solicitudes de autorizaciones de comercializacion.
e Haciendo el seguimiento de la seguridad de los medicamentos a lo largo

de todo su ciclo de vida.
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2.9.2

2.9.3

e Y, finalmente, proporcionando informacion a los profesionales sanitarios

y a los pacientes 6,

Guia FDA

En esta guia nos centramos en las formas de dosificacion de liberacion inmediata
(IR) y tiene el proposito de proveer recomendaciones generales para las pruebas
de disolucion; ademas, establece enfoques sobre especificaciones de disolucion
relacionadas con las caracteristicas biofarmacéuticas de la sustancia medicinal y
métodos estadisticos para comparar los perfiles de disolucion. A su vez, es un
proceso para ayudar a determinar cuando las pruebas de disolucién bastan para
otorgar una exencion de un estudio de bioequivalencia in vivo. Por otro lado,
este documento también provee recomendaciones para pruebas de disolucién
para ayudar a asegurar calidad y rendimiento continuos del producto medicinal
después de ciertos cambios de fabricacion posteriores a la aprobacion.”

Se provee informacion sumaria sobre la metodologia de disolucidn, los aparatos
y las condiciones operativas para las pruebas de disolucion de productos de IR
en forma resumida en el Apéndice A. Principalmente esta guia tiene el proposito
de complementar la guia de SUPAC-IR para la industria: formas de dosificacion
oral sélidas de liberacion inmediata; aumentos en escala y cambios posteriores
a la aprobacion: quimica, fabricacion y controles, pruebas de disolucion in vitro
y documentacion de bioequivalencia in vivo, con referencia especifica a la

generacion de perfiles de disolucion con fines comparativos &

Guia MINSA

Esta guia define los lineamientos generales para los estudios de perfiles de
disolucién comparativos aportados durante el proceso de inscripcion,
renovacion, o bien, cambios post registro que lo requieran. Ademas de establecer
las condiciones experimentales estandar para los estudios de perfiles de

disolucién comparativos, como parte de los requisitos de la normativa en materia
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de equivalencia terapéutica. Por otro lado, establece aspectos metodologicos y
criterios estadisticos estandarizados para el anélisis de los datos experimentales
de los estudios de perfiles de disolucion comparativos. Y, finalmente, detalla los
lineamientos para la presentacion de los resultados de los estudios de perfiles de
disolucién comparativos como respaldo para demostrar la similitud de la

disolucion de los medicamentos 2.
2.10 Condiciones de operacion del cromatdgrafo liquido de alta resolucion

Se debe contar con ciertas condiciones para emplear el cromatografo, ya que la
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) se basa en una técnica utilizada para
separar los componentes presentes en una mezcla; esta consiste en una fase
estacionaria y una fase movil. La fase movil es la que va a actuar de portador de la
muestra; ademas, esta continda siendo una técnica eficaz para disolver
adecuadamente mezclas de compuestos naturales o sintéticos, con fines de

identificacion y cuantificacion &7.

2.10.1 Filtracién

Mediante las operaciones de filtracion se separan sélidos y liquidos. Los filtros
cuentan con distintos disefios y caracteristicas, variando el confinamiento y el
control de liquidos y vapores. Es por ello por lo que cuando se utilizan filtros
abiertos para materiales peligrosos, los trabajadores pueden estar expuestos a
liquidos, solidos humedos, vapores y aerosoles durante las operaciones de carga
y descarga. Se puede utilizar equipo cerrado de procesado para filtrar materiales
altamente peligrosos, reducir las emisiones de vapor y prevenir las exposiciones.
Y la filtracion se debe realizar en areas con control de vertidos y buena dilucién
y VAL, y se pueden eliminar los vapores de disolventes volatiles mediante
salidas en los equipos cerrados, controlados mediante dispositivos de emision de

aire (condensadores, purificadores, adsorbentes)®?.
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2.10.2 Aspectos que se deben tomar en cuenta para la validacion analitica por

medio de cromatografia de alta resolucion HPLC

2.10.21 Curva de calibracion

Es la representacion gréfica bidimensional, que demuestra la variacion de la
sefial analitica con la concentracidn del analito. Esta ultima se obtiene al graficar
el valor obtenido de la sefial analitica (valor absoluto, altura, area, etc.) versus

las concentraciones de los estandares de referencia respectivos °*.

2.10.2.2 Sensibilidad

Es la propiedad analitica que se define como la capacidad de un método para
discriminar entre concentraciones (cantidades) semejantes de analito. La
sensibilidad de un método analitico corresponde a la pendiente de la curva de
calibracion, algunas veces se expresa informando la razon entre el valor de la

sefial obtenida a una concentracion dada de estandar.>*

2.10.2.3 Intervalo

El intervalo de un procedimiento analitico es la amplitud entre las
concentraciones inferior y superior del analito, en la cual se puede determinar al
analito con un nivel adecuado de precision, exactitud y linealidad utilizando el
procedimiento segin se describe por escrito. Se expresa normalmente en las
mismas unidades que los resultados de la prueba (porcentaje, partes por millon)

obtenidos mediante el procedimiento analitico 5.

2.10.2.4 Especificacion

Se entiende como una lista de requisitos detallados (criterios de aceptacion para
los procedimientos de ensayo establecidos) con los que sustancia o producto

farmacéutico tiene que cumplir para asegurar una calidad adecuada.>* Los
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criterios de aceptacion tienen limites numericos, rangos u otros criterios para los
ensayos descritos. La Digemid establece que el conjunto de criterios con los
cuales los ingredientes farmacéuticos activos (IFAS), excipientes, producto
terminado y material de empaque deben tener conformidad para ser considerado
aceptable para su uso previsto. Son estandares de calidad que son propuestas
justificadas por el fabricante y aprobadas por la Autoridad Nacional de
Productos Farmacéuticos, Dispositivos Médicos y Productos Sanitarios 5.

2.10.2.5 Aptitud del sistema

También conocida como idoneidad del sistema, si las mediciones son
susceptibles a variaciones en las condiciones analiticas, estas deben controlarse
adecuadamente o debe incluirse una advertencia en el procedimiento. Una
consecuencia de la evaluacion de la tolerancia y la robustez deberia ser que se
establezca una serie de pardmetros de aptitud del sistema para asegurar que la
validez del procedimiento analitico se mantiene cada vez que se usa. Variaciones
tipicas son la estabilidad de soluciones analiticas, diferentes equipos y diferentes

analistas 6.

En la cromatografia de liquidos, las variaciones habituales son el pH de la fase
movil, la composicion de la fase mavil, diferentes lotes o proveedores de
columnas, la temperatura y la velocidad de flujo. En el caso de cromatografia de
gases, son variaciones tipicas los diferentes lotes o proveedores de columnas, la
temperatura y la velocidad de flujo. Las pruebas de aptitud del sistema se basan
en el concepto de que el equipo, el sistema electronico, las operaciones analiticas
y las muestras a analizar constituyen un sistema integral que puede evaluarse
como tal. Los parametros de prueba de la aptitud del sistema que deben
establecerse para un procedimiento especifico dependen del tipo de
procedimiento que se esta evaluando y son especialmente importantes en el caso

de procedimientos cromatogréaficos .
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2.10.3 Calibracion de equipos

Los instrumentos de medida deben aportar datos fiables; la calibracion de los
instrumentos de control se establece frente a estandares oficiales o de caracter
privado de solvencia reconocida. Los datos de calibracion deben reflejar la
precision y exactitud del aparato de medida, incluyendo, ademas, los factores de

correccién adecuados °.
2.10.3.1 Calibracién del equipo HPLC

Para la verificacion del equipo HPLC, se debe evaluar cada mddulo que
compone el aparato. Ademas, los instrumentos de medida deben aportar datos
fiables, la calibracion de los instrumentos de control se establece frente a
estandares oficiales o de caracter privado de solvencia reconocida. Los datos de
calibracion deben reflejar la precision y exactitud del aparato de medida,

incluyendo ademas los factores de correccion adecuados .

El objetivo es verificar que el equipo cumple con las especificaciones del
fabricante, por lo que es adecuado su uso para realizar analisis de metodologias

en los laboratorios de control de calidad ..
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Médulo

Bomba

Inyector

Horno

Detector

Columna

Tabla 4. Pardmetros para evaluar en un Sistema HPLC

Parametro

Reproducibilidad de flujo

Reproducibilidad Residuo de muestra

Reproducibilidad de T°

Ruido
Energia de lampara
Relacion sefial/ruido
Precision de longitud de onda

Linealidad

Forma de pico,
Asimetria de pico,
TR, resolucion,

platos tedricos.

Importante para

Reproducibilidad
Transferencia del método

Precision de resultados
Exactitud de precision de
resultados

Forma de pico

Sensibilidad
Sensibilidad
Sensibilidad
Sensibilidad
Transferencia de datos

Precision de resultados

Proceso de datos,

identificacion,

reproducibilidad.

Fuente: Elaboracion propia con base en la referencia %,
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2.10.4 Componentes del Sistema Cromatografico

2.104.1 Fase estacionaria

Las fases estacionarias m&s comunmente usadas son la silice modificada o las
microperlas de polimero. Las microperlas se modifican agregando
hidrocarburos de cadena larga. El tipo de relleno especifico necesario para
completar un analisis se indica mediante la designacion “L” en la monografia
individual de la sustancia a analizar. A menudo, el tamafio de las microperlas

también se describe en la monografia .

2.10.4.2 Columna cromatografica

La columna es el elemento fundamental de un cromatografo de liquido, puesto
que es en ella donde tiene lugar la separacion; por lo tanto, resulta fundamental
una correcta eleccién de la columna adecuada para cada separacion, ya que con
una columna inadecuada o de mala calidad, no se obtendran resultados, aunque
se disponga del mejor instrumental. El término columna incluye columnas de
acero inoxidable con recubrimiento interno y poliméricas, rellenas con una fase
estacionaria. La longitud y el didmetro interno de la columna afectan la
separacién y, por lo tanto, las dimensiones tipicas de la columna se incluyen en

la monografia individual de cada sustancia®® 1,

2.10.4.3 Fase movil

La fase movil es un disolvente o mezcla de disolventes, segin se defina en la
monografia individual de cada sustancia. Los componentes de la fase movil se
filtran generalmente para eliminar particulas mayores de 0,45 um. Las fases
moviles de componentes multiples se preparan midiendo y mezclando los
volimenes requeridos de los componentes individuales, los disolventes se

desgasifican normalmente antes de bombear burbujeando con helio, sonicacién
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o utilizando médulos de membrana al vacio para evitar la creacion de burbujas

de gas en la celda del detector 8.

2.10.4.4 Aparato

Una instalacion de cromatdgrafo de liquidos HPLC esta compuesta de varias
unidades especializadas las cuales pueden ser encontradas como entidades
separadas o ser integradas dentro de un marco de trabajo comun. Un sistema de
tuberias de didmetros internos muy pequefios (0.1 mm) asegura la circulacion de
la fase movil entre los modulos. Estos tubos de transferencia estan hechos de
acero inoxidable o de PEEK (Polyether-etherketone), un polimero coloreado y

flexible, capaz de resistir los solventes comunes bajo presiones altas .

Un cromatédgrafo de liquidos o equipo HPLC consta de una serie de partes
instrumentales necesarias para su funcionamiento, segln se observa en la Figura
3, las cuales son necesarias para obtener los resultados de un analisis de

identificacion, deteccion y cuantificacion segin se requiera °*.
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Figura 3. Esquema de un cromatografo de liquidos

Inyactor
Columna

| T
000 iid 000

e
Bomba Detector Colector de fracciones

= D
Interfase A/D
Computadora
Personal

Fuente: Figura extraida del articulo .

Un sistema modular permite a los usuarios adaptar la instalacion de acuerdo con
las aplicaciones que seran llevadas a cabo. El ensamble vertical de los diferentes
modulos permite una economia de espacio. Aqui el Cromatografo, comprende
una columna controlada termostaticamente para mejorar la reproducibilidad de

las separaciones 3.
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2.10.5 Problemas méas comunes encontrados en HPLC

2.105.1 Presion Alta Posible causa

Usualmente ocurre por obstruccion de la Columna de HPLC o Guarda
Columna por particulas. Este se puede solucionar invirtiendo la columnay se
enjuaga con solvente, teniendo la columna desconectada del detector. Si esto
no funciona se reemplaza el fritado a la entrada de la columna. Y si la presion
sigue alta se reemplaza la columna, como solucién a largo plazo: se debe
asegurar que todas las fases mdviles se filtren apropiadamente antes que
entren a la bomba de HPLC. También filtrar todas las muestras antes de

inyectarlas %4,

2.105.2 Pérdida de la Resolucion

Esta se da por la obstruccién de la Columna de HPLC 6 del Guarda Columna
por particulas, por lo que se debe ver la seccion de presion alta y como
solucion a largo plazo se debe filtrar todo antes que se introduzcan las fases

moviles en el sistema de HPLC 1%4,

2.105.3 Picos Hendidos

Una posible causa es también la obstruccién de la Columna de HPLC o del
Guarda Columna por particulas, para mejorar se debe dar marcha atras a la
columnaroja con presién baja que se encuentra al lado de abrir. Si es necesario
reemplazar el filtro de la entrada a la columna. Como solucion a largo plazo:
es necesario filtrar todo antes que se introduzcan las fases mdviles en el
sistema de HPLC %4,
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2.105.4 Variacion en los Tiempos de Retencion

Se puede dar por el atrapado en la bomba debido a gases disueltos en fase
movil. Por lo que hay que asegurarse que la fase movil este apropiada y

adecuadamente desgasificada 1%,

2.10.5.5 Variaciones de la Linea Base

Generalmente ocurre por burbujas del aire atrapados en la celda del detector
debido a una mala desgasificacion de los solventes de la fase movil, como
soluciéon al problema se asegura que todas las fases moviles estén
debidamente desgasificadas y considerar el uso de un restrictor de la presion

a toma de corriente del detector 14,

2.10.6 Parametros cromatogréaficos para técnicas propias

Un método preliminar debe optimizarse para mejorar al maximo la separacion
cromatografica. La calidad de un cromatograma puede ser juzgada de manera
visual; sin embargo, la evaluacién cuantitativa de la calidad de separacion es
indudablemente menos subjetiva y permite aplicar evaluaciones globales y

disefios de optimizacion 1%,
2.10.6.1 Coeficiente de variacion (CV)
El coeficiente de variacion es la desviacion estandar dividida por la media.

También es conocida como desviacion estandar relativa (RSD). El coeficiente

de variacion se expresa en porcentaje .
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2.10.6.2 NuUmero de platos tedricos

Es una medida de la eficacia del sistema cromatografico que expresa el niUmero
de picos que pueden aparecer en el cromatograma por unidad de tiempo; mide

la capacidad del sistema de proporcionar bandas de elucion estrechas 2.

2.10.6.3 Factor de asimetria o factor de cola

Es una medida de la asimetria de la sefial generada por el analito, las sefiales
simétricas son preferibles porque minimizan las imprecisiones en la deteccion
del inicio y el final del pico por parte de los sistemas de integracion. Por lo

tanto, permiten una mejor y mas precisa cuantificacion del area bajo la curva
61

2.10.7 Regente farmacéutico a cargo de la validacion

Este profesional cuenta con muchas funciones en cuanto a medicamentos y su
principal funcion es proporcionar medicamentos a la poblacion que prevengan o
combaten distintas afecciones patologicas. Como resultado, a lo largo de su
historia, ha ejercido el papel de cientifico, investigador, sanitarista y empresario.
De igual forma, otras investigaciones han examinado las aportaciones de este
gremio a la salubridad nacional. Sin embargo, una caracteristica poco estudiada
es la faceta del farmacéutico como fabricante por el desarrollo de una industria
farmacéutica local. Actualmente, la industria farmacéutica es una de las ramas

productivas mas importantes que participa activamente en la economia nacional
93

De este modo, el laboratorio y su personal tienen una clara responsabilidad de
corresponder a la confianza proporcionando la respuesta correcta a la parte
analitica del problema y proporcionando resultados que han demostrado ser

adecuados a su proposito. Esto lleva implicito que las pruebas realizadas son
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2.10.8

apropiadas para la parte analitica del problema que el cliente desea resolver y
que el informe final presenta los datos analiticos de tal manera que el cliente
pueda entenderlos facilmente y sacar conclusiones apropiadas. La validacion del

método permite a los quimicos demostrar que el método es adecuado 1%

Para que un resultado analitico concuerde con el prop6sito requerido, el
desempefio del método debe validarse y debe estimarse la incertidumbre del
resultado a un nivel de confianza dado. La incertidumbre debera ser evaluada y
establecida de una forma que sea ampliamente reconocida, consistente de forma
interna y facil de interpretar. La mayor parte de la informacion requerida para

evaluarla se puede obtener durante la validacion del método 1%°.

Importancia del ensayo de disolucion

El ensayo de disolucion permite conocer la cantidad real de droga que se libera
en un medio, por lo que es un ensayo que debe establecerse durante el proceso
de desarrollo de las formas sélidas y mantenerse como parte del control de la
calidad y estudio de estabilidad del medicamento. Es por ello que, durante el
desarrollo de una metodologia para ensayo de disolucién, el medio de
disolucién, el aparato y la velocidad de agitacion deben ser evaluadas como
parametros necesarios para garantizar un ensayo que cumpla los requisitos
establecidos para el buen funcionamiento del mismo %,

Ademas, el medio de disolucién es uno de los aspectos mas importantes, pues
este debe garantizar la solubilidad y recuperacion de droga. Por otro lado, la
velocidad de agitacion también tiene un rol importante, pues esta debe garantizar
un flujo adecuado que permita que la disolucion sea gradual y no demasiado
rapida. Se plantea que un perfil de disolucion que presente los tres primeros

puntos por debajo del 85 % de droga liberada es el ideal %,
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2.10.9 Criterios de aceptacion

Son las caracteristicas que se van a evaluar y van a depender del tipo del ensayo.
Los criterios de aceptacion indicados en una monografia de la farmacopea
contemplan: el error analitico, las inevitables variaciones en los procesos de

fabricacion y las desviaciones aceptables en las condiciones de almacenamiento
95
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CAPITULO III

MARCO METODOLOGICO
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3.1 Tipo de investigacion

La presente investigacion es de tipo experimental, ya que es un estudio en el que se
manipulan intencionalmente una o mas variables independientes (supuestas causas-
antecedentes), para analizar asi las consecuencias que la manipulacion tiene sobre una 0 mas
variables. Ademés, comprende un alcance exploratorio ya que esta se realiza cuando la
investigacion tiene como objetivo examinar un tema que no se ha abordado antes, aunado a
que se desea plantear nuevas perspectivas, tal como el caso de las capsulas de itraconazol
nanoemulsificables. Asimismo, esta posee un enfoque cuantitativo experimental debido a
que se fundamenta en un esquema deductivo y logico que busca formular preguntas de
investigacion e hipotesis para posteriormente probarlas.®’

3.2 Fuentes de informacion

Pasa sustentar esta investigacion, se utilizaron articulos cientificos y tesis validadas
basadas en estudios sobre formas farmacéuticas de itraconazol, farmacologia de itraconazol,
propiedades fisicoquimicas de itraconazol, la biodisponibilidad de un farmaco, sistemas
autoemulsifcables, parametros estadisticos y validacion de métodos analiticos; estos fueron
tomados de bases de datos tales como: Pubmed, Scielo, Google académico, Redalyc y

Elsevier.
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3.3 Criterios de busqueda

Tabla 5. Criterios de busqueda

Objetivo Descriptores Motores  de | Periodo Idioma
buasqueda de
estudio
Optimizar las condiciones | Condiciones de | Google 2017- Espafiol/
de operacion del | operacion del | académico, 2022 Inglés
cromatégrafo liquido de | HPLC. Scielo,
alta resolucion para la Pubmed,
evaluacion del desempefio Elsevier,
de las capsulas de Redalyc
itraconazol con un sistema Google 2017- Espafiol/
autoemulsificable. Biodisponibilida | académico, 2022 Inglés
d de itraconazol. | Scielo,
Pubmed,
Elsevier,
Redalyc
Sistema Google 2017- Espafiol/
Autoemulsificabl | académico, 2022 Inglés
e. Scielo,
Pubmed,
Elsevier,
Redalyc
Validar la metodologia | Validacion  de | Google 2017- Espafiol/
para la evaluacion del | métodos academico, 2022 Inglés
desempefio de las capsulas | analiticos. Scielo,
de itraconazol con un Pubmed,
sistema autoemulsificable Elsevier,
por medio de los siguientes Redalyc
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pardmetros  estadisticos: | Pardmetros
linealidad, precision, | estadisticos.
exactitud, especificidad,

limite de deteccion y limite

de cuantificacion.

2017-
2022

Google Espafiol/

acadéemico, Inglés
Scielo,

Pubmed,
Elsevier,

Redalyc

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

3.4 Criterios de inclusién y exclusién

Tabla 6. Criterios de inclusion y exclusion para la seleccion de articulos

Criterios de inclusién

Criterios de exclusién

Articulos sobre validacion de métodos

analiticos por medio de HPLC.

Articulos sobre validacion de un método por

espectrofotometria.

Articulos sobre pardmetros estadisticos:

linealidad, precision, exactitud,
especificidad, limite de deteccion y limite

de cuantificacién.

Articulos sobre estadistica aplicada a otros

campos que no son de Salud.

Articulos sobre itraconazol propiedades

fisicoquimicas y farmacoterapéuticas.

Articulos sobre resistencia de itraconazol.

Articulos sobre sistemas

autoemulsificables.

Articulos sobre estudios de dispersiones de

un sistema.

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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3.5 Analisis de la informacién

Busqueda en:

Google académico, Scielo, Elsevier, Pubmed, Redalyc

Descriptores:

Validacion de métodos analiticos, Farmacologia
itraconazol, Biodisponibilidad, fisicoquimica
itraconazol, sistemas nanoemulsificables.

Google
Académico:
140 articulos

Scielo: Elsevier: Pubmed:
4 articulos 257 articulos 36 articulos

Redalyc:
98 articulos

Total de articulos: 535

|

'

Numero de articulos tras eliminar duplicados:

328

Articulos eliminados por duplicidad:
207

Articulos eliminados por resumen:

!

Numero de articulos después de leer resumen:

105

102

!

Numero de articulos de texto evaluados para su elegibilidad:

47

Articulos eliminados por contenido:
58

!

Articulos seleccionados e incluidos
después de aplicar criterios de inclusion
y exclusion:

18

Articulos excluidos segun criterio:

29
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Como se puede observar en el esquema anterior, en la busqueda de informacion se
obtuvieron 535 articulos, entre el afio 2017 y el 2022, en los idiomas inglés y espafiol. Sin
embargo, al aplicar los criterios de inclusién y exclusion mediante revision del titulo y
resumen o abstract de cada articulo, se redujo el nimero de articulos a 328. Se excluyeron
aquellos que no cumplian con el objetivo del tema al ser articulos que hablan sobre validacion
de un método por espectrofotometria, estadistica aplicada a otros campos de salud, resistencia
a itraconazol y dispersiones de un sistema, asi como también aquellos que, dentro de su
contenido, no mencionaban al itraconazol o un método analitico validado, logrando asi
reducir el nimero a un total de 18. Estos se utilizaron por ser articulos con mayor nivel de
evidenciay ser estudios recientes; ademas, fueron seleccionados de acuerdo con su contenido
y el objetivo de la investigacion, ya que hablan sobre pardmetros estadisticos aplicados a un
método analitico de validacion, asi como sobre sistemas autoemulsificables y mencionan

propiedades fisicoquimicas y farmacologicas del itraconazol.
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3.6 Clasificacion de la informacion segun niveles de evidencia
Ver Anexo 1.
3.7 Poblacion y muestra

Poblacion: Antimicoticos

La muestra utilizada para la validacion de este método consistié en capsulas de
itraconazol 100 mg de una marca comercial distribuida en Costa Rica y cépsulas de
itraconazol de 100 mg con un sistema autoemulsificable realizadas en el laboratorio de la

Universidad Internacional de las Américas.
3.8 Descripcién del procedimiento de recoleccion y analisis de datos

En primer lugar, se realiza la validacion del método analitico el cual se realizo6
siguiendo los lineamientos establecidos en el capitulo general <1225> de la USP 384e ICH
Q2 (R1) 5. Los parametros evaluados corresponden a: especificidad, linealidad, precision
(precision del sistema cromatografico, repetibilidad y precision intermedia) y exactitud.

3.8.1 Validacién del sistema
3.8.1.1 Linealidad e intervalo del sistema
Procedimiento:

a) Preparar tres soluciones madre del estandar de itraconazol de forma independiente
con una concentracion cercana a 0,56 mg/mL.

b) Preparar los patrones del estandar a partir de la solucion madre del estandar segun
Tabla 5, usando como diluyente el amortiguadora fase movil (ACN:Agua 90:10).
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Tabla 7. Diluciones del estandar para elaborar la curva de calibracion

Concentracion Volumen de Volumen final de la
nominal (ug/mL) solucién madre de disolucién (mL)

concentracion de
0,56 mg/mL (mL)

12,0 1 50

34,0 3 50

56,0 5 50

78,0 7 50

100,0 9 50

123,0 11 50

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

c) Verificar la longitud de onda de méxima absorcion realizando un espectro de
absorcion con la solucidn patron media de la curva en un rango de 200 a 400 nm.

d) Medir la absorbancia de las soluciones patrones a la longitud de onda de maxima
absorcion (263 nm) utilizando una celda de flujo de cuarzo 1 cm.

e) Graficar las absorbancias contra la concentracién de cada uno de los patrones de
itraconazol.

f) Realizar un analisis de varianza de la regresion lineal.

g) Calcular el coeficiente de correlacion y el coeficiente de determinacion.

h) Calcular y graficar los residuos (resta del valor real de la concentracion menos el
calculo por la ecuacion de regresién lineal para cada valor de concentracion, versus

el valor real de la concentracion).

Criterios de aceptacion (Ministerio de Salud [MINSA] 2005a)
Se confirma la linealidad si se cumplen los siguientes criterios:

e Homocedasticidad (la varianza es constante para todas las concentraciones). Debe

cumplir con la prueba F-méax. de Hartley.
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e Elanalisis de varianza de la regresion lineal debe demostrar:

v Paso del intercepto por cero, mediante una prueba de t con un nivel de
probabilidad del 5%.
v Desviacion no significativa con respecto a la regresion, mediante una
prueba de t con un nivel de probabilidad del 5%.
e El coeficiente de correlacion (R) de la regresion lineal debe estar entre 0,98 y 1,00
y el coeficiente de determinacion (R 2) de cada una de las curvas debe ser mayor
de 0,995.
e Distribucion aleatoria de los residuos, sin tendencias sistematicas indicativas de

no linealidad.

3.8.1.2 Precision y exactitud del sistema

I. Repetibilidad del sistema

Procedimiento:

a. Preparar los patrones del 10% (0,011 mg/mL), 50% (0,055 mg/mL) y 110% (0,12
mg/mL), por triplicado cada uno, para obtener un total de 9 soluciones
independientes.

b. Medir la absorbancia de los patrones anteriores segun las condiciones del apartado
3.8.1 de linealidad.

c. Calcular el promedio, la desviacion estandar, la desviacion estandar relativa y el

porcentaje de error relativo de cada medicion.
Criterio de aceptacion (Ministerio de Salud [MINSA] 2005a).

El porcentaje de error relativo (ER%) a cada nivel de concentracion no debe ser mayor

que el 2% y la desviacion estandar relativa (DSR%) debe ser menor o igual al 2%.
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Il.  Precision intermedia del sistema

Procedimiento:

a) Tomar las soluciones patrones descritas en el inciso a de la repetibilidad intermedia
(soluciones a concentracion 10% (0,011 mg/mL), 50% (0,055 mg/mL) y 110% (0,12
mg/mL), y realizar tres lecturas de absorbancia individuales para cada una de las
diluciones; durante tres dias consecutivos, en condiciones de entre 23 y 24°C.

b) Una vez terminadas las lecturas de cada dia, se debera almacenar las muestras y el
medio, segun el siguiente procedimiento:

= Sellar los balones aforados utilizando papel de parafina.

= Envolver por completo cada balon aforado con papel de aluminio y el beaker
que contiene el medio cubriendo la boca de este.

= Almacenar los balones aforados protegidos de la luz bajo condiciones de
refrigeracion (entre 2 a 8 °C). Antes de hacer las lecturas para los dias
posteriores, se deberd permitir que las soluciones patron alcancen una
temperatura ambiente (aproximadamente 24°C).

= Calcular el promedio de las mediciones a cada uno de los niveles del patron
(bajo, medio y alto), la desviacién estandar relativa y el porcentaje de error

relativo de cada concentracion.
Criterio de aceptacion

Para los datos obtenidos cada dia, el porcentaje de error relativo a cada concentracion
(%ER) no debe ser mayor que el 2%. Ademas, la desviacion estandar relativa (DSR) debe
ser menor o igual al 2% (Ministerio de Salud [MINSA] 2005a).

82



3.8.1.4 Limite de deteccion (LOD) y Limite de cuantificacion (LOQ) (Ministerio de
Salud [MINSA] 2005a)

Procedimiento:

a) Utilizar el valor de la pendiente (m) y del error estandar para el eje y (Sy /x), obtenidos
con el andlisis de regresion lineal realizada de los datos obtenidos, para calcular el
LOD y el LOQ del sistema.

Sa
LoD =3,3 X—
b
Se
LoD =10 X F

Donde: b es la pendiente y Sqy Sc es la desviacion estandar blanco y calculada.

b) Expresar ambos resultados en términos de concentracion de itraconazol ((ng/mL).

Criterio de aceptacion

El limite de deteccidén debe ser menor al limite de cuantificacion y, a su vez, este
ultimo debe ser menor a la concentracion menor utilizada en el intervalo de la curva de
calibracion (Ministerio de Salud [MINSA] 2005a).

3.8.2 Validacion del método
3.8.2.1 Linealidad del método
Procedimiento:

a) Pesar exactamente y en forma independiente 10 tabletas del Itraconazol Céapsulas del
lote 930321 de Laboratorio Calox.
b) Sacar el polvo de las capsulas y homogenizar.
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c) Realizar tres pesadas independientes de polvo de capsulas equivalentes a 28 mg de

itraconazol base y transferir cada porcion de polvo a un bal6n aforado de 50,0 mL;

agregar 25 mL de diluente y someter cada uno a un bafo ultrasonido durante unos 20

minutos.

d) Enfriar a temperatura ambiente y llevar a la marca de aforo con el diluente, hacerlo

por triplicado a una concentracion equivalente a 0,56 mg/mL itraconazol.

e) Filtrar una porcion de cada solucion a través de un filtro de 0,45 um, descartar los

primeros mililitros y recolectar el resto del filtrado.

f) Preparar las soluciones, segun la siguiente tabla:

Tabla 8.

Diluciones de la preparacion de valoracion con adicion de solucion madre
estandar para elaborar la curva de calibracion

Porcentaje del

estandar con

Concentracion

nominal (ug/mL)

Volumen de

solucién muestra

Volumen final de
la disolucion (mL)

respecto al (mL)
etiquetado (%)
10 12,0 1 50
30 34,0 3 50
50 56,0 5 50
70 78,0 7 50
90 100,0 9 50
110 123,0 11 50

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

g) Realizar un espectro de absorcidén con una solucion de concentracion media para

verificar la longitud de onda de méaxima absorcion.

h) Medir las soluciones a la longitud de 263 nm.
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i) Graficar la respuesta de la medicion contra la cantidad adicionada del estandar de
itraconazol en cada una de las soluciones. Se verifican datos con comportamiento
atipico mediante mediciones adicionales.

J) Realizar un andlisis de varianza de la regresion lineal.

k) Calcular el coeficiente de correlacion y el coeficiente de determinacion.

I) Calculary graficar los residuos (valor real de la cantidad adicionada menos el calculo
por la ecuacion de regresion lineal para cada valor de cantidad adicionada, versus el

valor real de la cantidad adicionada)
Criterios de aceptacion (Ministerio de Salud [MINSA] 2005a)

Se confirma la linealidad si se cumplen los siguientes criterios:

e Homocedasticidad (la varianza es constante para todas las concentraciones). Debe
cumplir con la prueba F-Max de Hartley.
e El andlisis de varianza de la regresion lineal debe demostrar:
v Paso del intercepto por cero, mediante una prueba de t con un nivel de
probabilidad del 5%.
v/ Desviacion no significativa con respecto a la regresion, mediante una prueba
de t con un nivel de probabilidad del 5%.
e El coeficiente de correlacion (R) de la regresion lineal debe estar entre 0,98 y 1,00, el
coeficiente de determinacion (R 2) de cada una de las curvas debe ser mayor de 0,995.
e Distribucion aleatoria de los residuos, sin presencia de tendencias sistematicas

indicativas de no linealidad.

3.8.2.2 Exactitud del método
Procedimiento:

a) Realizar tres pesadas independientes de polvo de capsulas equivalentes a 28 mg de
itraconazol base y transferir cada porcion de polvo a un balén aforado de 50,0 mL;
agregar 25 mL de diluente y someter cada uno a un bafio ultrasonido durante unos 20

minutos.
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b) Enfriar a temperatura ambiente y llevar a la marca de aforo con el diluente, hacerlo
por triplicado a una concentracion equivalente a 0,56 mg/mL itraconazol.

c) Filtrar una porcion de cada solucion a través de un filtro de 0,45 um, descartar los
primeros mililitros y recolectar el resto del filtrado.

d) Preparar las soluciones segun la Tabla 9.

Tabla 9. Diluciones de la preparacién de valoracion con adicién de solucion madre estandar

para elaborar la curva de calibracion

Porcentaje del Concentracion Volumen de Volumen final de
estandar con nominal (ug/mL) solucién muestra | la disolucion (mL)
respecto al (mL)
etiquetado (%)
10 12,0 1 50
30 34,0 3 50
50 56,0 5 50
70 78,0 7 50
90 100,0 9 50
110 123,0 11 50

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

e) Realizar un espectro de absorcion entre 200-400 nm, con una solucion de
concentracion media para verificar la longitud de onda de maxima absorcion.

f) Medir las soluciones a la longitud de 263 nm.

g) Graficar la respuesta de la medicion contra la cantidad adicionada del estandar de
itraconazol en cada una de las soluciones. Se verifican datos con comportamiento

atipico mediante mediciones adicionales.
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h) Realizar un analisis de varianza de la regresion lineal.

i) Calcular el coeficiente de correlacién y el coeficiente de determinacion.

j) Calculary graficar los residuos (valor real de la cantidad adicionada menos el calculo
por la ecuacion de regresion lineal para cada valor de cantidad adicionada, versus el

valor real de la cantidad adicionada).

Criterio de aceptacion (Ministerio de Salud [MINSA] 2005a)

Los porcentajes de recuperacion obtenidos deben encontrarse entre 98 y 102%,
ademas la desviacion estandar relativa del porcentaje de recuperacion debe ser menor o igual
al 3%.

3.8.2.3 Precision del método (Ministerio de Salud [MINSA] 2005a).
I. Repetibilidad del método

Procedimiento:

a) Preparar en forma independiente, tres soluciones que contienen ltraconazol, a tres
niveles de concentracion bajo, medio y alto (0,011; 0,055y 0,122 ug/mL) en balones
aforados de 50,0 mL, a partir de una solucion muestra (de polvo de capsulas). Diluir
y llevar a la marca de aforo con el diluente.

b) Medir en el HPLC de las muestras enriquecidas a la longitud de onda de maxima
absorcion (263 nm).

¢) Calcular con la pendiente y el intercepto de la curva de calibracion, la concentracion
ajustada para cada medicion y obtener el promedio, la desviacién estandar, la

desviacion estandar relativa correspondiente.
Criterio de aceptacion

La desviacion estandar relativa (DSR%) a cada nivel de concentracion debe ser menor

o igual al 3%.

Il. Precision intermedia del método (se evalla el efecto dia)
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Procedimiento:

a)

b)

d)

f)

Preparar, en forma independiente, una solucion que contenga itraconazol a tres
niveles de concentracion: bajo, medio y alto (12,0; 56,0 y 123,0 ug/mL), en balones
aforados de 50,0 mL, a partir de una misma soluciéon madre de 560 pg/mL del
estandar de itraconazol, y de una misma solucion madre de polvo de capsulas. Diluir
y llevar a la marca de aforo con el diluente.

Medir en el HPLC de las muestras a la longitud de onda de méaxima absorcion (263
nm).

Calcular con la pendiente y el intercepto de la curva de calibracion, la concentracion
ajustada para cada medicion y obtener el promedio, la desviaciéon estandar, la
desviacidn estandar relativa correspondiente.

Preparar los dos dias siguientes, por parte del mismo analista, una solucion que
contenga itraconazol, a tres niveles de concentracion: bajo, medio y alto (12,0; 56,0
y 123,0), en balones aforados de 50,0 mL, a partir de una misma solucion madre de
560 pg/mL del estandar de itraconazol, y de una misma solucién madre de polvo de
capsulas. Diluir y llevar a la marca de aforo con el diluente.

Medir en el HPLC de las muestras a la longitud de onda de méaxima absorcion.
Calcular con la pendiente y el intercepto de la curva de calibracion, la concentracion
ajustada para cada medicion y obtener el promedio, la desviacién estandar, la
desviacidn estandar relativa correspondiente. Criterio de aceptacion: Para los datos
obtenidos en ambos dias, la desviacion estandar relativa (DSR%) de cada una de las

concentraciones debe ser menor o igual al 3%.

Especificidad (Instituto de Salud Pdblica de Chile 2010; International Conference on
Harmonization 2005; Ministerio de Salud [MINSA] 2005a).

Procedimiento:

a)

b)

Preparar una solucién de la matriz del Itraconazol del Laboratorio Calox, calculando
el contenido equivalente de los excipientes de una capsula en 900 mL de medio.
Realizar lecturas por triplicado y comparar con las lecturas de la disolucion de 100%

del punto a de repetibilidad del método.
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Criterio de aceptacion

La matriz no debe presentar ningun tipo de sefial que interfiera con la sefial de

itraconazol. Para calcular el porcentaje de sefial equivalente al principio activo en la matriz,

se realizara siguiente ecuacion:

Donde:

Ecuacidn 1. Porcentaje de interferencia de otras sefiales

a
%PA = * 100

A—b/
m

A es el promedio de Unidades de absorbancia de las soluciones placebo a 244 nm.

m etiq es la masa de principio activo etiquetada en el producto analizado.

b es el intercepto de la curva del estandar.

a es la pendiente de la curva del estandar.

3.8.4 Perfiles de disolucién comparativo (PDC)

a)

b)

c)

d)

Colocar 900 mL del medio de disolucion (amortiguadora fosfatos pH 6.8) en cada
uno de los vasos del equipo de disolucion.

Una vez que el medio alcance la temperatura en cada vaso, colocar cada capsula de
itraconazol en la canasta respectiva.

Programar el equipo para que los ejes de las paletas giren a 75 revoluciones por
minuto.

Ajustar el automuestreador para tomar alicuotas de 10 mL utilizando filtros de 10 um;
a los 15, 20, 30, 45, 60, 90, 100 y 110 minutos. No se debera realizar reposicion del
medio de forma manual, debido a que la bomba en linea hace la reposicion de forma
automatica.

Medir la absorbancia de las muestras en el espectrofotometro en una longitud de onda
de 263 nm.
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f) Realizar diariamente un andlisis de soluciones patrones de 60, 80, 130, 160 y 220
pg/mL de itraconazol base para establecer la curva de calibracién con la cual se puede
calcular la concentracion de Itraconazol en cada una de las muestras.

g) Repetir el procedimiento hasta completar la evaluacion de las doce unidades de cada
lote del producto y del de referencia, en medio amortiguadora fosfatos pH 6,8 £ 0,1.
Comparar los perfiles de disolucion por medio de la prueba la prueba f2 y f1.

h) Determinar el porcentaje de farmaco disuelto (%Q) se calcul6 de la siguiente manera:

(Respuesta UA—ordenada/pendiente)*V«=Pot

%Q = Ecuacion 2 Calculo

Etiquetado de la dosis

de %0Q,
segun la USP38- NF33

Donde:
V es el volumen por vaso (900 ml)

Pot es la potencia de itraconazol obtenida en la valoracion por lote y el etiquetado de la dosis

es equivalente a 100 mg.
3.8.5 Criterios de evaluacion

1. Unvalor del factor de similitud (f2) de 50 o mayor (50-100) refleja la similitud de las
dos curvas y asi la equivalencia del desempefio in vitro de los dos productos.
2. Un valor del factor de diferencia (f1) de 0 a 15 indica que no hay diferencia

significativa entre las dos curvas (US Food and Drug Administration [FDA] 2000%).

3.8.6 Evaluacion de correlacion entre ensayo de disolucion y PDC.
e Realizar una grafica X-Y con los valores de f1 y f2 en el eje X y los valores de Q
(del ensayo de disolucion) en el eje Y, correspondientes para cada lote seleccionado.
e Comparar e identificar si existe alguna correlacién entre ambos valores (obtener

valor R 2y R 2 ajustado).
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3.8.7 Metodologia para el estudio de disolucion

La cinética de disolucion se debe evaluar mediante el método analitico de la USP,
empleando un disolutor tipo 2, aplicado en un tiempo establecido para determinar la
velocidad y cantidad de farmaco liberado en el simulado sitio de absorcién y, por ende, se
analiza si su solubilidad ha sido mejorada o no.

3.8.7.1 Descripcion del estudio de disolucion

e Se evalla una cantidad total de 16 formulaciones autoemulsificables mediante el
aparato de disolucion 2 de la USP, en 900 mL de medio a emplear, a una temperatura
de 37°C y a una velocidad de 75 rpm (revoluciones por minuto).

e Seanaliza el ensayo de disolucion a un tiempo 6ptimo de 45 minutos.

e Se obtienen alicuotas de 3 mL de cada muestra.

o Filtrar las alicuotas mediante un filtro de Nylon Millipore de 0,45 mm.

e Analizar las diluciones mediante los métodos analiticos anteriormente mencionados,

ya sea mediante un cromatograma HPLC o espectrofotometria UV-Visible.
3.9 Condiciones

Tabla 10. Condiciones del ensayo de disolucion para itraconazol de referencia en medio
agua destilada

Disolutor tipo 2 USP
Medio de disolucion Agua destilada
Volumen 900 mL
Temperatura 37°C
Aparato 2 (paletas) (paletas)
Velocidad 75 rpm 75 rpm
Tiempos de muestreo 45 min

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
3.10 Descripcion de instrumentos y técnicas

3.10.1 Instrumentos:
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(1 Balones aforados de 50, 100 y 400 mL

[1 Beakers de 50 mL, 100 mL, 200 mL y 400 mL
[1 Pipetas clase Ade 1 mL, 2 mL, 3 mL, 4 mL, 5mL, 6mL y 7mL
[1 Probeta graduada clase A de 100 mL

] Tubos de ensayo

[] Cubetas de cuarzo 1 cm

[] Pastilla de agitacion magnética

[1 Mortero y pistilo

[1 Gradillas para tubos de ensayo

[1 Goteros

[] Piseta

[ Espétula

(1 Papel aluminio

[1 Jeringas

[1 Filtros de nylon de 0,45 pm

[1 Papel de parafina

[1 Mortero y pistilo

3.10.2 Técnica

El experimento se basa en una técnica experimental analitica instrumental.
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3.10.2.1 Preparacion de soluciones y medios

o Solucién madre del estandar:
Se pesaron con precision 28 mg de ITZ y se transfirieron a un matraz volumétrico de
50 ml y el volumen se complet6 hasta 50 ml con metanol. La solucién de trabajo se prepard

a partir de la solucion estandar y se complet6 el volumen con la fase movil.

o Seleccion de longitud de onda de deteccion
El espectro de absorcién UV para una solucién de 56 ppm de ITZ se obtuvo
escaneando en el rango de 200-400 nm.

o Optimizacion de las condiciones cromatograficas
Se llevaron a cabo muchos ensayos preliminares para la seleccion y optimizacion de
la fase movil, la tasa de flujo, el volumen de muestra a ser temperatura inyectada y de la

columna.

o Parametros cromatogréaficos y adecuacién del sistema.
Las muestras fueron leidas en un cromatografo liquido de alta resolucion (HPLC)
marca YL modelo 9100, en dilucidn isocratica con fase movil compuesta por acetonitrilo y
agua destilada a una composicion de 90% y 10% respectivamente. Se utiliz6 un flujo de 1,2
mL por minuto y una deteccion por espectrofotometria ultravioleta a una longitud de onda
de 263 nm. Las inyecciones de muestra fueron de 20 uL utilizando un automuestreador. La
fase estacionaria estaba compuesta por una Columna Marca Waters C18 con una longitud de

150 mmy 4,5 mm de didmetro, y un tamafio de particula de 5 um.

o Validacion de métodos analiticos
Las caracteristicas de rendimiento del método HPLC analitico se validaron

estadisticamente de acuerdo con la ICH directrices para la validacion de métodos analiticos.
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3.11 Materiales, equipos y condiciones
3.11.1 Materiales:

e Filtros de nylon
Filtros de 0.45 um

Filtros de papel cuantitativo

Filtros de pesado

Viales 2 ml

e Jeringas plasticas 10 CC
3.11.2 Equipos:

e Cromatdgrafo liquido de alta eficacia con detector de longitud de onda variable
(HPLC)
e Bario ultrasonido

e Balanza analitica
3.11.3 Condiciones: Comprende condiciones dptimas y temperaturas adecuadas.
3.12 Componentes reactivos

e Agua destilada
Acetonitrilo grado HPLC
Metanol grado HPLC

Estandar primario de itraconazol

Acido acético

Acetato de sodio

Fosfato de sodio

3.13 Diseflo de Experimentos

La presente investigacion comprende un disefio de analisis cuantitativo basado en el

contenido y cantidad disuelta del principio activo de itraconazol un medio de disolucion
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establecido con el proposito de comprobar el desempefio de la formulacion elaborada en el
laboratorio de la Universidad Internacional de las Américas respecto a la formulacion

comercial.
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CAPITULO IV

ANALISIS DE LOS RESULTADOS

4.1 Validacion del sistema

4.1.1 Linealidad del sistema
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La evaluacién de los parametros se realiza con la relacion de la respuesta del area del

estandar (itraconazol).

En el Grafico 1 se muestra el comportamiento de los resultados de linealidad
obtenidos para el estandar de Itraconazol, en donde se observa el comportamiento para las
tres curvas realizadas independientemente al largo del intervalo de concentracion planteada
(de 12,0 pg/mL a 123,0 ug/mL).

Gréfico 1. Linealidad de las tres curvas del Itraconazol
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Analizando los resultados y evaluando contra los criterios de aceptacion, el
coeficiente de determinacion, al ser mayor a 0.995 (en este caso 0.9973), cumple con la
especificacion planteada. Haciendo uso del programa Microsoft Office Excel 2007, se realizd
el analisis de varianza para los datos obtenidos de la regresién lineal. Previo a este analisis
de las varianzas se aplico una prueba de Hartley y el resultado muestra que existe
homocedasticidad, por lo que se demuestra que la varianza es constante en los diferentes

niveles del factor (ver Anexo 2).
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Tabla 11. Resultados del andlisis de varianza de la regresion lineal del sistema para el

itraconazol

Parametro evaluado Valor obtenido
Pendiente (m) 462,02000
Intercepto (b) -3064, 68105
Coeficiente de correlacion (r) 0,998654
Coeficiente de determinacion (r2) 0,997311
Desviacion estandar para la pendiente 5,99694359
Desviacion estandar para el intercepto 465,6643928
Numero de puntos (N) 18

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Haciendo uso de una prueba F de Fisher para el analisis de varianza (con p=0.05 y
n=18) se demuestra que no existe desviacion estadisticamente significativa con respecto a la

regresion lineal para los datos nominales ni ajustados (ver Anexo 2).

Realizando una prueba t (con p=0.05 y n=18) se determina que el intercepto es
estadisticamente distinto de cero para los datos nominales. Y el intercepto es estadisticamente
igual a cero y la pendiente estadisticamente igual a uno para los datos ajustados (ver Anexo
2).

Dentro del anélisis de la linealidad y revisando la distribucion de los residuos para
cada muestra a las distintas concentraciones en el Grafico 2, se puede notar que se encuentran
dentro de los valores 1y -1. También muestran una aleatoriedad sin tendencias sistematicas

entre los datos.

98



Gréafico 2. Representacion de residuales de la linealidad del sistema del itraconazol
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Por su parte, demuestra que existe linealidad en todo el intervalo de concentracion

analizado. Por lo tanto, esta conforme con los criterios de aceptacion establecidos.

4.1.2 Exactitud y precision

4.1.2.1 Evaluada en repetibilidad:

Para evaluar el pardmetro de repetibilidad, se analiz6 seis estandares independientes

a los tres niveles de concentracidn de control del itraconazol. El resumen de los resultados

se refleja en la Tabla 12.
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Tabla 12. Resumen de los datos de repetibilidad para el sistema analitico del itraconazol

Concentracion Exactitud Precision
(ng/mL) Evaluadaen el Evaluadaen la
Para n=6 porcentaje de error desviacion

relativo estandar relativa.
(%)
12,0 1,6489974 0,44398452
56.0 0,98607932 1,23968267
123,0 0,52681854 0,71525593

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
4.1.2.2 Evaluada en precision intermedia:

Para evaluar el parametro de precision intermedia se analizé un estandar de los tres
niveles de concentracién de control de itraconazol durante tres dias. El resumen de los

resultados se refleja en la Tabla 13.

Tabla 13. Resumen de los datos de precision intermedia para el sistema analitico de

itraconazol

Concentracion

Exactitud

Precisién

(ng/mL) Evaluada en el Evaluadaen la
Para n=6 porcentaje de error desviacion
relativo estandar relativa
(%)
12,0 1,3207161 0,52844302
56.0 0,9374411 1,0515689
123,0 0,7442988 0,7649817

Fuente: Elaboracién propia, 2023.

Con los datos mostrados en las tablas 12 y 13, se puede ver que la exactitud evaluada

por medio del error relativo es menor al 2% para los tres niveles de concentracion. Ademas,
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la precision de los datos evaluada con los valores de desviacion estandar es menor al 2% a

los tres niveles de concentracion.

Con estos datos se puede establecer que el sistema analitico para la cuantificacion de
itraconazol es preciso y exacto en todo el rango de concentraciones evaluada. Por lo tanto,
esta conforme con los criterios de aceptacion establecidos.

4.1.3 Limite de deteccion (LOD) y Limite de cuantificacion (LOQ)

Tabla 14. Resumen de los datos de LOD y LOQ para el sistema analitico de itraconazol

Limite de deteccion: 0,0428334
Limite de cuantificacién: 0,129798

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

En relacién con la Tabla 14, se ve como el limite de deteccion es menor al limite de
cuantificacion y, a su vez, el limite de cuantificacion es menor a la concentracion mas baja
de la curva de calibracion la cual era igual a 12,0 ug/ml, por lo que esta conforme a los

criterios de aceptacion establecidos cumpliendo asi con ambos parametros.
4.2 Validacion del método analitico

La evaluacién de los parametros se realiza con la relacion de la respuesta del area del

estandar (itraconazol).
4.2.1 Selectividad

En la Figura 4 se muestra el cromatograma de un estandar de itraconazol a una

concentracion cercana a 1.0 pg/mL.
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F

igura 4. Cromatograma de unas muestras de itraconazol a una concentracion cercana a 1 ug/mL
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Fuente: Elaboracion propia, tomado del HPLC.

Se extrae de la figura anterior que el tiempo de retencion del itraconazol corresponde

a4.1 min.
4.2.2 Linealidad del método

Observando el Gréfico 3, se muestra el comportamiento de los resultados de
linealidad del método analitico obtenidos para el estdndar de itraconazol. Se observa el
comportamiento para las tres curvas realizadas independientemente al largo del intervalo de

concentracion planteada (de 12,0 pg/mL a 123.0 pg/mL).
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Gréfico 3. Linealidad de las tres curvas de las capsulas de itraconazol
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Analizando los resultados y evaluando contra los criterios de aceptacion, el
coeficiente de determinacion al ser mayor a 0.995 (en este caso 0.9981) cumple con la
especificacion planteada.

Haciendo uso del programa Microsoft Office Excel 2007, se realizé el analisis de
varianza para los datos obtenidos de la regresion lineal. Previo a este analisis de las varianzas,
se aplico una prueba de Hartley y el resultado muestra que existe homocedasticidad, por lo
gue se demuestra que la varianza es constante en los diferentes niveles del factor (ver Anexo
3).
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Tabla 15. Resultados del andlisis de varianza de la regresion lineal del método analitico

para el itraconazol

Parametro evaluado

Valor obtenido

Pendiente (m)

Intercepto (b)

Coeficiente de correlacion (r)
Coeficiente de determinacion (r2)
Desviacion estandar para la pendiente
Desviacion estandar para el intercepto

Numero de puntos (N)

445,48128
-2991, 67747
0,998088565
0,999043825
4,873766544
374,3604788
18

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Haciendo uso de una prueba F de Fisher para el analisis de varianza (con p=0.05 y

n=18) se demuestra que no existe desviacion estadisticamente significativa con respecto a la

regresion lineal para los datos nominales ni ajustados (ver Anexo 3).

Realizando una prueba t (con p=0.05 y n=18) se determina que el intercepto es

estadisticamente distinto de cero para los datos nominales. Y el intercepto es estadisticamente

igual a cero y la pendiente estadisticamente igual a uno para los datos ajustados (ver Anexo

3).

Dentro del andlisis de la linealidad y revisando la distribucion de los residuos para

cada muestra a las distintas concentraciones en la Figura 8, se puede notar que se encuentran

dentro de los valores 10 y -10. También muestran una aleatoriedad sin tendencias

sistematicas entre los datos.
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Gréfico 4. Representacion de residuales de la linealidad del método analitico de itraconazol
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Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Tomando en cuenta los datos anteriormente reportados para el método analitico del
itraconazol, se demuestra que existe linealidad en todo el intervalo de concentracion

analizado. Por lo tanto, esta conforme con los criterios de aceptacion establecidos.
4.2.3 Exactitud y precision
4.2.3.1 Evaluada en repetibilidad:

Para evaluar el parametro de repetibilidad, se analizo seis estandares independientes
a los tres niveles de concentracion de control de las capsulas de itraconazol. El resumen de

los resultados se refleja en la Tabla 16.
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Tabla 16. Resumen de los datos de repetibilidad para el método analitico del itraconazol

Concentracion Exactitud Precision
(ng/mL) Evaluadaen el Evaluadaen la
Para n=6 porcentaje de error desviacion

relativo estandar relativa
(%)
12,0 1,25297436 0,64260931
56,0 0,95830514 0,7315665
123,0 0,47836857 0,55871901

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Para evaluar el parametro de precision intermedia se analizO tres estandares

independientes a los tres niveles de concentracion itraconazol durante tres dias. EI resumen

de los resultados se refleja en la Tabla 17.

Tabla 17. Resumen de los datos de precision intermedia del método analitico del

itraconazol
Concentracion Exactitud Precision
(ng/mL) Evaluada en el Evaluadaen la
Para n=6 porcentaje de error desviacién
relativo estandar relativa.
(%)
12,0 1,20452345 0,601851
56,0 0,83644423 0,96918368
123,0 0,52120756 0,51359358

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Con los datos mostrados en las tablas 16 y 17, se puede ver que la exactitud, evaluada
por medio del error relativo, es menor al 15% para los tres niveles de concentracion evaluada.
Ademas, la precisién de los datos, evaluada con los valores de desviacién estandar, es menor

al 15% a los tres niveles de concentracién evaluada.
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Con estos datos se puede establecer el método analitico para la cuantificacion de
itraconazol y demostrar que este es preciso y exacto en todo el rango de concentraciones
evaluada. Por lo tanto, esta conforme con los criterios de aceptacion establecidos.

4.2.4 Especificidad

Al no contar con la formula cuali-cuantitativa de la formulacion del medicamento de
referencia y al no tener una formula cuali-cuantitativa que cumpliera las expectativas de la
formulacién autoemulsificable, el parametro de especificidad no se logrd evaluar; sin
embargo, se determina la selectividad del método verificando que los calibradores en blanco

estén libres de interferencias en los tiempos de retencién del analito.

Figura 5. Espectro del blanco libre de interferencias
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Fuente: Elaboracion propia, generada por el HPLC.
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4.2.5 Perfiles de disolucién comparativo (PDC)

Como no se obtuvo, de un trabajo de tesis anterior, una formulacién que cumpliera
con las caracteristicas adecuadas de entrega del principio activo, no se contd, al momento de
realizar este trabajo de tesis, con un prototipo de formulacion para realizar los perfiles

comparativos.

No obstante, para poder comprobar la aplicabilidad del método analitico validado, se
procedio a realizar un ensayo de disolucion para demostrar la confiabilidad de los datos que

se pueden obtener al aplicar el método propuesto.
4.2.6 Ensayo de disolucion

Para el ensayo de disolucion se sigui6 los parametros sugeridos por la USP 2023 con
la modificacion del método de analisis, en el cual se utiliz6 el propuesto en este trabajo. Los
resultados se muestran en la Tabla 16.

Tabla 18. Ensayo de disolucion

Vaso Cantidad disuelta
(% Q)

96

95

96

91

95

93

S| O | W N

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Se pretendia con el prototipo de la formulacion del sistema autoemulsificable realizar
un perfil de disolucion comparativo donde se evaluaban doce unidades del medicamento de
referencia contra doce unidades del prototipo utilizando F1 y F2 para asi determinar si
realmente existia un beneficio en cuanto a la mejora de la solubilidad sin embargo al no
obtener los resultados esperados de la misma se opto por realizar un ensayo de disolucion

para el método en las capsulas originales.

Segln la especificacion de la USP, para una primera etapa (S1), al evaluar seis
unidades, la cantidad disuelta de ninguna unidad evaluada debe estar por debajo de Q + 5%
de la cantidad etiquetada de Itraconazol (C3sHssCl2NgO4). Considerando que la tolerancia
reportada en la monografia de las capsulas de itraconazol es 80%, ninguna unidad evaluada
esta por debajo del 85%. Por lo tanto, el ensayo estd en conformidad con este criterio y el
método propuesto es Util y confiable para la cuantificacion de este principio activo en ensayos

de disolucidén y su aplicacién en posibles perfiles de disolucién comparativos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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5.1 Conclusiones

e Se lograron optimizar las condiciones de andlisis con HPLC utilizando una fase movil
con una composicion de acetonitrilo 90% y agua destilada 10% con una columna tipo
C18, longitud de onda de 263 nm, flujo de 1,2 ml/min, por lo que se logra cuantificar
adecuadamente el analito a un tiempo de retencién de 4,5 min.

e Se logra concluir que el método propuesto es lineal en el intervalo de 12,0 pg/mL a
123,0 ug/mL con el coeficiente de determinacién igual a 0.995 para el itraconazol.
Presentando, ademas, resultados de homocedasticidad en el rango de concentracion
analizado.

e El método propuesto es exacto y preciso en todo el rango de concentracién analizado
de 12,0 pg/mL a 123,0 pg/mL, reportando datos de desviacidon estandar y error
relativo menores a 2,0 % para el nivel bajo, medio y alto de concentracion.

e Encuanto al parametro de especificidad, al no contar con la formula cuali-cuantitativa
de la formulacion del itraconazol que cumpliera las expectativas de la formulacion
autoemulsificable el parametro de especificidad, no se logré evaluar; sin embargo, se
determina la selectividad del método verificando que los calibradores en blanco estén
libres de interferencias en los tiempos de retencién del analito.

e Tomando como base las guias internacionales de validacién de métodos analiticos
para la validacion del método propuesto para la cuantificacion de itraconazol, se
obtienen resultados en conformidad con las especificaciones establecidas. Esto para
el intervalo de concentracion analizado de 12,0 pg/mL a 123,0 pg/mL.

e No se logré realizar el perfil de disolucion comparativo al no contar con el prototipo
sin embargo se realizo el ensayo de disolucion, en donde se determiné que el método
propuesto es adecuado para la cuantificacion de la cantidad de principio activo
disuelto, lo cual se verifica por la conformidad del ensayo de disolucion (ninguna
unidad por debajo de Q + 5%), lo que es conveniente para ejecutar perfiles de
disolucion comparativos.

e Con respecto al sistema autoemulsificable de las capsulas itraconazol, al no tener los

resultados esperados, no fue posible aplicarle el método desarrollado y validado para
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obtener el desempefio de esta formulacion, por lo que no fue posible compararla con

el farmaco de referencia.

5.2 Recomendaciones

e Para el cromatografo liquido de alta resolucion HPLC, se sugiere leer previamente el
manual de uso para seguir a cabalidad con las condiciones de operacion de este, tales
como filtrar cada muestra que se vaya a analizar mediante un filtro Millipore de 0,20-
0,45 micras, asi como la fase madvil por medio de filtracion al vacio con filtros Nylon.
Esto con el fin de cuidar el equipo y evitar interferencias en los resultados obtenidos.

e Por otro lado, antes de poner a correr las muestras, se debe estabilizar el equipo;
primeramente, colocarle fase mévil, purgarlo por unos 15 min y seguidamente poner
a correr fase movil para estabilizar la presion a la que se requiera trabajar por lo menos
de 1 a2 horas.

e Se sugiere cambiar las columnas del equipo y darle el mantenimiento que requiere
mas seguido, ya que en varias ocasiones se tuvieron problemas técnicos con este, lo
que imposibilitaba la lectura correcta de las muestras.

e Pararealizar las soluciones madre, es necesario siempre llevar a bafio ultrasonido para
garantizar una buena disolucion del principio activo en el caso del estandar y para el
polvo de las céapsulas; ademas del bafio ultrasonido, seguidamente se filtra por
gravedad para aumentar la pureza de la disolucién.

e Se recomienda previo a afadir las diferentes concentraciones a los viales, realizar
enjuagues con la misma solucion para eliminar impurezas.

e En el caso del medio (4cido clorhidrico al 1N con lauril sulfato de sodio) utilizado
para el disolutor, se recomienda afiadir 1 0 2 gotas de etanol para eliminar la espuma
y burbujas que generaba el medio impidiendo su correcta medicion.

e Se sugiere la compra de Sinker para el disolutor, para que permita que el farmaco se
mantenga siempre en la posicion correcta, ya que en la ausencia de estas se innovaron
unas a base de clips, pero al no ser estos del material adecuado podrian influir en los

resultados obtenidos.
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e Un factor para considerar son las balanzas, ya que pueden afectar los resultados de
los pesos en las muestras por las condiciones del ambiente, por lo que se aconseja que
en el cuarto de balanzas no existan temperaturas por debajo ni por encima de los
25°C, ademas de que el estante sea completamente hermético y estas estén calibradas.

e Considerar ampliar esta investigacion con una formulacion de itraconazol
autoemulsifacable a una menor concentracion a la propuesta en este analisis, o bien,
desarrollar experimentos secuenciales que permitan obtener mas resultados.

e Considerar aplicar esta metodologia para otros medicamentos clase Il de baja
potencia (menores a 50 mg por unidad de dosificacion) donde la solubilidad pueda

ser mejorada con un sistema autoemulsificante.
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7.1 Anexo 1

Tabla 19. Niveles de evidencia

Autor/Revi | Re Titulo del Tipo de Nivel | Poblacion Metodologia Resultados y Conclusiones
sta/afo articulo estudio de
evidenc
ia
Schloers, | El farmaco Estudios 5 Modelo de | Se utilizd un Medicion de la relacion entre
Goretzko J, antimicético | Cuasi Raton analisis de poder | la dosis del farmaco y el
Kuhnl A, con licencia | experimental a priori (G*Power | resultado de la infeccion
Brunnote L, clinica es 3.1, Faul et al., después de la infeccion por
Ludwig S, itraconazol 2007) para IAV en la linea celular
Rescher U. inhibe el virus estimar los epitelial de pulmén humano
de la gripe in tamarios de A549, una linea celular
vitro e in vivo muestra comunmente utilizada para la

requeridos. Los
datos se
analizaron con
Prism 6.00
(GraphPad). Para

propagacion de IAV. Ambos
antifangicos son inhibidores
de NPC1.
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las curvas de
dosis-respuesta,
los titulos de virus
se normalizaron a
porcentajes de los
titulos detectados
en las células de
control y las
concentraciones
de farmaco se
transformaron
logaritmicamente.
Los valores de IC
se calcularon a
partir de los
ajustes de la curva
sigmoidea. Para el
analisis
estadistico, las
diferencias

significativas se
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evaluaron
utilizando
ANOVA
unidireccional
sequido de la
prueba de
comparacion
multiple de

Dunnett.

Valverde E,
SilvaP

91

Validacion de
un método
analitico para la
determinacion

del contenido
de sodio en los

alimentos

Estudios
Cuasi
experimental

€s

N/A

Determinacion de
sodio en
alimentos
mediante
espectroscopia de
absorcion atdmica
de llama. Las
muestras de 0,5 ¢
se digirieron en
un horno de

microondas con

El &mbito de linealidad
Optimo que se obtuvo fue de
0,043 mg/L a 0,70 mg/L con
un coeficiente de correlacion
de 0,998. Los limites de
deteccidn y cuantificacién
reportados fueron de 0,025
mg/L y 0,043 mg/L,
respectivamente; con una
sensibilidad de calibracion de
0,805 Lmg-1, una
sensibilidad analitica de 44
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5,0 mL de HNO3
al 65 % en masa.

Lmg-1.La precision se evalud
en condiciones de
repetibilidad y se obtuvo un
valor para RDSr igual a
2,9%; Se obtuvieron sesgos
de entre (-0,010 a

0,009) mg/L.

Morera Y,
Torres J,

Jiménez T.

92

Estudio de la
sensibilidad in
vitro de
aislamientos
clinicos de
mohos y
levaduras a
itraconazol y

voriconazol

Estudios
Cuasi
experimental

€s

N/A

El método
utilizado ha sido
el de
microdilucion en
placa siguiendo
los documentos
M38-Ay M27-
A2 del National
Committee for
Clinical
Laboratory
Standards.

La CMlgo de itraconazol y
voriconazol para Aspergillus
fumigatus fue de 0,125 ug/ml.
Destaca la elevada
sensibilidad de la fase
miceliar de Sporothrix
schenckii al itraconazol (p =
0,001). Voriconazol resulté
mas activo

sobre Scedosporium
apiospermium mientras

que Scedosporium

prolificans fue resistente a los

dos antifangicos. In vitro
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itraconazol y voriconazol
presentan una actividad
antifangica similar excepto
sobre S. shenckii. No
obstante, existen diferencias
entre los aislamientos de una

misma especie.

Acevedo
M.

93

Caracterizacion
fisicoquimica
de nano
emulsiones
o/w de
fitoesteroles
formuladas con
emulsificantes

modificados

Estudios
Cuasi
experimental

€s

N/A

Las emulsiones se
formularon con
una relacién 10:1
de emulsificante:
fitoesteroles
libres, 4% de
triglicéridos de
cadena media 'y
30% de glicerol y
agua. La
estabilidad
fisicoguimica de

estas emulsiones

Durante el almacenamiento,
el PV fue estable en las
emulsiones con LPC-AGCM
en comparacion con PC, en la
cual se observé una ligera
susceptibilidad a la
oxidacion. En cuanto a los
POFs, solo se detectaron
oxidos de - sitosterol en
ambos sistemas, excepto los
derivados epoxi que no se
detectaron en las preparadas
con LPC-AGCM. La
evaluacion a4y 37°C de PC
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se evalué a 37°C
durante 14 dias

y LPC evidencid la
aceleracion de las
inestabilidades fisicas y la
oxidacion con la temperatura
y la dependencia de la
oxidacion con el grado de
insaturaciones de los acidos

grasos del emulsificante.

Bahloul B,
Lassoued
MA,

Sfar S/ IntJ
of
Pharmac/
2014.

94

A novel
approach
for the
developme
nt and

optimizati

on of self-

emulsifyin

g drug
delivery

system

Metaanalisis

N/A

Se opero una
seleccion répida
de excipientes
con referencia a
su toxicidad y
capacidad para
solubilizar el
farmaco. Se
utilizé un disefio
Box-Behnken
de tres

niveles. Las

variables

El objetivo de
este trabajo fue
elaborar un
enfoque
novedoso para
el desarrollo y
la optimizacion
del sistema de
administracion
de farmacos
autoemulsionan
tes (SEDDS),

utilizando la
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using HLB
and
response
surface
methodolo
ay:
Applicatio
nto
fenofibrate
encapsulat

ion

independientes
fueron (X1)
surfactantes/ace
ite, (X2)
cosurfactante/su
rfactante y (X3)
porcentaje de
cosolvente. Los
niveles alto y
bajo de estos
factores se
seleccionaron
con referencia al
dominio
experimental
que cubre un
intervalo de
HLB de 7,8 a
15. Se
construyeron

varios graficos

metodologia de
superficie de
respuesta y el
balance
hidrofilico
lipofilico
(HLB).

El estudio
experimental
tuvo como
resultado que
SEDDS
optimizado
mostrd un
aumento
significativo en
la velocidad de
disolucion en
comparacion
con las capsulas

de gelatina
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de superficie de
respuesta para
comprender los
efectos de las
diferentes
combinaciones de
niveles de

factores.

preparadas

convencionales.

En conclusién,
este documento
demostro la
confiabilidad,

rapidez y solidez del

enfoque.

Fuente: Elaboracién propia, 2023.
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7.2 Anexo 2. Validacion del Sistema Analitico

7.2.1 Linealidad del Sistema Analitico

Tabla 20. Datos de linealidad del sistema para el itraconazol

Concentracion Area Itraconazol
(ng/mL) (mV.5s)

1 11,33 2251,513
2 11,14 2158,104
3 11,26 2304,809
4 34,00 11795,102
5 33,43 12009,483
6 33,79 13902,293
7 56,67 23866,930

55,71 22470,220
9 56,32 21668,575
10 79,34 32625,927
11 77,99 33206,646
12 78,84 33416,287
13 102,01 42821,176
14 100,28 45707,900
15 101,37 43764,538
16 124,68 53804,296
17 122,56 54566,069
18 123,90 53685,183

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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7.2.1.1 Prueba de Hartley.

F experimental = s2max / s2min

F experimental = 39,11546561

F critico (P=0.05) (k=6. v=2) = 266.00

Tabla 21. Datos obtenidos para el andlisis de la homocedasticidad para el itraconazol

Desviacion Estandar Varianza
74,26065 29.988932
1159,66510 1173,031020
1112,51953 331,038256
409,44105 62,370305
1471,94674 336,837519
477,92035 55,263270

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Haciendo uso de la herramienta de Microsoft Office Excel 2007, se reportan los datos del

analisis de varianza de la regresion lineal realizado:
7.2.1.2 Prueba t para los valores nominales.

T experimental = 6,581308561

T critica bilateral (p = 0.05; n-2=16) = 2,119905299

Intercepto es estadisticamente diferente de 0, ya que t experimental es mayor que t critica

bilateral.
7.2.1.3 Prueba F para los valores nominales.
F experimental = 0,00016846

F critica = (p = 0.05; n-2=16) = 19.43329253
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Como F experimental es mayor que F critica, se puede concluir que no existe desviacion

estadisticamente significativa con respecto a la regresion lineal.

7.2.1.4 Prueba t para los datos nominales y corregidos.

T experimental = 2.81993E-14 (para intercepto igual a 0).

T critica bilateral (p = 0.05; n-2=16) = 2.119905299

Intercepto es estadisticamente igual a 0, ya que t experimental es menor que t critica bilateral.
T experimental = 77,04257958 (para pendiente igual a 1).

T critica bilateral (p = 0.05; n-2=16) = 2.119905299

Pendiente es estadisticamente igual a 1, ya que t experimental es mayor que t critica bilateral.
7.2.1.5 Prueba F para los datos nominales y corregidos.

F experimental = 0,00016846

F critica = (p = 0.05; n-2=16) = 19.43

Como F experimental es mayor que F critica, se puede concluir que no existe desviacién

estadisticamente significativa con respecto a la regresion lineal.
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7.2.2 Exactitud y precision del sistema.

Tabla 22. Datos de exactitud y precision del sistema evaluado en repetibilidad para la

evaluacion de los parametros a validar del itraconazol

Concentracion Area Porcentaje
(ng/mL) Itraconazol de Error
(mV.s) Relativo (%0)
11,55540466 2275,196 1,94985759
11,51328533 2256,106 1,57825142
11,54488696 2270,429 1,85706311
11,42630417 2216,683 0,81084283
11,51899979 2258,696 1,62866839
11,56894286 2281,332 2,06930104
Promedio: 1,6489974
Desviacion estandar 0,05115281
Desviacion estandar Relativa 0,44398452
57,27986876 22999,173 2,06930104
57,16697175 22948,004 1,07260863
56,45344295 22624,607 0,87339736
55,6298192 22251,311 0,38565262
56,64247909 22710,285 1,83896951
55,71211406 22288,61 0,05209083
Promedio 0,98607932
Desviacion estandar 0,70018247
Desviacion estandar relativa 1,23968267
53685,48 124,9847827 0,2457384
53648,03 124,9021569 0,1794673
53756,82 125,1421753 0,3119773
53584,86 124,7627616 0,0676634
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52847,87 123,1367061 1,2365364
52947,89 123,3573969 1,0595285
Promedio 0,5268185

Desviacion estdndar 0,8896425
Desviacion estandar relativa 0,7152559

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Tabla 23. Datos de exactitud y precision del sistema evaluado en precision intermedia para

la evaluacion de los parametros a validar del itraconazol

Concentracién Area Porcentaje
(ng/mL) Itraconazol de Error
(mV.s) Relativo (%)
11,55540466 2275,196 1,9498576
11,51328533 2256,106 1,5782514
11,54488696 2270,429 1,8570631
11,4934193 2247,102 1,4029794
11,41605123 2212,036 0,7203843
11,40039493 2204,94 0,5822534
11,51409506 2256,473 1,5853954
11,51448779 2256,651 1,5888604
11,40483192 2206,951 0,6213996
Promedio: 1,3207161
Desviacion estandar 0,0606854
Desviacion estandar Relativa 0,5284302
57,27986876 22999,173 1,0726086
57,16697175 22948,004 0,8733974
56,45344295 22624,607 0,3856526
55,58502136 22231,007 1,9180171
55,53882689 22210,07 1,9995291




56,23517259 22525,679 0,7707993
56,49968154 22645,564 0,3040628
56,32164408 22564,871 0,618217
56,39165175 22596,601 0,4946856
Promedio 0,9374411

Desviacion estandar 0,5929357
Desviacion estandar relativa 1,0515689
53685,483 124,9847827 0,2457384
53648,034 124,9021569 0,1794673
53756,819 125,1421753 0,3719773
52820,708 123,0767815 1,2845998
52904,879 123,2624927 1,1356476
52999,282 123,4707793 0,8685886
52756,021 122,934059 1,3990723
53753,954 125,1358541 0,3669073
53124,674 123,7474386 0,7466902
Promedio 0,7442988

Desviacion estandar 0,9491354
Desviacion estandar relativa 0,7649817

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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7.3 Anexo 3. Validacion del método analitico.

7.3.1 Linealidad del método analitico

Tabla 24. Datos de linealidad del método analitico para el itraconazol

Concentracion

Area Itraconazol

(ng/mL) (mV.5s)

1 11,20 2179,765
2 11,11 2271,057
3 11,07 2225,411
4 33,59 10778.295
5 33,33 11589,075
6 33,21 11183,685
7 55,98 21045,795

55,55 22476,443
9 55.35 21761,119
10 78,37 31308.748
11 77,77 32484,834
12 77,49 32896,791
13 100,76 41282,301
14 99,99 42846,390
15 99,63 42064,346
16 123,16 51013,894
17 122,21 50997,804
18 121,77 51005,849

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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7.3.1.1 Prueba de Hartley

F experimental = s2max / s2min

F experimental = 37,23637436

F critico (P=0.05) (k=6. v=2) = 266.00

Tabla 25. Datos obtenidos para el analisis de la homocedasticidad del método analitico del

itraconazol
Desviacion Estandar Varianza
45,64600 24,367327
405,39000 181,699777
715,32400 208,158686
824,09217 167,567148
782,04450 91,704973
8,04500 5,590197

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Haciendo uso de la herramienta de Microsoft Office Excel 2007, se reportan los datos

del analisis de varianza de la regresion lineal realizado:
7.3.1.2 Prueba t

T experimental = 5,07319E-14 (para intercepto igual a 0).
T critica bilateral (p = 0.05; n-2=16) = 2,119905299

Intercepto es estadisticamente igual a 0, ya que t experimental es menor que t critica bilateral.

T experimental = 91,40390223 (para pendiente igual a 1).

T critica bilateral (p = 0.05; n-2=16) = 2.119905299

Pendiente es estadisticamente igual a 1, ya que t experimental es mayor que t critica bilateral.
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7.3.1.3 Prueba F
F experimental = 0,000119685
F critica = (p = 0.05; n-2=16) = 19.43329253

Como F experimental es mayor que F critica, se puede concluir que no existe

desviacion estadisticamente significativa con respecto a la regresion lineal.
7.3.2 Exactitud y precision del método analitico

Tabla 26. Datos de exactitud y precision del método analitico evaluado en repetibilidad para

la evaluacion de las capsulas de itraconazol

Concentracién Area Porcentaje
(ng/mL) Itraconazol de Error
(mV.s) Relativo (%)
11,52104949 2259,625 1,64675232
11,39409358 2202,084 0,5266585
11,55704398 2275,939 1,9643208
11,45573033 2230,02 1,070461
11,39029644 2200,363 0,4931575
11,54028892 2268,345 1,8164959
Promedio: 1,2529744
Desviacion estandar 0,0737485
Desviacion estandar Relativa 0,6426093
55,97627441 22408,337 1,2276355
56,13020743 22478,105 0,9560146
56,82160869 22791,473 0,2639905
55,80456478 22330,512 1,530624
56,52197235 22655,667 0,2647298
55,81804561 22336,622 1,5068365
Promedio 0,9583051
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Desviacion estdndar 0,4109851
Desviacion estandar relativa 0,7315665
53432,074 124,4256724 0,2027036
53296,536 124,1266273 0,4425567
53084,696 123,6592329 0,8174367
53753,532 125,134923 0,3661605
53354,666 124,2548828 0,3396877
53943,122 125,553226 0,7016661
Promedio 0,4783686

Desviacion estandar 0,6957491
Desviacion estandar relativa 0,558719

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Tabla 27. Datos de exactitud y precision del método analitico evaluado en precision

intermedia para la evaluacion del itraconazol

Concentracion Area Porcentaje
(ng/mL) Itraconazol de Error
(mV.s) Relativo (%)
11,52104949 2259,625 1,6467523
11,39409358 2202,084 0,5266585
11,55704398 2275,939 1,9643208
11,38675966 2198,76 0,4619535
11,39799883 2203,854 0,5611134
11,42893635 2217,876 0,8340658
11,51453633 2256,673 1,5892886
11,49052236 2245,789 1,3774206
11,54738897 2271,563 1,8791376
Promedio: 1,2045235
Desviacion estandar 0,0690379
Desviacion estandar Relativa 0,601851
55,97627441 22408,337 1,2276355
56,13020743 22478,105 0,9560146
56,82160869 22791,473 0,2639905
57,25441183 22987,635 1,0276889
57,29951195 23008,076 1,1071698
57,60335801 23145,79 1,6434183
56,57244274 22678,542 0,1756727
57,21047888 22967,723 0,9501674
56,77182228 22768,908 0,1761404
Promedio 0,5212076
Desviacion estandar 0,6380976
Desviacion estandar relativa 0,6380976
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53432,074 124,4256724 0,2027036
53296,536 124,1266273 0,4425567
53084,696 123,6592329 0,8174367
53154,895 123,8141169 0,69321
53018,763 123,5137613 0,9341143
53675,987 124,9638312 0,228934
53608,721 124,8154185 0,1098975
53076,761 123,6417255 0,8314788
53789,91 125,2151858 0,4305364
Promedio 0,5212076
Desviacion estandar 0,6380976
Desviacion estandar relativa 0,5135936

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
7.4 Anexo 4

Figura 6. Estandar de itraconazol, pureza 101,2 %

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 7. HPLC modelo YL9100 y YL9150 utilizado en el método de validacion

. P

-

N

(7)

Figura 8. HPLC modelo YL9100 y YL9150 utilizado en el método de validacion

(8)

Fuente: Elaboracion propia, con base en la referencia %.
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Figura 9. Disolutor a los 10 min de haber iniciado con las capsulas de itraconazol

Fuente: Elaboracion propia, 2023.
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Figura 10. Cépsula de itraconazol ya disuelta en un medio de acido clorhidrico 1M con

lauril sulfato

Fuente: Elaboracion propia, 2023.

Figura 11. Acetonitrilo utilizado para la fase movil, grado HPLC

Fuente: Elaboracion propia basada en los reactivos para la parte experimental, 2023.
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