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Resumen y Abstract IX

Resumen

El objetivo de este estudio fue desarrollar y validar un método de disolucion para
progesterona en suspensién oleosa contenida en cdpsula blanda de gelatina y evaluar la
sensibilidad de dicho método a modificaciones en la formulacién (variacion del tamafio de
particula de la fase dispersa). Se evaluaron diferentes condiciones como aparato de
disolucion, velocidad de agitacién u oscilacion, tipo y cantidad de tensioactivo y pH del
medio de disolucion. Las mejores condiciones de disolucion fueron obtenidas utilizando el
Aparato 3 de la Farmacopea de Estados Unidos, a una velocidad de 30 inmersiones por
minuto, con un medio de disolucién de 250 mililitros de solucién tampén de fosfato a pH
de 6.8 con 4% (p/v) de Lauril sulfato de sodio, utilizando mallas 30 y 40 en las parte
superior e inferior de la celda, respectivamente y empleando un sinker (de QLA Lab.
Accesories, bajo el niumero de parte: BSK008-JP) para cada capsula evaluada. El método
demostré ser discriminatorio para las formulaciones de progesterona estudiadas. Las
muestras fueron cuantificadas por un método de cromatografia liquida de alta resolucién
(HPLC, por sus siglas en inglés) que fue selectivo, lineal, exacto y preciso en un rango de

concentracion de 24 a 144 microgramos por mililitro.

Palabras clave: Progesterona, Disolucion, Cépsula Blanda de Gelatina, Validacion,
Aparato 3 de la USP.
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Abstract

The objective of this study was to develop and validate a dissolution method for
progesterone as an oily suspension contained in a soft gelatin capsule, and to evaluate the
sensitivity of the method to changes in formulation (differences in particle size distribution
of the suspended progesterone). Different conditions were evaluated including dissolution
apparatus, apparatus speed or oscillation, type and amount of surfactant, pH of the
dissolution medium. The best dissolution conditions were obtained using the apparatus 3
of the U.S. Pharmacopoeia, at a rate of 30 dips per minute, using 250 ml of pH 6.8
phosphate buffer containing 4% (w/v) of sodium lauryl sulphate, using 30 and 40 mesh
screen at top and bottom of the sample cell, respectively. Sinkers (from QLA Lab.
Accesories, part numebr: BSK008-JP) needs to be used for each capsule. The proposed
dissolution method was able to discriminate among the different progesterone formulations
evaluated. Samples were quantified by a liquid chromatography method (HPLC, for its
acronym in English) that was selective, linear, accurate and precise in a concentration

range of 24 to 144 micrograms per milliliter.

Keywords: Progesterone, Dissolution, Soft Gelatin Capsule, Validation, USP Apparatus
3.
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Introduccioén

La progesterona (pregn-4-en-3,20-diona), es el principal progestageno humano de origen
natural, y en su mayoria es sintetizada por el ovario y la placenta, aunque también puede
ser sintetizada por el higado y las glandulas adrenales (L.J. Roberts Il, 2001). Los
progestagenos presentan acciones fisiolégicas y farmacolégicas sobre el sistema
neuroendocrino, el sistema reproductor, las glandulas mamarias y el sistema nervioso
central, entre otros (M.l. Whitehead, 1980).

Tradicionalmente, se aceptaba que la progesterona tenia muy poca actividad
farmacoldgica por via oral, debido a que cuando se administra por esta via, experimenta
alta degradacioén por efecto del metabolismo hepatico de primer paso (V. Pucci, 2003). Por
esta razon, la progesterona era usualmente administrada como una solucién oleosa para
uso intramuscular, como gel vaginal, pesarios o como supositorios; vias que resultaban
poco aceptadas por los pacientes y por lo tanto no garantizaban el cumplimiento de la
terapia requerida (J.T. Hargrove, 1989). Sin embargo, debido a que en la década de los
80's aparecieron diversos reportes que evidenciaban el hecho que la absorcién oral de
progesterona mejoraba por el tamafio de particula y la formulacion (V. Pucci, 2003), (Z.
Chakmakjian, 1987), (F.A. Kind, 1987), (M.Cheema, 1987), una formulacién oral con
adecuada biodisponibilidad lleg6 a estar disponible a principios de la década de los 90 (V.
Pucci, 2003), la cual mostré ser efectiva principalmente para el tratamiento del sindrome
premenstrual (E.W. Freeman, 1995). La formulacién consistia de progesterona
micronizada suspendida en una base oleosa constituida por una mezcla de aceite de mani
y lecitina de soya. El producto final era una capsula blanda de gelatina, que estaba

disponible en concentraciones de 100 y 200 mg.

Debido a que la disoluciébn del activo desde su sistema de entrega, influye
significativamente en la biodisponibilidad y desempefio clinico del medicamento, el ensayo
de disolucién de formas farmacéuticas soélidas ha llegado a ser una de las especificaciones

mas importantes a ser evaluadas en un medicamento, tanto en la fase de desarrollo como
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en la fase de manufactura comercial (R. Krishna, 2008); y, debido a que no hay otro ensayo
de desempefio in vitro con tal relacion al desempefio in vivo, los ensayos de disolucién y
de liberacion del farmaco a partir del medicamento, son un requisito regulatorio
indispensable para el desarrollo y aprobacion de todas las formas sélidas orales. Ademas
de los anteriores beneficios, los ensayos de disolucién permiten la evaluacion in vitro del
efecto que las propiedades biofarmacéuticas del principio activo, de la formulacién y del
método de manufactura; tienen sobre la cantidad de principio activo liberado desde el
medicamento y la velocidad con que lo hace (Y. Qiu, 2009), lo que permite el control lote
a lote de atributos de calidad del producto que no son detectados por otros ensayos

comuUnmente realizados como la valoracion o la uniformidad de contenido.

La farmacopea de Los Estado Unidos (USP por sus siglas en inglés) en su capitulo general
<711>: “Disolucion”, describe los diferentes aparatos a ser usados en los ensayos de
disolucién; las recomendaciones de esta farmacopea fueron recientemente armonizadas
con las que para el mismo tema tienen la farmacopea europea (EP) y la farmacopea
japonesa (JP). Adicionalmente, existen guias para la industria emitidas por diferentes
organismos reguladores, (FDA Guidance for Industry: Dissolution testing of immediate
release solid oral dosage forms, 1997) e incluso articulos donde un autor o asociacién
expresa su posicién sobre el tema de disolucion en general o una aplicacion especifica
(Federation International of Pharmaceutique. FIP Guidelines for dissolution testing of solid

oral products, 2001).

La mayoria de las pruebas de disolucién que aparecen en la USP, para tabletas y capsulas
de liberacién inmediata o modificada, utilizan el aparato 1 o 2 (canastillas o paletas,
respectivamente). Sin embargo, considerando que el producto que se estudia en la
presente investigacion es el de capsulas blandas que contienen progesterona en una
matriz oleosa, una suspension semifluida del principio activo en una base oleosa, podrian
existir diversos problemas en el desarrollo de un método de disolucion para este
medicamento utilizando los aparatos anteriormente mencionados; estos problemas
incluyen: (a) que la fase oleosa forme una capa separada en la parte superior del medio
de disolucién, o (b) aparicion de gotas de aceite suspendidas en el medio. Todo esto puede
afectar negativamente la liberacion del principio activo y causar problemas con el muestreo
y cuantificacién de las cantidades disueltas, especialmente al inicio del ensayo de
disolucion (J. Hu, 2005).
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El objetivo del presente trabajo es el desarrollo y validacién de un método de disolucion
para progesterona 100 y 200 mg/capsula en una base oleosa contenida en capsula
blandas de gelatina. Se evaluaron diferentes medios de disolucion con cantidades
variables de diversos tensioactivos, diferentes aparatos de disolucién de la USP y se
desarrollé y validé un método cromatogréfico para la cuantificacion de la progesterona en
las muestras de disolucion. Al final, se evalud la capacidad del método para detectar
cambios en la velocidad y magnitud de la disoluciéon de las capsulas de progesterona,
debidos a modificaciones en la formulacién y/o pardmetros de manufactura del producto.






1. Aspectos Tedricos

1.1 Progesterona

La progesterona es secretada por los ovarios, principalmente a partir del cuerpo amarillo,
durante la segunda semana del ciclo menstrual; aunque la secrecion en realidad empieza
justo antes de la ovulacion, a partir del foliculo que esta destinado a liberar el 6vulo. La
formacion de progesterona a partir de precursores esteroides ocurre también en ovarios,

pero también en los testiculos, corteza suprarrenal y placenta (L.J. Roberts I, 2001).

La progesterona (pregn-4-en-3,20-diona) se presenta como un polvo blanco cristalino en
dos formas cristalinas; prismas ortorrdmbicos y agujas ortorrdmbicas. Su féormula
molecular es Cz1H3z02 y su estructura quimica se muestra en la Figura 1-1 (US
Pharmacopeial Convention. The United States Pharmacopeia 38, NF 33, 2016).

Figura 1-1: Estructura quimica de la progesterona
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Se encuentran cinco formas polimérficas de progesterona; las cuales difieren en sus
puntos de fusion. El polimorfo | (o forma alfa), funde entre 126 y 131°C; el polimorfo Il (o
forma beta), funde a aproximadamente 121°C. Los polimorfos Il y V son obtenidos por una
segunda fundicion del polimorfo Il. El polimorfo IV funde a aproximadamente 106°C y raras
veces es encontrado, por ultimo, el polimorfo V funde a aproximadamente 100°C (R.
Duclos, 1991).

El polimorfo recomendado para uso en productos farmacéuticos es el | (forma alfa), y por
esta razén, la USP especifica un rango de fusién entre 126 y 131°C como una prueba de

rutina para el analisis del principio activo.

De acuerdo a la USP, la progesterona es practicamente insoluble en agua, soluble en
alcohol, acetona y dioxano; pero es escasamente soluble en aceites vegetales (US
Pharmacopeial Convention. The United States Pharmacopeia 38, NF 23, 2016). El
coeficiente de reparto octanol-agua (Log Kow) €s de aproximadamente 3.9 (O”Neil., 2006).

1.1.1 Historia

En el afio de 1933, Corner y Allen aislaron una hormona a partir de los cuerpos amarillos
de cerdas, y la denominaron “progestageno”. Al siguiente afo, varios grupos en Europa
aislaron el mismo compuesto y lo denominaron “liteo-esterona”, al desconocer el nombre
previo asignado por Corner y Allen. Esta diferencia en nomenclatura se resolvié en 1935,
en una reunion social en Londres, organizada por el famosos farmacoélogo inglés Sir Henry
Dale, quien ayud6 a convencer a las dos partes de que el nombre “progesterona” era una
convencion adecuada que incorporaba elementos de las dos designaciones previas. Los
estudios posteriores sobre el compuesto aislado, fueron muy dificiles al principio, debido a
la dificultad de obtener cantidades adecuadas a partir de fuentes animales (orina

especialmente).

Los precios de la progesterona llegaron a ser de hasta 1000 délares por gramo que para
su época (década de los 30s), resultaron ser astronémicos. Ademas, la utilidad

farmacoldgica de la progesterona quedo limitada por el hecho de que, al menos con las



formulaciones disponibles en esa &poca, no tenia actividad significativa por via oral, debido
al extenso metabolismo hepatico de primer paso (L.J. Roberts II, 2001).

Las dificultades anteriores soOlo se superaron gracias a los avances que trajeron los
trabajos de varios quimicos brillantes (Goldzieher, 1989). El primero de los avances fue la
sintesis de progesterona a partir del producto vegetal diosgenina efectuada por Russel
Marker durante la década de los 40s; esta sintesis permitié la obtencion de cantidades
adecuadas, economicamente viables y libres de contaminacion transversal (lo que ocurria
con la sintesis a partir de materiales de origen animal) de la progesterona. El segundo
avance, consistié en la sintesis de los primeros progestagenos activos por via oral: los
denominados compuestos “19-nor”, que incluian la noretindrona (llevada a cabo por Carl
Djerassi en Syntex) y de su isémero estructural noretindrel (realizada por Frank Colton en
Searle). Este segundo avance fue quizas uno de los mas relevantes de su tipo durante el
siglo XX, ya que senté las bases para la fabricacion de los primeros anticonceptivos orales
eficaces, medicamentos que han tenido enorme efecto en la sociedad moderna (L.J.
Roberts II, 2001).

1.1.2 Acciones fisiologicas y farmacoldgicas

La progesterona ejerce su accion principal a través del receptor de progesterona
intracelular, aunque se ha postulado sobre un receptor de progesterona unido a la
membrana (M. Luconi, 1998), (S. Jang, 2005). Ademas, la progesterona es un antagonista
muy potente del receptor de mineralcorticoides (el receptor de la aldosterona y otros
mineralocorticoides). La progesterona previene la activacion de los receptores de
mineralcorticoides al unirse a estos receptores con una afinidad que supera incluso a la de
la aldosterona y otros corticosteroides como el cortisol y la corticosterona (R. Rupprecht,
1993). Algunas de las acciones fisioldgicas y farmacolégicas de la progesterona se

resumen a continuacion (L.J. Roberts I, 2001):

Acciones neuroendocrinas

La progesterona que se produce durante la fase luteinica del ciclo menstrual tiene dos
efectos fisioldgicos principales: primero, la disminucion de la frecuencia del generador de
impulsos hipotaldmicos y segundo, el aumento de la amplitud de los impulsos de hormona

luteinizante liberados a partir de la hipdfisis (L.J. Roberts II, 2001).
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Aparato reproductor

La progesterona liberada durante la fase luteinica del ciclo menstrual disminuye la
proliferacion endometrial impulsada por estrégenos, lo que a su vez conduce al desarrollo
de un endometrio secretor. Al final del ciclo, la cantidad de progesterona producida en el
cuerpo lateo disminuye y este es el principal detonante para la finalizacién de un ciclo
menstrual. La progesterona también influye sobre las gldndulas endocervicales, y la
abundante secrecién acuosa de las estructuras estimuladas por estrégenos se modifica
hasta ser un material escaso y viscoso. Las acciones anteriores, junto con otras menos
conocidas, disminuyen la penetracion de los espermatozoides en el cuello uterino (L.J.
Roberts II, 2001).

Glandulas mamarias

Durante el embarazo, y en menor grado durante el transcurso de la fase luteinica del ciclo
menstrual, la progesterona, junto con los estrogenos, desencadena la proliferacion de los
acinos de las glandulas mamarias. Hacia el final del embarazo, los acinos se llenan de

secreciones y la vasculatura de la glandula se halla muy aumentada (L.J. Roberts I, 2001).

Sistema nervioso central

Si se mide la temperatura corporal con sumo cuidado, a diario, durante el ciclo menstrual
normal, puede notarse un incremento de alrededor de 0.56°C a la mitad del ciclo; esto se
correlaciona con la ovulacion. El aumento de temperatura persiste durante lo que resta del
ciclo hasta el inicio del flujo menstrual. Est4 claro que dicho incremento se debe a la
progesterona, como puede mostrarse mediante administraciéon de la hormona (L.J. Roberts
I, 2001).

Glandulas mamarias

Los progestagenos poseen muchos efectos metabolicos. La progesterona en si incrementa
las concentraciones basales de insulina y el aumento de esta Gltima luego de ingestion de
carbohidratos, pero normalmente no causa un cambio de la tolerancia a la glucosa. Sin
embargo, la administracion a largo plazo de progestdgenos mas potentes, como
norgestrel, puede disminuir la tolerancia a la glucosa. La progesterona estimula la actividad
de lipoproteinas y parece aumentar el deposito de lipidos. Se ha reportado que la

progesterona y sus analogos como la medroxiprogesterona generan acciones nulas o



reducciones moderadas de las concentraciones plasmaticas de lipoproteinas de alta
densidad (L.J. Roberts II, 2001).

1.1.3 Aspectos biofarmacéuticos

El sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB) fue presentado por Gordon Amidon y
sus colaboradores en el afio 1995 (G. Amidon, 1995), como una herramienta cientifica que
permitia clasificar los farmacos basados en su solubilidad acusosa y su permeabilidad
intestinal, de la siguiente forma:

Farmacos Clase |:  alta solubilidad y alta permeabilidad.
Farmacos Clase Il:  baja solubilidad y alta permeabilidad.
Farmacos Clase lll: alta solubilidad y baja permeabilidad.

Farmacos Clase IV: baja solubilidad y baja permeabilidad.

Cuando se combina esta clasificacion con la disolucion del medicamento que contiene el
farmaco, el SCB llega a tener en cuenta los tres principales aspectos que gobiernan la
velocidad y magnitud de la absorcion oral de un farmaco: (a) disolucién del farmaco desde
el medicamento que lo contiene, (b) solubilidad del farmaco, y (c) permeabilidad del
farmaco. Esto permite que el SCB pueda ser usado para justificar bioexenciones para la
aprobacion medicamentos. Asi, cuando la disolucién in vivo de un medicamento oral de
liberacién inmediata es rapida (no menos del 85% en 30 minutos) o muy rapida (no menos
del 85% en 15 minutos) en relacidon con el vaciado gastrico y el farmaco es de alta
solubilidad, es improbable que la velocidad y la magnitud de la absorcion del farmaco
contenido en ese medicamento dependa de la velocidad de disolucién y/o el tiempo de
transito en el tracto gastrointestinal (Food and Drug Administration, 2015). Bajo tales
circunstancias, la demostracién de biodisponibilidad in vivo o bioequivalencia pudiera no
ser necesaria (bioexencion) para medicamento que contienen farmacos Clase | o Clase llI,
siempre que los excipientes utilizados no afecten significativamente la absorcién del
farmaco (L.X. Yu, 2002).

La mayoria de agencias regulatorias coinciden con el concepto de FDA (Food and Drug
Administration) de aceptar posibles bioexenciones solo en el caso de farmacos Clase | o

Clase Il (alta solubilidad), aunque la Organizacion Mundial de la Salud también contempla
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una posible bioexencion en el caso de farmacos Clase Il, cuando éstos sean acidos débiles
en un medicamento que garantiza al menos una rapida disolucion; ya que de este modo al
llegar al intestino delgado, su disolucién seria muy rapida (el pH favoreceria la rapida
disolucién de &cidos débiles como el ibuprofeno) (Series, 2006).

Ademds de los casos en los que los excipientes puedan influir en la absorcion del farmaco,
existen otras situaciones a la opcién de una bioexencién basada en el SCB para farmacos
Clase | o Clase lll. Estas situaciones incluyen: fArmacos con rango terapéutico estrecho y

productos disefiados para disolverse en la cavidad oral.

Aunque progesterona no es considerado un farmaco de rango terapéutico estrecho ni
tampoco el medicamento en capsula blanda se disefia para disolucion en la cavidad bucal,
la progesterona es, de acuerdo al SCB, un farmaco Clase Il, es decir, baja solubilidad y
alta permeabilidad (A. Dahan, 2006), y no puede ser considerado un &cido debil, por lo

gue no aplicaria para una posible bioexencion en la mayoria de agencias regulatorias.

1.1.4 Uso de cépsulas blandas para mejorar absorcion oral

En la seccién anterior se explicd el uso principal para el cual el SCB fue disefiado:
establecer posible correlacion entre la disoluciébn de un farmaco contenido en un
medicamento y la posible bioexencion de estudios in vivo para biodisponibilidad o
bioequivalencia. Sin embargo, el SCB es también una herramienta importante en el

desarrollo de medicamentos orales de accion sistémica (D. Siya, 2015).

La justificacion para el uso del SCB en el desarrollo de este tipo de medicamentos, se da
en que, para garantizar un efecto farmacoldgico, el farmaco debe comportarse como uno
de Clase I, es decir, que a través de estrategias de formulacién y/o procesos de
manufactura, el formulador debe resolver los problemas de solubilidad y/o permeabilidad

gue en principio ofrecen los farmacos diferentes a Clase I.

Como se mencion6 anteriormente, la progesterona es un farmaco Clase Il (baja solubilidad
y alta permeabilidad), por lo que los esfuerzos al momento de formular este farmaco en

una forma oral, deben ser encaminados a mejorar sus problemas de solubilidad, ya que es
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muy probable que su biodisponibilidad sea determinada por la velocidad de disolucion del
farmaco contenido en el medicamento. Las estrategias para mejorar la solubilidad en

farmacos, incluyen (P. Khadka, 2014):

¢ Micronizacion.

o Formulaciones autoemulsificables.

¢ Obtencion de sales mas solubles.

e Solubilizacién por cosolvencia o ionizacion.
e Formacion de complejos con ciclodextrinas.
e Micelas poliméricas.

e Liposomas.

e Nanoparticulas solidas lipidicas.

En el caso de progesterona, para mejorar su biodisponibilidad mejorando su solubilidad,
se han reportado algunas de las estrategias anteriores; por ejemplo, el uso de complejos
de inclusién con ciclodextrinas (F.A. Kind, 1987), en los que se ha demostrado la eficacia
de este tipo de complejos en aumentar la solubilidad de la progesterona (A. Dahan J. M.,
2010), y por ende su biodisponibilidad. Este aumento en la solubilidad de la progesterona
a través del uso de ciclodextrinas ha sido utilizado para desarrollar un método de disolucién
para capsulas de progesterona en matriz oleosa (A. Besisns, 2008). Este método de
disolucion utiliza el Aparato | de la USP operado a 150 rpm y con 1000 mL de Agua con
1% de Kleptose® (beta ciclodextrina, obtenida de Roquette, Francia). Sin embargo, en
ensayos preliminares realizados en el Laboratorio Farmacéutico que respaldd
econ6micamente la presente tesis, este método no mostré poder discriminatorio entre
férmulas con diferencias en tamafio de particula, y el tiempo de la prueba (6 horas) es muy
largo para poder ser aplicado en forma rutinaria para control de calidad de los lotes

fabricados.

En el caso de la formulacién de progesterona en capsulas blandas, el aumento en la
biodisponibilidad utiliza la combinacién de dos estrategias: (a) la micronizacién, que tal
como se espera es efectiva aumentando la velocidad de disolucion en farmacos Clase |
(J.T. Hargrove, 1989), y (b) formulacién a base de lipidos ya que la absorcion de este

farmaco es favorecida por una dieta rica en lipidos y al mismo tiempo minimiza, mediante
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el incremento del transporte linfatico, el marcado efecto de primer paso hepatico que sufre
la progesterona (Lignieres., 1999), (F.A. Kind, 1987), lo que normalmente ocasiona que
una vez absorbida, la progesterona sea metabolizada rapidamente a varios metabolitos
menos activos, como pregnanediol, pregnenolona, entre otros (U.B. aespOttossom, 1984).
El resultado es un incremento en la bidisponibilidad de la progesterona en capsula blanda
con contenido oleoso, cuando es comparada con la misma dosis en una forma
farmacéutica como tableta o capsula dura, en las cuales no es sencillo acomodar

cantidades significativas de lipidos.

El hecho de que la absorcidn de la progesterona debiera ser principalmente afectada por
su velocidad de disolucion, le da vital importancia al contar con un método de disolucién
gue pueda detectar y cuantificar diferencias significativas entre lotes con diferente tamafio
de particula de manera que dicho método pueda no sélo guiar el desarrollo de
formulaciones similares y utilizarlo de manera rutinaria para el control de calidad de los
lotes fabricados, sino que pudiera también ser utilizado para establecimiento de una
correlacion in vitro in vivo aceptable, lo que es esperado para farmacos Clase |l donde la
absorcion es principalmente afectada por la velocidad de disolucién del farmaco desde el
medicamento, lo que permitiria a fututo el poder relizar cambios en la formulacién o en el
proceso de manufactura sin requerir nuevos estudios in vivo (ICH: International Conference

of Harmonozation, 2006)

1.1.5 Aspectos farmacocinéticos

La informacion de esta seccion es tomada del inserto aprobado a la fecha para el producto
referente en el mercado de Estados Unidos: Prometrium® 100 and 200 mg (Solvay

Pharmaceuticals, Inc, 2013).
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Absorcion:

Luego de la administracion oral de progesterona micronizada, suspendida en una matriz
oleosa y contenida en una cépsula blanda, las concentraciones méaximas plasmaticas se
obtienen en las siguientes 3 horas aproximadamente. Las concentraciones de
progesterona en suero parecen ser lineales y proporcionales a la dosis administrada, en
un rango de 100 mg/dia a 300 mg/dia administrada a mujeres pos-menopadsicas. Aunque
dosis mayores a 300 mg/dia no han sido estudiadas en mujeres, las concentraciones en
suero en un estudio realizado a voluntarios hombres, mostré igualmente linealidad vy
proporcionalidad en la dosis en un rango de 100 mg/dia a 400 mg/dia y, la farmacocinética

fue en términos generales consistente con la observada en mujeres.

Distribucién.
De la progesterona que pasa a sangre, entre un 96% a 99% se une a proteinas,

principalmente a la albumina (50% a 54%) y a la transcortina (43% a 48%).

Metabolismo.

La progesterona es metabolizada principalmente, y de manera significativa, en el higado
produciendo pregnanedioles y pregnanolona, los cuales son conjugados en el higado en
metabolitos de tipo glucorénido y sulfato. Los metabolitos de progesterona que son
excretados en la bilis pueden ser des-conjugados y posteriormente metabolizados en el

intestino por un mecanismo de reduccion, dehidroxilacion y epimerizacion.

Excrecion.
Los metabolitos principales de progesterona son excretados en la bilis y la orina y son
eliminados principalmente por el rifidn. Los metabolitos que son excretados en la bilis

pueden experimentar reciclamiento entero-hepatico o ser excretados por las heces fecales.

1.2 Ensayos de disolucion

El ensayo de disolucion es una de las pruebas actualmente utilizadas para demostrar el
desempefio de una forma de dosificacién sélida para uso oral, pues el farmaco requiere
estar disuelto como paso previo a su absorcion, para que el producto ejerza una accion
farmacologica. Este ensayo no sélo proporciona informacion valiosa para el control de

calidad, formulacion y proceso de manufactura de un producto, sino que permite en
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muchos casos la evaluacién del desempefio in vivo de un producto farmacéutico (M.
lagace, 2004), (Y. Qiu, 2009).

Un ensayo de disolucion se define como una prueba de calidad que provee una medida
de la cantidad y velocidad en que un farmaco se libera y disuelve desde un medicamento
hacia un medio acuoso, bajo unas condiciones especificadas. El perfil de disolucion del
farmaco, desde el medicamento hacia el medio acuoso, es la resultante de una
combinacién de propiedades del principio activo, disefio de la formulacion, proceso de
manufactura, y el ambiente mecanico y quimico que se establecié para el ensayo de
disolucion. La contribucién y la influencia de cada uno de estos factores deben ser
cuidadosamente evaluadas al momento del desarrollo de un ensayo de este tipo (Brown,
2014).

El desafio para las personas encargadas del desarrollo de este tipo de ensayos es
encontrar las condiciones adecuadas del mismo, que permitan utilizarlo no solo para guiar
el proceso de desarrollo, sino también para encontrar desviaciones del proceso de
manufactura indetectables por otros ensayos como la valoracion, y, mas importante aun,
demostrar adecuada predictibilidad del comportamiento in vivo del producto farmacéutico;
de hecho, un ensayo de disolucion, al que se le ha demostrado adecuadamente su
predictibilidad para desempefio in vivo (correlacion), puede ser utilizado para requerir
exenciones a estudios de bioequivalencia para un producto farmacéutico en desarrollo o

al que se le han hecho cambios durante su comercializacion (Y. Qiu, 2009).

En un estudio internacional realizado en 1996 (Carrico, 1996), se catalogé a este tipo de
ensayos como uno de los que producia mayor variabilidad de resultados, ya que en
muchos casos no se detectaban diferencias significativas debidas a la formulacion, y en
otros casos, se detectaban diferencias no relacionadas a los productos evaluados sino a
la misma variabilidad del ensayo. Por eso, el ensayo de disolucion debe ser robusto y

detectar soélo diferencias significativas debidas al producto analizado.

La relacion entre los ensayos de disolucion y el desempefio in vivo, se debe a que para
que el farmaco contenido en una forma oral sea absorbido debe primero liberarse desde

el medicamento, luego disolver y por dltimo permear por las barreras del intestino, y, los
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dos primeros procesos se pueden evaluar mediante un ensayo de disolucion (M. Ansari,
2004). Debido a lo anterior, y a que en la actualidad no se cuenta con otro tipo de ensayo
in vitro para medir el desempefio de formas sélidas orales con relacién a su desempefio in
Vvivo, los ensayos de disolucién han llegado a ser pieza clave en la documentacion exigida
por la mayoria de entidades regulatorias, para justificar el desarrollo de formas sélidas

orales.

1.2.1 Aparatos de disolucion

Tanto en la farmacopea de Estados Unidos como en la de Europa (EP) y de Japén (JP),
contemplan aparatos de disolucién desde hace varias décadas. Recientemente, a través
de la Conferencia Internacional de Armonizacion (ICH), estas tres entidades han
armonizado sus recomendaciones sobre disolucién incluyendo lo relacionado a aparatos,

procedimientos y criterios de aceptacién, entre otros temas.

Los aparatos de disolucién disponibles son en general para formas farmacéuticas sélidas
orales, tanto para liberacibn inmediata como modificada; aunque también estan
disponibles para formas farmacéuticas liquidas (como las suspensiones), semisdlidas e
incluso parches. En este ultimo caso, son basicamente modificaciones de los aparatos
para formas orales. La Tabla 1-1 muestra los diferentes aparatos aceptados por las

farmacopeas cubiertas por ICH, asi como su principal aplicacion.

Tabla 1-1 Aparatos de disolucion para formas farmacéuticas solidas orales incluidos en
las farmacopeas cubiertas por ICH.

Aparato Nombre Principal Aplicaciéon Aceptado por

1 Aparato con canastilla Tabletas USP, EP, JP
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Tabletas y capsulas
2 Aparato con paleta de liberacioén USP, EP, JP
modificada

3 Cilindro Oscilante . Pro.d,uctos de. USP, EP
liberacion extendida

Productos con
4 Celda de Flujo farmacos de baja USP, EP, JP
solubilidad.

A continuacién, se describe la configuracion de los aparatos utilizados en formas
farmacéuticas orales, de acuerdo a lo aceptado por USP (US Pharmacopeial Convention.
The United States Pharmacopeia 38, NF 33, 2016).

Aparato 1: Aparato con canastilla

El aparato consiste de: un vaso, con o sin tapa, de vidrio u otro material inerte y
transparente; un motor; un eje propulsor metalico y una canastilla cilindrica. El vaso esta
parcialmente sumergido en un bafio de agua adecuado de cualquier dimension
conveniente o recibe calor de un dispositivo adecuado, como por ejemplo una camisa de
calentamiento. Durante el transcurso de la prueba, el bafio de agua o dispositivo de
calentamiento mantienen la temperatura en el interior del vaso a 37 + 0.5°C y garantizan
gue el fluido del bafio se mantenga en movimiento suave y constante. Ninguna parte del
equipo, ni el entorno en el cual esta colocado, aumenta significativamente el movimiento,
agitacion o vibracion, por encima de los producidos por el elemento de agitacion que gira
con suavidad (US Pharmacopeial Convention. The United States Pharmacopeia 38, NF
33, 2016).

Es preferible emplear un aparato que permita observar la muestra y el elemento de
agitacion durante la prueba. El vaso es cilindrico y de fondo semiesférico con las siguientes

dimensiones y capacidades que se muestran en la Tabla 1-2.
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Tabla 1-2 Dimensiones de los vasos utilizados para Aparato |, de acuerdo a USP.

Capacidad Nominal

Altura

Diametro

1L

Entre 160y 210 mm

Entre 98 y 106 mm

2L

Entre 280 y 300 mm

Entre 98 y 106 mm

4L

Entre 280 y 300 mm

Entre 145y 155 mm

Las paredes del vaso cilindrico tienen un reborde en el extremo superior. Se puede utilizar

una tapa de ser necesario para reducir la evaporacién. Colocar el eje propulsor de forma

tal que su eje central guarde una distancia maxima de 2 mm con respecto a cualquier punto

del eje vertical del vaso y rote suavemente sin fluctuaciones significativas que pudieran

afectar los resultados. Emplear un dispositivo para regular la velocidad con el objeto de

mantener y seleccionar la velocidad de rotacién del eje propulsor a la velocidad solicitada

en la monografia 0 método de analisis con una aproximaciéon de +4% (US Pharmacopeial

Convention. The United States Pharmacopeia 38, NF 33, 2007).

Los componentes del eje y de la canastilla del elemento de agitacion son de acero

inoxidable 316 o de otro material inerte, segun las especificaciones de la Figura 1-2.

Figura 1-2 Especificaciones para eje y canastilla del Aparato 1. (Tomado de US
Pharmacopeial Convention. The United States Pharmacopeia 38, NF 33, 2016).
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Se puede emplear una canastilla con un recubrimiento de oro de aproximadamente 0.0001
pulgadas (2.5 micras) de espesor. La unidad de dosificacion se coloca en una canastilla
seca al comienzo de cada prueba. La distancia entre el fondo interno del vaso y el fondo

de la canastilla se mantiene a 252 mm durante la prueba.

Aparato 2: Aparato con paleta

Este aparato es similar al Aparato |, excepto que se usa una paleta compuesta por un aspa
y un eje como elemento de agitacion. Se coloca el eje propulsor de forma tal que su eje
central guarda una distancia maxima de 2 mm con respecto a cualquier punto del eje
vertical del vaso y rota suavemente sin fluctuaciones significativas que pudieran afectar los
resultados. La linea central vertical del aspa esta alineada con el eje propulsor de forma
tal que el extremo inferior del aspa esta nivelado con el extremo inferior del eje propulsor.

La paleta cumple con las especificaciones que se muestran en la Figura 1-3.

Figura 1-3 Especificaciones para la paleta de Aparato 2. (Tomado de US Pharmacopeial
Convention. The United States Pharmacopeia 38, NF 33, 2016).
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La distancia entre el fondo interno del vaso y el borde inferior del aspa se mantiene a 25+2

mm durante la prueba.

El aspa metélica o de otro material inerte adecuado y el eje forman una unidad. En algunos
casos, se puede usar un dispositivo desmontable de dos partes adecuado, siempre y
cuando las partes permanezcan firmemente ajustadas durante la prueba. El eje y el aspa

de la paleta pueden estar recubiertos con un material inerte adecuado.

Al momento de la prueba se recomienda dejar que la unidad de dosificaciéon se hunda
hasta el fondo del vaso antes de empezar a rotar el aspa. A las unidades de dosificacion
se les puede agregar una pieza pequefia, suelta, de algin material no reactivo, como por
ejemplo un par de vueltas de alambre, (sinkers) para evitar que floten. Es importante que

estos sean similares en peso y forma ya que pueden afectar los resultados de disolucion

(R.A. Soltero, 1989).
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Aparato 3: Cilindro oscilante

Este aparato ha tenido una relativamente corta historia desde que fue propuesto por

Beckett (I. Borst, 1979) y finalmente fue incorporado a la USP en el afio de 1991.

Inicialmente el aparato fue propuesto como alternativa a los aparatos 1y 2 en la evaluacion
de disolucion en productos con liberacion extendida, ya que era necesario establecer
correlaciones in vitro in vivo (IVIVC) y los datos de disolucién que se obtenian con los
aparatos 1 y 2 estaban muy afectados por variables propias de esos equipos, como la
formacion de conos y el efecto de vibraciones externas (Yu, 2002); el aparato 3 ofrece las
ventajas de emular los cambios en las condiciones fisicoquimicas y mecénicas

experimentados por los medicamentos en el tracto gastrointestinal (1. Borst, 1997).

La mayor parte del uso que se le da a este aparato, esta relacionada con formas de
liberacion extendida; de hecho, existen varios reportes que comparan los perfiles de
disolucion de varios productos de este tipo, obtenidos con aparatos 1 o 2, versus con
aparato 3, y cémo, en muchos casos se obtienen mejores correlaciones IVIVC con el
aparato 3 (Borst, 1991), (C. Civiale, 1991). Sin embargo, actualmente se evalla el uso de
este aparato para formas solidas de liberacion inmediata que presentan problemas de
disolucién en los aparatos 1 y 2, como es el caso de capsulas blandas con contenido
oleoso, tabletas o capsulas con activos de alta solubilidad como metoprolol y ranitidina, e

incluso con activos de baja solubilidad como Aciclovir (Yu, 2002).

El disefio del Aparato 3 estd basado en el aparato de desintegracion. El equipo se compone
de un grupo de vasos cilindricos de vidrio de fondo plano, un grupo de cilindros oscilantes
de vidrio, accesorios de un material inerte (de acero inoxidable 316 o de otro material
adecuado) y mallas de un material adecuado no absorbente ni reactivo, que se fijan a la
parte superior e inferior de los cilindros oscilantes; un motor y una transmision que hacen
oscilar los cilindros en sentido vertical dentro de los vasos y, de ser necesario, traslada los
cilindros oscilantes en sentido horizontal hacia otra hilera de vasos. Los vasos estan
parcialmente sumergidos en un bafio de agua adecuado de un tamafio conveniente que
permita mantener la temperatura a 37 + 0.5°C, durante la prueba. Ninguna parte del

equipo, ni el entorno en el cual el equipo estd instalado, produce una cantidad importante
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de movimiento, agitacion o vibracion, que exceda la oscilacion vertical suave del cilindro
oscilante. Se usa un dispositivo que permite seleccionar la velocidad de agitacion y
mantenerla a la velocidad de inmersion especificada en la monografia dentro de + 5%. Es
preferible emplear un aparato que permita observar las muestras y los cilindros oscilantes.
Los vasos cuentan con una tapa de evaporacion que permanece colocada durante la

prueba. Los componentes se ajustan a las dimensiones que se indican en la Figura 1-4.

Figura 1-4 Especificaciones para celdas y vasos del Aparato 3. (Tomado de US
Pharmacopeial Convention. The United States Pharmacopeia 38, NF 33, 2016).
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Aparato 4: Celda de flujo

EL equipo se compone de un depdsito y una bomba para el medio de disolucion, una celda

de flujo y un bafio de agua que mantiene el medio de disolucion a 37 + 0.5°C, durante la
prueba. Cada monografia especifica la celda a utilizar.

Para este aparato existen diferentes tipos de celda dependiendo de la forma de
dosificacion a evaluar: Existen celdas para tabletas, polvos, supositorios, capsulas durasy

blandas (existe una especifica para capsulas blandas con contenido oleoso), e incluso
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formas de depdsito como los llamados stents. En el caso de productos orales, las celdas
pueden ser de 12 0 22.6 mm de didametro que corresponden a aproximadamente 8 o 19
mL respectivamente. Pueden adicionarse esferas de vidrio para cambiar el tipo de flujo
dentro de la celda de turbulento (sin esferas) a linear (con celdas) (Fotaki, 2009).

El flujo a través del aparato puede operar de dos modos: (1) Abierto, donde medio fresco
del reservorio continuamente pasa a través de la celda que contiene la forma de
dosificacién, y (2) cerrado, donde un volumen fijo de medio pasa varias veces por la celda.

Esto se muestra con mayor claridad en la Figura 1-5 y Figura 1-6, para modo abierto y

cerrado, respectivamente.

Figura 1-5 Aparato 4 operado en modo abierto. (Tomado de US Pharmacopeial
Convention. The United States Pharmacopeia 38, NF 33, 2016).

Celda con forma de

dosificacion —

Depésito del medio
de disolucion

Figura 1-6 Aparato 4 operado en modo cerrado. (Tomado de US Pharmacopeial
Convention. The United States Pharmacopeia 38, NF 33, 2016).
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Para el desarrollo del presente trabajo se contemplé inicialmente la evaluacién de los

aparatos de disolucion 1 y 2, ya que son los mas comunmente utilizados por los

laboratorios de andlisis y eso garantizaria la aplicaciéon del método de manera rapida. Sin

embargo, debido a que basados en la experiencia del laboratorio farmacéutico que

colaboré con el presente trabajo, y a algunos reportes de literatura (J. Hu, 2005) que debido

al disefio de estos aparatos los resultados de disoluciéon podrian ser muy variables, se

contempl6 también la evaluacién del Aparato 3 y si este no funcionaba, se evaluaria el

Aparato IV.
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2. Objetivos

2.1. General

Desarrollar, estandarizar y validar un método de disolucion para progesterona en
suspension oleosa contenida en capsula blanda de gelatina y evaluar la sensibilidad de
dicho método a modificaciones significativas en formulacién y/o manufactura, que pudieran

relacionarse a cambios en el desempefio in vivo del producto.

2.1. Especificos

e Desarrollar, estandarizar y validar una metodologia analitica para la cuantificacion

de las muestras de progesterona procedentes de la prueba de disolucion.

e Evaluar en forma comparativa el empleo de diferentes aparatos de disolucion
incluidos en la USP, en el desarrollo de un método de disolucion para formulaciones

oleosas de progesterona contenidas en capsula blanda de gelatina.

e Evaluar la capacidad del método de disolucion desarrollado para evidenciar
cambios en la liberacion del IFA, ocasionados por modificaciones en la formulacion

y/o manufactura del producto.
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3. Parte Experimental

3.1 Materiales

En esta investigacién se emplearon los siguientes reactivos y materiales:
e Agua Tipo | para andlisis de laboratorio.

e Dodecil sulfato de sodio (DDS o LSS, CAS 151-21-3, pureza >99.0% en fraccion

masica).
e Polisorbato 80 (Tween 80, mono-oleato de polioixietilen sorbitan, CAS 9005-65-6).
e Acido clorhidrico (HCI, CAS 7647-01-0, pureza 37% p/v).

e Acetato de sodio (sal sédica del &cido acético, CAS 127-09-3, pureza entre 99.0.101%

en base seca, fraccidon masica).
e Acido fosforico (CAS 7664-38-2, pureza >85% fraccion masica).

¢ Fosfato monobasico de sodio, di-hidratado (CAS 13472-35-0, pureza > 99.5% en base

seca, fraccion mésica).

e Fosfato dibasico de sodio anhidro, anhidro (CAS 7558-79-4, pureza >99.95% en

fraccibn masica).
e Acido acético glacial (CAS 64-19-7, pureza >99.5%).
e Acetato de sodio, anhidro (CAS 127-09-3, pureza >99% en fraccidbn masica).

e Tetraborato de sodio, decahidratado (CAS 1303-96-4, pureza >99.5% en fraccion

masica).

e Hidroxido de sodio anhidro, escamas (Soda caustica, CAS 1310-73-2, pureza >98%

en fraccion masica).
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3.2 Equipos

En esta investigacién se emplearon los siguientes equipos:

e Aparato de disolucion (1 y 2) de la Farmacopea de Estados Unidos (USP). Marca
Distek, modelo 6100.

e Aparato de disolucion (1 y 2) de la Farmacopea de Estados Unidos (USP). Marca
Distek, modelo 7100.

e Aparato de disolucién (3) de la Farmacopea de Estados Unidos (USP). Marca Varian,
modelo BIO-DIS.

e Bafio termostatado con agitacién. Marca Julabo, modelo SW23.

e Cromatografo liquido de alta eficiencia. Marca Agilent, modelo 1200.
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3.3 Metodologia

3.3.1 Desarrollo y validacion de la metodologia analitica

Se comenzé evaluando la elucion de una solucién de progesterona de aproximadamente
0.05 mg/mL en metanol. Como fase movil se utilizé6 agua con diferentes proporciones de
metanol o acetonitrilo; no se esperaba efecto del pH en la separacién, debido a que la
progesterona no posee grupos ionizables, al menos en el rango de pHs en los que se

trabaja la fase reversa.

Para la busqueda de las condiciones cromatogréficas, se definieron los siguientes

parametros en el software:

a) Dos columnas: C18y C8.

b) Dos opciones de fase mévil: Metanol:agua o Acetonitrilo:agua.

c) Volumen de inyeccion de 10 microlitros.

d) Temperatura del horno: entre 30°C y 40°C.

e) Parametros de pico: no menos de 1500 platos teéricos y no mas de 1.5 de factor
de cola, ambos medios por método USP.

f) Entregar el método mas corto posible y nunca mayor a 12 minutos; este tiempo
maximo se considera adecuado en el laboratorio para métodos de un sélo activo.

g) Longitud de onda: 241 nanémetros.

Una vez se seleccionaron las condiciones cromatograficas, a partir de la informacién
entregada por el software ChromsWord Auto, se procedié a la estandarizacion de la
metodologia analitica, iniciando con la evaluacion del parametro de selectividad. Para ello,
se inyectaron varios medios de disoluciéon con la méxima cantidad estimada a ser usada
de lauril sulfato de sodio (LSS) y Polisorbato 80 (Tween 80). Esta cantidad maxima se
definié luego de una busqueda en la USP para el uso de esos tensioactivos en medios de
disolucién para compuestos con baja solubilidad; si el método era selectivo con la maxima

cantidad, lo seria, por ende, para cantidades menores de cada tensioactivo evaluado.

La selectividad de evalu6 examinando si alguno de los medios generaba sefiales que

interfirieran con la cuantificaciébn del pico de progesterona; si alguno de los medios
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interferia con la cuantificacion del pico, el método entonces, debia ser modificado para

evitar dicha interferencia, ya que en este punto cualquiera de los medios utilizados podria

ser el que finalmente se escogiera. Los medios evaluados se resumen en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Medios de disolucién utilizados para la evaluacion de selectividad en las

condiciones cromatogréficas iniciales.

Solvente % (p/v) de LSS en el % (p/v) de Tween 80 en el
Solvente Solvente

0 0

Agua 4 0

0 2

0 2

Jugo Gastrico Simulado, 4 0
USP

0 2

0 0

Acido Clorhidrico 0.1N 4 0

0 2

0 0

Tampon de Acetato, pH 4 0
4.5

0 2

0 0

Tampon de Fosfato, pH 4 0
6.8

0 2

Una vez finalizada la estandarizacion de la metodologia, se inici6 la validacion de la misma;

para mayor detalle de la metodologia empleada para la validacion, por favor revisar el

Anexo A.
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3.3.2 Determinacion de condiciones sumidero (condiciones sink).

Se determind la solubilidad en equilibrio para la progesterona en varios medios acuosos
(diferentes pHs), y con cantidades crecientes de LSS o Tween 80: maximo 4 y 2% (p/v),

respectivamente. Las Tablas 3-2; 3-3; 3-4 y 3-5, resumen los medios utilizados.

En cada uno de los medios, se adicion6 (por duplicado) una cantidad en exceso de
progesterona y se agité durante 8 horas en un agitador mecanico; luego se colocaron los
recipientes en un bafio a 37°C+1°C por una hora, y finalmente se dejaron las muestras en
reposo por no menos de 12 horas (ensayos previos mostraron que luego de 8 horas se
alcanzaba el equilibrio), con el objetivo de que precipitara la progesterona en exceso. Al
final, en todos los casos se observé progesterona sin disolver y una fase en solucién que

debe estar saturada del activo.

Las muestras se diluyeron a volumen con cada uno de los medios evaluados, se filtraron
y se inyectaron en el cromatdgrafo; se hicieron las diluciones correspondientes cuando asi
se requeria con cada uno de los medios. Las muestras se analizaron con la metodologia
HPLC y se determiné la cantidad disuelta en la dilucion inicial, expresada como mg de

progesterona por mL de cada medio.

Tabla 3-2: Medios evaluados para condiciones de sumidero, cuando el solvente utilizado
fue agua.

.- . % (p/v) de LSS en % (p/v) de Tween
Solvente Codigo del Medio el Solvente 80 en el Solvente
A-0.0 0.0 0.0
A-LSS-0.5 0.5 0.0
A-LSS-1.0 1.0 0.0
A-LSS-1.5 15 0.0
Agua A-LSS-2.0 2.0 0.0
A-LSS-2.5 2.5 0.0
A-LSS-3.0 3.0 0.0
A-LSS-3.5 35 0.0
A-LSS-4.0 4.0 0.0
A-T80-0.1 0.0 0.1
A-T80-0.3 0.0 0.3
Agua A-T80-0.5 0.0 0.5
9 A-T80-1.0 0.0 1.0
A-T80-1.5 0.0 1.5
A-T80-2.0 0.0 2.0
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Tabla 3-3: Medios evaluados para condiciones de sumidero, cuando el solvente utilizado

fue jugo gastrico simulado, sin enzimas (JGS).

% (p/v) de LSS en

% (p/v) de Tween

Solvente Codigo del Medio el Solvente 80 en el Solvente
JGS-0.0 0.0 0.0
JGS-LSS-0.5 0.5 0.0
JGS-LSS-1.0 1.0 0.0
Jugo Géstrico JGS-LSS-1.5 1.5 0.0
Simulado JGS-LSS-2.0 2.0 0.0
JGS-LSS-2.5 2.5 0.0
JGS-LSS-3.0 3.0 0.0
JGS-LSS-3.5 3.5 0.0
JGS-LSS-4.0 4.0 0.0
JGS-T80-0.1 0.0 0.1
JGS-T80-0.3 0.0 0.3
Jugo Gastrico JGS-T80-0.5 0.0 0.5
Simulado JGS-T80-1.0 0.0 1.0
JGS-T80-1.5 0.0 1.5
JGS-T80-2.0 0.0 2.0

Tabla 3-4: Medios evaluados para condiciones de sumidero, cuando el solvente utilizado
fue tampdn de acetato de pH 4.5 (ACE).

% (p/v) de LSS en

% (p/v) de Tween

Solvente Codigo del Medio el Solvente 80 en el Solvente
ACE-0.0 0.0 0.0
ACE-LSS-0.5 0.5 0.0
ACE-LSS-1.0 1.0 0.0
. ACE-LSS-1.5 1.5 0.0
Tampog‘HA:_estato de m ACE-LSS-2.0 2.0 0.0
ACE-LSS-2.5 2.5 0.0
ACE-LSS-3.0 3.0 0.0
ACE-LSS-3.5 3.5 0.0
ACE-LSS-4.0 4.0 0.0
ACE-T80-0.1 0.0 0.1
ACE-T80-0.3 0.0 0.3
Tampon Acetato de ACE-T80-0.5 0.0 0.5
pH 4.5 ACE-T80-1.0 0.0 1.0
ACE-T80-1.5 0.0 1.5
ACE-T80-2.0 0.0 2.0
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Tabla 3-5: Medios evaluados para condiciones de sumidero, cuando el solvente utilizado
fue tampdn fosfato de pH 6.8 (FOS).

% (p/v) de LSS en

% (p/v) de Tween

Solvente Codigo del Medio el Solvente 80 en el Solvente
FOS-0.0 0.0 0.0
FOS -LSS-0.5 0.5 0.0
FOS -LSS-1.0 1.0 0.0
Tampén Fosfato de FOS-LSS-1.5 1.5 0.0
oH 6.8 FOS-LSS-2.0 2.0 0.0
FOS-LSS-2.5 2.5 0.0
FOS-LSS-3.0 3.0 0.0
FOS-LSS-3.5 3.5 0.0
FOS-LSS-4.0 4.0 0.0
FOS-T80-0.1 0.0 0.1
FOS-T80-0.3 0.0 0.3
Tampoén Fosfato de FOS-T80-0.5 0.0 0.5
pH 6.8 FOS-T80-1.0 0.0 1.0
FOS-T80-1.5 0.0 1.5
FOS-T80-2.0 0.0 2.0

3.3.3 Seleccidn del Aparato de Disolucién.

Se analiz6 la disolucion de un lote del producto terminado (uno de 100 mg/capsula y uno

de 200 mg/capsula), en los aparatos 1 (canastillas), 2 (paletas) y 3 (cilindro oscilante) de

la USP. Cada uno de estos aparatos se utilizé a las velocidades maximas recomendadas
de acuerdo a la USP <711>:

» Aparato 1: 900 mL de buffer fosfato pH 6.8 con 4%(P/V) de LSS, a 150 revoluciones
por minuto (rpm). Sin sinkers.
» Aparato 2: 900 mL de buffer fosfato pH 6.8 con 4%(P/V) de LSS, a 100 revoluciones
por minutos (rpm). Con sinkers.
» Aparato 3: 250 mL de buffer fosfato pH 6.8 con 4%(P/V) de LSS, a 40 inmersiones

(dips) por minuto. Con sinkers.

NOTA: en todos los casos se utilizaron “sinkers” para evitar la flotacion de la capsula

durante la prueba.
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Como medio de disolucion se utilizé la combinacién de solvente y tensioactivo, que de
acuerdo a los datos de la Seccion 3.3.3, mostré la mayor solubilidad en equilibrio para
progesterona.

El objetivo de combinar las condiciones de medio y velocidad méas favorables para la
disolucién, fue el de encontrar una o0 mas combinaciones en donde al analizar una muestra
del producto terminado, se obtuviese un porcentaje disuelto de al menos 85% a un tiempo
de no mas de 60 minutos. Se considerd que, con esta limitacion se evitaria el desarrollar
una metodologia de disolucién poco practica para uso rutinario en el control de calidad del

producto terminado.

Las condiciones seleccionadas fueron sélo el punto de partida para seleccionar las
condiciones finales de disolucién, que garantizaran discriminacién entre lotes con
diferencias significativas que pudieran afectar su velocidad de disolucion, pero en un
tiempo de prueba razonable para ser aplicado como método de control de calidad lote a

lote (no mas de 60 minutos).

3.3.4 Selecciéon de condiciones de disolucion.

En este punto, ya se habia seleccionado el aparato de disolucién y a través de un disefio
Plackett-Burman se realizé un tamizaje (screening) de las variables que podian afectar el

poder discriminatorio del método de disolucion.

Se seleccionaron dos lotes del producto con diferencias en su distribucién de tamafio de
particula, y se analizaron en las condiciones de disolucion de acuerdo al disefio propuesto
(ver Figura 3-1). Seis unidades de cada lote se utilizaron para realizar un perfil de disolucion
comparativo y se calcul6 el valor de similitud (f2) entre los perfiles de cada producto, en

cada una de las condiciones de disolucién de acuerdo al disefio.
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Figura 3-1 Disefio experimental utilizado para la seleccion de las condiciones de
disolucion en el aparato 3.

Mo X X, Xy X, X X, X,
1 -1 -1 -1 +1 -1 +1 +1
2 +1 -1 -1 -1 +1 -1 +1
3 +1 +1 -1 -1 -1 +1 -1
bl -1 +1 +1 -1 -1 -1 +1
3 +1 -1 +1 +1 -1 -1 -1
i -1 +1 -1 +1 +1 -1 -1
T -1 -1 +1 -1 +1 +1 -1
¥ +1 +1 +1 +1 +1 +1 +1

Para este calculo se utilizé el método del modelo independiente. Este modelo calcula un
factor de diferencia (f1) y un factor de similitud (f2) para la comparacién de dos perfiles de
disolucion (J.W. Moore, 1996).

El factor de diferencia (f1) calcula el porcentaje de diferencia entre los dos perfiles a cada
tiempo de muestreo y es una medida del error relativo entre las dos curvas; f1 se calcula
mediante la Ecuacién 3-1. Por otro lado, el factor de similitud (f2) es una transformacion de
raiz cuadrada reciproca logaritmica de la suma de error al cuadrado y es una medida de
la similitud en el porcentaje disuelto de cada producto comparado; se calcula mediante la

Ecuacion 3-2.

Ecuacion 3-1 Férmula para el célculo del factor de diferencia (f1) por el método del modelo
independiente.

f1= {[Tea” [Rt- T[]/ [Sea” R} X 100

Ecuacion 3-2 Férmula para el calculo del factor de similitud (f2) por el método del
modelo independiente.

f2 = 50 X Log {[1+ (1/n) Te=1" (Rt — Tt)2 5 X 100}
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Donde:
n, es el numero de puntos de muestreo.

Rt, es el porcentaje promedio de disolucion de uno de los productos (el que se usa como
referencia) al tiempo “t”.

Tt, es el porcentaje promedio de disolucion del otro producto (del que se desea comparar
contra la referencia) al tiempo “t”.

Con los valores de f2, se calculd el porcentaje de similitud entre los perfiles y esa fue la
respuesta utilizada para establecer el efecto de cada variable. Con base en estos
resultados se definieron valores fijos para algunos pardmetros y los de mayor efecto sobre
la respuesta, se evaluaron separadamente para encontrar un valor que nos mostrara la
mayor diferencia entre los dos productos que se sabia diferian significativamente en su

distribucién de tamafio de particula.

Lo que se buscaba era escoger el valor de cada variable que maximizara el porcentaje de
diferencia entre los dos productos que se sabia tenian diferencias significativas en su
tamafio de particula; en otras palabras, escoger los valores de cada variable que hicieran
gue el método pudiera discriminar estos dos productos. Los experimentos se corrieron en

orden aleatorio.

3.3.5 Evaluacion del poder discriminatorio del método

En este punto ya se habian seleccionado todas las condiciones del método de disolucion
y el propdsito de esta seccion era el de evaluar qué tanto el método de disolucion
diferenciaba, mediante la comparacion de perfiles de disolucion (f2), entre dos productos

gue se consideraban significativamente diferentes. Esta seccion se dividié en dos partes:

Evaluacién de perfiles de disolucion de dos productos para los cuales se habia
determinado que no cumplian los criterios de bioequivalencia; se realizaron los perfiles de
disolucion de esos dos productos con la metodologia propuesta y se esperaba que estos

perfiles arrojaran un valor de f2 menor a 50.
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La segunda parte de esta evaluacidén consistié en evaluar los perfiles de disolucion a
aquellos productos que a propdsito se le realizaron cambios en la formulacion y/o
parametros de procesos, que se identificaron como potenciales factores influyentes en la
velocidad de disolucién del producto, como el espesor de la pelicula de gelatina y el tamafio

de particula de la formulacion.
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4. Resultados y discusion

4.1 Desarrollo y validacién de la metodologia analitica

El andlisis del software, luego de la combinacion de todas las opciones de los pardmetros
mencionados anteriormente, arrojo las siguientes condiciones cromatogréficas, ver Tabla
4-1.

Tabla 4-1 Condiciones cromatograficas HPLC para el andlisis de muestras de disolucion.

Parametro Valor
Columna Zorbax XDB C18 (150 X 4.6)mm, 5 micras
(Agilent: 993967-902)
Fase Movil Metanol : Agua (80 : 20)
Volumen de Inyeccidn 10 microlitros
Temperatura del Horno 40°C
Flujo 1.0 mL/minuto
Detector Ultravioleta, 241 nanémetros
Tiempo de corrida 9 minutos
Concentracion de la solucién 0.05 mg/mL
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La Figura 4-1 muestra un cromatograma tipico obtenido para una solucién de 0.05 mg/mL

con las condiciones cromatogréaficas mostradas arriba.

Figura 4-1 Cromatograma tipico con las condiciones cromatograficas seleccionadas.

Description: Sclucion muestra C1 45 minutos
Progesterona 100 mg CBG

Numero de ldentificacion de muestra: PT-10-0116-MB
Codigo: USB06-1 Lote: PR1B0O505

MC 1708 (P,348,350-352)

Name
Ratention Time I Attachment 1: Test solution ] -
Area - %

100 100
= ! =
E ] § %
8
l"—‘
50 - § ~ 50
=
o & - ‘o
8
o
[ % 2 a 4 s & 7 8 s
Manins

Los platos tedricos obtenidos, por el método USP, fueron superiores a 4500 y el factor de
cola de 1.05, cumpliendo con lo establecido para cada uno de estos parametros: no menos

de 1500 y no mas de 1.5, respectivamente.

Cabe anotar que la concentracion de 0.05 mg/mL, el volumen de inyeccion de 10
microlitros y la longitud de onda de 241 nandmetros, fueron fijadas con base en la
experiencia del laboratorio con este activo; en un método para cuantificacion de
progesterona que ya se habia validado en el laboratorio se usaban estas condiciones y se
sabia que arrojaban picos con un &rea dentro del rango lineal. Sin embargo, no se utilizé
aquel método, sino que se decidié desarrollar uno nuevo usando ChromsWord Auto, con
el fin de disminuir los tiempos de corrida que eran de 25 minutos para el método de
valoracion a no mas de 12 minutos, que era el tiempo deseado para las corridas de las
muestras de disolucion. Adicionalmente, la concentracion de 0.05 mg/mL podria ser
obtenida en cualquier muestra potencial de disolucion ya que el producto terminado tiene
dos concentraciones (100 y 200 mg/capsula) y el volumen de medio mas alto posible en
los aparatos es de USP 900 mL, por lo que la concentracion mas baja posible era de 0.11
mg/mL (100 mg/ 900 mL) la cual podria ser diluida con el medio adecuado a

aproximadamente 0.05 mg/mL.
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Las condiciones obtenidas, estan en acuerdo con lo que se espera para un método HPLC
de un activo altamente hidrofébico como la progesterona; ya que se utiliza una columna
C18, por la cual se espera tenga alta afinidad, y para su elucibn se requiere una
concentracion alta de solvente, ya que se trata de fase reversa (la polaridad de la fase
movil es mayor que la polaridad de la fase estacionaria) (Y. Kazakevich, 2007). El tiempo

final de corrida de 9 minutos es adecuado para aplicar el método.

La validacién del método cromatogréfico se realizé de acuerdo a las recomendaciones de
USP para la validacién de métodos de disolucion en el Capitulo General <1092>: “The
Dissolution Procedure: Development and Validation” (Brown, 2016). El resumen de los
resultados de la validacién se muestra en la Tabla 4-2, para mayor detalle sobre la

validacion del método de andlisis favor revisar el Anexo 1.

Tabla 4-2 Resumen de resultados de la validacion del método de analisis por HPLC.

Parametro Criterio de Aceptacion Resultado Cumple
?
Selectividad No interferencia de cualquier No hay Si
pico de excipientes con el pico interferencia

de progesterona

Linealidad r’>0.980 0.999 Si

En el diagrama de residuales los | distribuciéon

puntos son aleatorios y no aleatoria y sin
muestran ninguna tendencia. tendencia
Pendiente significativamente Flexp

diferente de cero: Flexp > Fliap (1.84e+05) >
(gl: 1, 13; a: 0.05) Flwb (4.670)
Linealidad entre los resultados: F2exp (1.990) <

F2exp < F2ta(gl: 3, 10; a: 0.05) F2: (3.710)

El intercepto no €S | texp (0.895) < tiap
significativamente diferente de | (1.771)
cero: texp < tab (gl: 3; 0=0.05).
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Parametro Criterio de Aceptacion Resultado Cumple
?

Exactitud El porcentaje de recuperacion 100% a 101% Cumple
(recuperacion) promedio en cada nivel

evaluado, esté entre 95% y

105%
Exactitud La muestra filtrada versus la no Para estandar: Cumple
(efecto del filtro) filtrada (para estandar y muestra) | 100.0%

debe estar entre 98.0% y

102.0% Para muestra:

99.8%

Precision El RSD obtenido debe ser menor | 0.2% Cumple
Instrumental al 1.5%
Precision del El RSD obtenido debe ser menor | 1.0% Cumple
Método al 3.0%

(Repetibilidad)

Precision Intermedia | La diferencia entre el valor 2% Cumple
menor y el mayor obtenido, no
es mayor del 5%

Estabilidad de La diferencia entre el valor inicial | t =7 dias Cumple
Muestra Analitica y luego del tiempo "t", es menor | Diferencia:

al 2.0% 1.6%
Robustez Modificaciones en los Cumple Cumple

parametros de disolucion: la
mayor diferencia no es mayor al
5%

Modificaciones en los Cumple
parametros de cromatografia: la
mayor diferencia no es mayor al
2%

Los resultados nos muestran un método adecuado para el propdsito que se requeria, ya
gue cumplié los parametros de validacion necesarios. El rango en el que se evalué6 la
validacion fue entre 24 a 144 microgramos por mililitro; este rango cubre hasta un 25% de
la concentracién mas baja esperada (una capsula de 100 mg en un volumen de 900 mL) y

mediante diluciones podia llevarse la concentracion mas alta esperada (una capsula de
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200 mg en un volumen de 230 mL, para el caso de Aparato 3), hasta un valor de

concentracion que estuviese dentro del rango evaluado.

4.2 Determinacion de condiciones sumidero.

Los resultado del estudio de solubilidad y la influencia en las condiciones sumidero se
resumen en la Tabla 4-3. En esta tabla sélo se incluyen los resultados de los medios
evaluados con el tensioactivo Lauril sulfato de sodio (LSS), ya que los experimentos
realizados con polisorbato 80, no arrojaron valores de solubilidad que justificaran

condiciones sumidero, en el rango evaluado.

Se encontro6 que la solubilidad de la progesterona en agua es muy baja y no se incrementa
con cambios de pH entre 1.2 y 6.8; esto es lo esperado teniendo en cuenta que este
compuesto es altamente hidrofébico y no presenta grupos facilmente ionizables (ver Figura
1-1 del marco tedrico). Lo que si se observd fue un aumento significativo de la
progesterona en solucién, en presencia de cada uno de los tensioactivos utilizados,
especialmente en el caso de LSS; este efecto fue independiente del pH del medio al que
se adicioné el tensioactivo. Este efecto esta de acuerdo con lo que reporta la literatura para
medios de disolucién de este tipo de principios activos, donde la solubilidad acuosa es baja
e independiente del pH del medio (Hohrs, 2001), (E. Galia, 1998), (G. P. Martin, 2011).

Tabla 4-3 Datos de solubilidad en equilibrio para progesterona y establecimiento de
condiciones sumidero, para 250 mL y 900 mL de varios medios con cantidades crecientes
de LSS a 37°C (n=2).

LSS (Lauril sulfato de sodio); JGS (Jugo gastrico simulado); ACE (buffer acetato pH 4.5); FOS
(buffer fosfato pH 6.8)

Cs: Solubilidad Condlqones Condlglones
Sumidero Sumidero
Medio (promedio + SD)
L (para un volumen | (para un volumen
Hg de 250mL) de 900mL)
Agua (A-0.0) 99.105 + 10.063 0.1 0.4
A-LSS-0.5 853.046 + 46.685 1 4
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Cs: Solubilidad Condigiones Condi(.:iones
Sumidero Sumidero
Medio (promedio + SD)
(para un volumen | (para un volumen
Hg/mL de 250mL) de 900mL)

A-LSS-1.0 1899.999 + 8.414 2 9
A-LSS-1.5 2974.622 + 4.463 4 13
A-LSS-2.0 3121.464 £ 4.64 4 14
A-LSS-2.5 4594.491 + 4.039 6 21
A-LSS-3.0 6267.080 £ 0.742 8 28
A-LSS-3.5 6455.277 £ 9.234 8 29
A-LSS-4.0 7663.843 £ 12.162 10 34
JGS-0.0 84.945 + 18.816 0.1 0.4
JGS-LSS-0.5 832.808 m 4.325 1 4

JGS-LSS-1.0 1668.191 + 20.739 2 8
JGS-LSS-1.5 2675.481 + 64.311 3 12
JGS-LSS-2.0 2896.837 £ 12.304 4 13
JGS-LSS-2.5 4406.465 = 22.519 6 20
JGS-LSS-3.0 6535.800 * 55.696 8 29
JGS-LSS-3.5 6678.117 £ 90.604 8 30
JGS-LSS-4.0 7862.133 £ 9.027 10 35
ACE-0.0 86.564 + 5.618 0.1 0.4
ACE-LSS-0.5 897.550 £ 15.130 1 4
ACE-LSS-1.0 1869.892 + 55.143 2 8
ACE-LSS-1.5 2873.192 + 22.568 4 13
ACE-LSS-2.0 2753.972 £ 16.516 3 12
ACE-LSS-2.5 4756.475 + 24.596 6 21
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Cs: Solubilidad Condit.:iones Condi(.:iones
Sumidero Sumidero
Medio (promedio + SD)
(para un volumen | (para un volumen
Hg/mL de 250mL) de 900mL)
ACE-LSS-3.0 6240.733 £ 2.098 8 28
ACE-LSS-3.5 6325.583 £ 110.332 8 28
ACE-LSS-4.0 7628.833 £ 129.401 10 34
FOS-0.0 84.495 + 18.816 0.1 0.4
FOS-LSS-0.5 832.808 + 4.325 1 4
FOS-LSS-1.0 1668.191 + 20.739 2 8
FOS-LSS-1.5 2675.481 + 34.311 3 12
FOS-LSS-2.0 2896.837 + 12.304 4 13
FOS-LSS-2.5 4406.465 = 22.519 6 20
FOS-LSS-3.0 6535.800 + 90604 8 30
FOS-LSS-3.5 6678.117 + 90.604 8 30
FOS-LSS-4.0 7862.133 £ 9.027 10 35

Para el calculo de las condiciones sumidero se asumieron dos volimenes: 250 mL, que es
el maximo volumen para aparato 3; y 900 mL que es el maximo volumen para aparato 1y
2. Para establecer si existen condiciones sumidero, se divide la solubilidad encontrada por
la unidad de dosis maxima de Progesterona capsulas (200 mg) y se multiplica por el
volumen de medio (corrigiendo unidades a mg). El factor obtenido, es el numero de veces
en que la unidad de dosis maxima se disuelve en el volumen de medio evaluado. En
términos generales se acepta que existen condiciones sumidero, cuando el factor es 3 o
mayor (FDA Guidance for Industry: Dissolution testing of immediate release solid oral
dosage forms, 1997), (G. P. Martin, 2011); es decir que en el volumen de medio

seleccionado se pueden disolver al menos tres capsulas de 200 mg.



43

La importancia de garantizar condiciones sumidero, es que bajo dichas condiciones la
velocidad de disolucion del farmaco que permanece en la forma de dosificacion, es
independiente de la cantidad de farmaco que ya se ha disuelto en el medio, lo que permite
gue la velocidad de disolucion que se mida sea dependiente netamente del medicamento
(Brown, 2014).

La Figura 4-2 y la Figura 4-3 muestran la relacioén entre el factor para condiciones de
sumidero y el porcentaje de LSS en cada uno de los medios evaluados.

Figura 4-2 Relacién entre concentracion de LSS y condiciones sumidero para 250 mL de
medio.
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Figura 4-3 Relacién entre concentracion de LSS y condiciones sumidero para 900 mL de

medio.
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Se puede observar como de acuerdo a la solubilidad obtenida para progesterona, se
garantizan las condiciones sumidero (factor mayor o igual a 3) con una concentracion de
al menos 1.5% de LSS, en cada uno de los medios, si se asume un volumen de disolucion
de 250 mL o mayor. Si se considera un volumen de medio de 900 mL, se alcanzan

condiciones sumidero con al menos 0.5% de LSS.

Cabe aclarar que el hecho de alcanzar condiciones sumidero, no garantiza que se disuelva
toda la cantidad deseada en un tiempo determinado, ya que las condiciones sumidero
estan principalmente relacionadas con la solubilidad en el equilibrio, es decir, que el medio
es capaz de disolver una cantidad determinada pero la velocidad con que lo hace va a ser

dependiente del medicamento y de las condiciones de disolucion.

Por lo explicado anteriormente, se hace necesario evaluar el medicamento con la cantidad
de LSS que garantiza las condiciones sumidero, pero en cada uno de las aparatos de
disolucion disponibles, buscando disolver al menos un 85% de la dosis de una capsula de

200 mg, pero en un tiempo no mayor a 60 minutos; esto entregaria una metodologia de
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disolucién con un tiempo adecuado para ser utilizada de manera rutinaria en el laboratorio

para el control de calidad de progesterona capsula, en lo relacionado a su disolucion.

Al evaluar la méaxima dosis del producto (200 mg) en cada uno de los aparatos, se podrian
seleccionar aquellos en los cuales se garantiza al menos el 85% de disolucion en no mas
de 60 minutos, para posteriormente establecer las variables de operacion que permitirian
gue el método de andlisis discriminara el perfil de disolucién de productos con diferencias

significativas.

Como no se observaron diferencias respecto al pH del medio de disolucidn, en este punto
se decidié continuar con buffer fosfato pH 6.8, y a menos que se especifique otra cosa, los
resultados que se muestran de aqui en adelante, son utilizando buffer fosfato pH 6.8 con
la cantidad de LSS que se indique en cada caso. No se utilizaron ni los otros medios (por
no haber diferencias respecto a buffer fosfato pH 6.8), ni el tensioactivo polisorbato 80, ya

gue este no garantizaba condiciones sumidero en el rango evaluado.

La razoén por la que seleccion6 tampén de fosfato 6.8 sobre los otros medios, es que se
trat6 de seleccionar un medio con pH similar al sitio de absorcién de la progesterona, la
cual ocurre principalmente al nivel del duodeno: 6.8 (J.T. Hargrove, 1989), (F.A. Kind,
1987).

4.3 Seleccion del aparato de disolucion.

Los resultados para los aparatos 1, 2 y 3 se resumen en la Tabla 4-4, Tabla 4-5y Tabla 4-

6, respectivamente.

Tabla 4-4 Perfil de disolucion de progesterona 200 mg, en Aparato 1, con 900 mL de buffer
fosfato pH 6.8 con 4% de LSS, operado a 150 rpm.

% disuelto (sobre lo rotulado: 200 mg) a los siguientes tiempos:
Cépsula No.
1 hora 3horas 5 horas 7 horas 9 horas 11 horas
1 17.4 73.5 95.8 98.2 99.5 100.2
2 215 78.5 92.0 101.1 100.2 101.2
3 19.9 74.8 90.1 99.5 99.9 100.3
4 21.4 80.9 93.1 98.5 1.1.2 101.2
5 20.1 76.3 86.2 100.6 102.0 101.2
6 20.5 73.4 90.6 101.4 99.9 100.8
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i % disuelto (sobre lo rotulado: 200 mg) a los siguientes tiempos:
Capsula No.
1 hora 3horas 5 horas 7 horas 9 horas 11 horas
Promedio 20 76 91 100 101 101
SD 1.5 3.0 3.2 1.3 1.0 0.5
RSD 8 4 4 1 1 0

Tabla 4-5 Perfil de disolucién de progesterona 200 mg, en Aparato 2, con 900 mL de buffer
fosfato pH 6.8 con 4% de LSS, operado a 100 rpm.

% disuelto (sobre lo rotulado: 200 mg) a los siguientes tiempos:
Capsula No.
1 hora 3horas 5 horas 7 horas 9 horas 11 horas
1 15.2 41.9 62.7 78.9 89.6 95.9
2 16.9 42.3 67.1 83.4 92.5 98.4
3 15.5 38.4 63.6 81.4 94.1 100.0
4 18.1 42.4 63.6 81.0 93.1 99.0
5 17.5 41.3 61.4 76.7 88.3 95.5
6 13.9 35.2 54.3 68.7 81.2 90.2
Promedio 16 40 62 78 90 96
SD 1.6 2.9 4.3 5.3 4.7 3.5
RSD 10 7 7 7 5 4

Tabla 4-6 Perfil de disolucion de progesterona 200 mg, en Aparato 3, con 250 mL de buffer
fosfato pH 6.8 con 4% de LSS, operado a 40 inmersiones por minuto.

% disuelto (sobre lo rotulado: 200 mg) a los siguientes tiempos:
Capsula No. - - - -
15 minutos 30 minutos 45 minutos 60 minutos
1 91.6 99.1 98.0 99.9
2 93.9 100.0 99.0 100.2
3 97.4 100.9 101.0 101.0
4 97.6 101.0 99.0 99.0
5 95.5 98.2 99.0 101.0
6 97.1 99.7 102.0 101.0
Promedio 96 100 100 100
SD 24 1.1 1.5 0.8
RSD 3 1 2 1

La Figura 4-4 y la Figura 4-5 muestran los perfiles de disolucién para aparato 1y 2
comparados, y aparato 3, respectivamente.
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Figura 4-4 Perfil de disolucion de progesterona 200 mg, en Aparato 1 (150 rpm) y Aparato
2 (100 rpm); utilizando 900 mL de buffer fosfato pH 6.8 con 4% de LSS.
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Figura 4-5 Perfil de disolucién de progesterona 200 mg, en Aparato 3, 40 inmersiones por
minuto); utilizando 250 mL de buffer fosfato pH 6.8 con 4% de LSS.
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Los resultados encontrados mostraron una marcada diferencia para la misma muestra

cuando se usaban los aparatos 1 0 2; pero aun mas marcada fue la diferencia entre

cualquiera de esos aparatos y el aparato 3.

En el aparato 1 o 2 en las condiciones més drasticas de operacion de estos equipos y aun
con el porcentaje maximo de LSS evaluado (4%), el tiempo necesario para alcanzar al
menos 85% disuelto era de mas de dos horas por lo que se descarté el uso de estos
aparatos para el método deseado. Al observar el comportamiento de la disolucién de la
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capsula oleosa, se observo que, aunque la pelicula de gelatina se disolvia en menos de
30 minutos, en el fondo del vaso permanecia el contenido oleoso el cual se disolvia muy
lentamente y que en ninglin momento se disgregd para incorporarse son el medio: esto
puede explicar la baja velocidad de disolucién observada. Los tiempos que se encontraron
en los aparatos 1 y 2 coinciden con los reportados para un método de disolucion para el
mismo producto, pero en el que se usaban ciclodextrinas para disolverlo (A. Besisns,
2008). Aunque no se puede comparar el efecto de las ciclodextrinas con el del LSS, lo que
cabe resaltar es que quizas el mismo modo de disolucion (debido a la poca incorporacion

de la muestra en el medio), puede ser la causa de tiempos tan altos en ambas condiciones.

Por otro lado, cuando se analizé las mismas muestras con 900 mL de buffer fosfato con
4% de LSS pero en el Aparato 3, el porcentaje disuelto fue casi que total a los 15 minutos.
En este caso, se observé que el movimiento hacia arriba y abajo de la celda, entrando y
saliendo del vaso de disolucion, ayudaban a disgregar el contenido oleoso, lo que ayuddé a
la incorporacién con el medio y por ende a su disolucién en un medio que de antemano se
sabia que podia disolver hasta 10 veces (ver Tabla 4-2 ) la cantidad contenida en el vaso
(200 mg).

En este punto se seleccion6 el aparato 3 para las siguientes etapas del presente trabajo,
y a menos gue se especifique otra cosa, los datos que se presenten de aqui en adelante

seran utilizando dicho aparato.

Cabe anotar que, a este punto, habiendo seleccionado el aparato y medio con no mas de
4% de LSS, no estaba aun definido el método de disolucion, sino que se tenian unas
condiciones en las que se obtendria no menos de 85% disuelto en no mas de 60 minutos,
el cual era uno de los objetivos en el desarrollo del método. Lo que seguia ahora era el
seleccionar los valores para cada una de las condiciones de disolucién en el aparato 3,
para lograr que el método propuesto fuera capaz de discriminar el comportamiento de
disolucién de dos productos con diferencias significativas que pudieran impactar su
velocidad de disolucion y por consiguiente su biodisponibilidad, pero idealmente con un

tiempo para la prueba de disoluciéon de no mas de 60 minutos.
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4.4 Seleccion de condiciones de disolucion.

Para la seleccion de las condiones de disolucion, se inicid con un disefio de Plackett-
Burman para evaluar los efectos de las diversas variables relacionadas del aparato 3,
sobre la velocidad de disolucion y especialmente sobre la capacidad del método para
diferenciar el perfil de disolucién de dos productos con diferencias en su manufactura que
pudieran afectar la velocidad de disolucién y por ende su biodisponibildad. La Tabla 4-7

resume las variables estudiadas y los valores escogidos para evaluacion.

Tabla 4-7 Variables seleccionadas para el disefio experimental.

Niveles
Variable
-1 +1
Medio de Disolucién Agua Buffer Fosfato pH 6.8 (FOS)
% de LSS en el medio 3 4
Volumen de Medio (mL) 220 250
Malla Superior 30 40
Inmersiones por Minuto 30 40
Sinkers NO S|
Desgasificacion del Medio NO Sl

A continuacion se presenta la justificacion para cada uno de los parametros seleccionados

asi como los valores propuestos:

a) Medio de Disolucion: aunque hasta este punto se habia seleccionado el medio
buffer fosfato pH 6.8, se quis6 comprobar que el efecto del pH del medio sobre la
velocidad de disolucién no era relevante. Como se mencioné anteriormente, el
medio seleccionado seria buffer fosfato pH 6.8 ya que tenia el pH méas cercano al

sitio de absorcion de la progesterona (duodeno).

b) Porcentaje de LSS en el medio: esta era quizas la variable mas importante ya que
la solubilidad y la velocidad de disolucién de la progesterona eran dependientes de
la concentracion de LSS en el medio. Para el proposito del disefio experimental, se

decidio iniciar con un rango de concentracion de LSS entre 3% y 4%, con el fin de
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d)

f)

garantizar una rapida disolucion (85% o mas en no mas de 60 minutos). Aunque el
estudio de condiciones de sumidero mostr6 que dichas condicones se alcanzaban
con una menor concentracion de LSS, se decidié usar minimo 3%, y en caso de
gue el método no mostrara adecuada discriminacién entre lotes con diferencias
significativas, se contempl6 reducir la concentracién de LSS; esto disminuiria la
velocidad de disolucion pero muy probablemente aumentaba el poder

doscriminatorio, de ser necesario.

Volumen de medio (mL): los vasos que se utilizan en el aparato 3 pueden contener
entre 220 y 250 mL de medio, y, basados en los datos obtenidos para condiciones
sumidero, en el rango de concentraciones de LSS a evaluar (3% a 4%), se
mantendrian las condiciones sumidero independiente del volumen utilizado (220 o
250 mL).

Malla superior: la celda donde se coloca la muestra a ser evaluada en este
aparato, debe ser sellada con unas mallas, las cuales pueden tener diferentes
diametro de luz (mesh) y que pueden afectar la velocidad de disolucién; la
recomendacion de la USP es que la malla inferior sea de un nUmero mayor (mayor
namero de agujeros por area) que la superior, es por eso que se dejoé fija la malla

inferior como malla 40, y se vari6 la superior entre malla 30 y malla 40.

Inmersiones por minuto: este parametro es el nimero de veces que en un minuto,
la celda conteniendo la muestra entra y sale del vaso que almacena el medio. Es
equivalente a las rpm de los aparatos 1y 2 y los valores recomendados son hasta
40 inmersiones por minuto. Al igual que con el LSS, se decicié utilizar valores
relativamente altos de esta variable (30 y 40 inmersiones por minuto), con el fin de
garantizar un método rdpido. Sin embargo, se contemplé disminuir este valor si

fuese necesario para lograr mayor poder discriminatorio del método propuesto.

Sinkers: en todos los aparatos evaluados, pero especialmente en el aparato 3, se
observdé que de no usarse un sinker, la capsula flotaria durante la prueba, v,
teniendo e cuenta que es una de las fuentes mas seguras de variacion de los

resultados de disolucion, se decidié evaluar el efecto de su presencia o ausencia
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durante la disolucion (R. A. Soltero, 1989). El sinker seleccionado corresponde al
8-mesh Basket, recomendado por USP, y que por su tamafio se encontré adecuado
para contener la capsula evaluada (100 o 200 mg). Este sinker est& disponible en
QLA Lab. Accesories bajo el numero de parte: BSK008-JP, y se muestra en la Figua
4-6.

Figura 4-6 Sinker utilizado durante el disefio experimental.

g) Desgasificacion del medio: se deseaba evaluar el efecto de la desgasificacion del
medio, previa a la adicién del LSS. En términos generales se recomendaria siempre
desgasificar el medio, pero se queria ver si este podia ser uno de los métodos en
los que la presencia de gases disueltos afectaria significativamente los resultados
de disolucion (Z. Gao, 2006).

El disefio experimental seleccionado fue un Plackett-Burmann de 8 experimentos, tal y
como se muestra en la Figura 3-1. Los perfiles se corrieron hasta 90 minutos, y con
muestreos de 15 minutos. Se encontré que de esa forma se lograba al menos un 85%

disuelto en todos los experimentos.

NOTA: en todos los ensayos se adicionaron entre 3 a 5 gotas de silicona liquida a cada

vaso con el fin de evitar la excesiva formacion de espuma. Esta practica es una
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recomendacion encontrada en la misma USP para varios ensayos con aparato 3 cuyo
medio de disolucién contenia LSS por ejemplo tabletas de carbamazepina de liberacion
modificada.

En cada uno de los experimentos se realizo la disolucion de dos productos de progesterona
200 mg, que se habian fabricado con diferencias en su tamafio de particula. Por temas de
confidencialidad de la formulacion, no es posible entregar los datos completos de la
distribucién de tamafio de particula, pero se puede mencionar que uno de los productos
presentaba una distribucion de tamafio de particula donde el 90% de sus particulas era
menor de 120 micras, mientras que en el segundo producto el 90% de sus particulas era
menor de 250 micras. El primero de ellos se us6 como producto de referencia para el
calculo de f2, los resultados se resumen en la Tabla 4-8. Con los datos obtenidos, se
construy6 un diagrama de Gantt que muestra la magnitud y signo de cada efecto sobre la

respuesta seleccionada. Ver Figura 4-7.

Tabla 4-8 Resultados obtenidos para el disefio experimental.

%

Experimen| Medio de Volumen Malla Dips por . Desgasific|Diferencia
. ., | %deSLS . . , Sinkers ., f2

to No. | Disolucidn de Medio | Superior | minuto aciéon | entre los

perfiles

1 Agua 3 220 40 30 SI S| 23 33
2 B”f(‘;e; PH 3 220 30 40 NO S| 15 a1
3 B“fge; PR 220 30 30 S| NO 21 34
4 Agua 4 250 30 30 NO S| 12 47
5 B”fge; PRI 3 250 40 30 NO NO 6 63
6 Agua 4 220 40 40 NO NO 7 56
7 Agua 3 250 30 40 S| NO 24 31
8 B”fge; PR 250 40 40 S| S| 11 48

Figura 4-7 Diagrama que muestra la magnitud y signo del efecto de cada variable sobre
la respuesta.
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Desgasificacion ‘I'/ 0.4

Sinkers 4.9

Dips por minuto -0.6 (|

Malla Superior | -3.1 |

Volumen de Medio -1.6 | |
% de SLS 2.1 | |
Solvente -1.6
-4.0 -2.0 0.0 2.0 4.0 6.0

Efecto de cada factor en el % de diferencia de los productos

Se puede observar que variables como la desgasificacion o las inmersiones por minuto, en
los rangos evaluados, tuvieron poco efecto en la respuesta, es decir, no influyeron
significativamente en el poder discriminatorio del método de disolucion. Sin embargo, se
recomendard siempre desgasificar el medio ya que es una buena practica en la basqueda
de reproducibilidad de resultados entre laboratorio y en el caso de las inmersiones por
minuto, se recomendara un valor de 30 inmersiones por minuto para disminuir la posibilidad

de formacién de espuma.

Por otro lado, la presencia de sinkers aumenta el porcentaje de diferencia encontrado entre
dos productos diferentes; se cree que esto se debe al hecho de que el sinker aseguré que
la capsula estuviese siempre en el fondo del vaso durante la prueba, por lo que se
disminuyé la variabilidad de los datos y se pudo asegurar que la disolucion obtenida
dependiera en buena parte del desempefio de la forma de dosificacion. Por esto, se decidid

incluir el uso del sinker anteriormente especificado, en el método de disolucion.

También se observé que el aumentar el nUmero de la malla superior, de 30 a 40, tiene un
efecto negativo en el poder discriminatorio del método. Esta observacion coincide con la
recomendacién de USP de usar una malla superior de un niamero menor al de la malla
inferior, y que lo que busca es que los agregados y material disuelto al interior de la celda,
puedan salir de la celda por la parte superior e incorporarse en el medio de disolucion (US
Pharmacopeial Convention. The United States Pharmacopeia 38, NF 33, 2016). Se decidio

especificar la malla inferior como 40 y la superior como 30.
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Con relacion al porcentaje de LSS, aunque se encontré que habia un ligero efecto negativo
sobre la respuesta al aumentar la concentracion de LSS, con el fin de mantener un tiempo
corto para la prueba, se decidi6 seguir trabajando con 4% y si durante la fase de evaluacién
del poder discriminatorio del método, se observaba que era necesario disminuir ese

porcentaje, se contempl6 hacerlo.

Por dltimo, con relacion al medio de disolucion se fijo en 250 mL de buffer fosfato pH 6.8.
La razdén es que esos dos parametros no se observaron significativos sobre la respuesta y
con el volumen de 220 mL se observo que la celda no quedaba 100% inmersa en el vaso,

al momento en el que bajaba durante las inmersiones.

La Tabla 4-9 resume las condiciones seleccionadas para el método de disolucion. Con
estas condiciones, se establecié un tiempo de prueba de 45 minutos, en el cual se
garantizaba al menos un 85% disuelto del producto de prueba: Progesterona 200 mg

capsula blanda de gelatina.

Tabla 4-9 Condiciones seleccionadas para el método de disolucién.

Parametro Condiciones
Aparato 3, cilindro oscilante
Sinker QLA Lab. Accesories bajo el numero de

parte: BSK008-JP

250 mL de Tampon de fosfato de pH 6.8,

Medio con 4% (p/v) de LSS
Velocidad 30 inmersiones por minuto
Malla Inferior 40

Malla Superior 30
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Parametro Condiciones

Temperatura 37°C £0.5°C

Adicionar 3 a 5 gotas de silicona liquida a
NOTA cada vaso, para evitar la formacion de
excesiva espuma

4.5 Evaluacion del poder discriminatorio del método.

Esta evaluacion se realizé utilizando el método desarrollado para analizar lotes de
progesterona 100 y 200 mg, los cuales fueron utilizados en estudios de bioequivalencia;
entre estos lotes se tenian unos que mostraron ser bioequivalentes y otros que fallaron ese

estudio.

4.5.1 Descripcion de los lotes utilizados.

Por razones de confidencialidad del producto desarrollado, algunos detalles de las
formulaciones evaluadas seran omitidos. Sin embargo, la informacién que se dara a
conocer se cree es suficiente para la interpretacion de los resultados y la evaluacién del
poder discriminatorio del método de disolucién propuesto.

Como se menciond anteriormente, para el producto progesterona capsulas, uno de los
factores mas influyentes en su biodisponibilidad, es el tamafio de particula del principio
activo de la suspensién contenida en ellas (F.A. Kind, 1987). Por ello, durante el desarrollo
de este producto, se fabricaron férmulas que variaban en la distribucién de tamafio de
particula (los otros parametros de formulacion se definieron previamente y se dejaron
constantes); dichos lotes se sometieron a estudios in vivo (bioequivalencia) con el fin de
establecer una relaciébn entre el tamafio de particula del principio activo y su

biodisponibilidad.

La Tabla 4-10 resume la informacion de los lotes utilizados para el presente trabajo. Los

lotes denominados de prueba, se compararon contra un mismo lote de referencia.

La columna denominada “codigo”, describe la forma como referirse a cada lote en

particular, de aqui en adelante.
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La columna de resultados de tamafio de particula, muestra solo el valor de d(0.9), que
corresponde al valor de tamafio de particula por debajo del cual esta el 90% de todas las
particulas de la muestra. Generalmente, junto a este valor se muestran los de d(0-1) y d(0-
5), (similares al anterior pero reemplazando 90% por 10 y 50%, respectivamente), pero por
razones de confidencialidad, sélo se mostrard el valor sefialado. A mayor d(0.9), se puede

decir que es mayor el tamafio de particula de la muestra.

Tabla 4-10 Datos de los lotes de referencia y prueba utilizados en la evaluacion del poder
discriminatorio del método.

Cddigo Producto Lote Ts::,:&ge
Referencia Prometrium® 100 mg 1PXKCO06 d(0.9) = 28 um
Prueba 1 Progesterona 100 mg PR190910 d(0.9) = 30 um
Prueba 2 Progesterona 100 mg PR110903 d(0.9) = 12 um

4.5.2 Resultados de Bioequivalencia.

Los estudios de bioequivalencia fueron llevados a cabo en Canada. Por razones de
confidencialidad, no es posible divulgar el instituto donde se realizaron, pero se puede
garantizar que se tratd de un centro aprobado por FDA (Food and Drug Administration, de

los Estados Unidos), para este tipo de estudios.

El estudio se realiz6 en condiciones de ayuno y utilizando aproximadamente 50 mujeres
post-menopadusicas.

Cada producto de ensayo (Prueba 1y Prueba 2) se comparé bajo las mismas condiciones,
contra el lote denominado Referencia. El resumen de los resultados para cada estudio se
muestra en la Tabla 4-11. No se incluye el tiempo para alcanzar la concentracion maxima
(Tmax) debido a que no fue este un pardmetro utilizado para evaluar bioequivalencia de

acuerdo a las regulaciones del mercado donde se comercializaria el producto desarrollado.
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Tabla 4-11. Resumen de resultados para los estudios de bioequivalencia de los lotes
Prueba 1y Prueba 2 contra el lote Referencia.

Productos Area Bajo la Curva Area Bajo la Curva Concentracién

Evaluados deOat (ABC)) de 0 ainfinito Plasmética Maxima
(ABCinf) €n ng X (Cmax) en ng/mL
hr/mL

Promedio | 90% IC Promedio | 90% IC Promedio | 90% IC

Prueba 1 101.67 87.66 - 109.01 94.65 - 101.67 87.66 -

versus 115.67 123.36 115.67

Referencia

Prueba 2 88.80 82.56 - 97.00 90.55 - 71.50 61.24 -

Versus 95.03 103.45 81.76

Referencia

De acuerdo a los resultados, el lote denominado Prueba 1 mostr6 ser bioequivalente
comparado contra el lote Referencia, ya que los parametros farmacocinéticos (ABC y Cmax.)
estuvieron dentro de los limites de 80 a 125%. Por otro lado, el lote denominado Prueba 2,

no mostro ser bioequivalente al lote de Referencia, en términos de su Cmax.

El tener lotes que cumplen y que no cumplen el criterio de bioequivalencia, permite evaluar
el poder discriminatorio del método de disolucién; se busca que los datos in vitro muestren
comportamiento similar que los datos in vivo: esto es, que el producto Prueba 1 sea

bioequivalente contra el de Referencia, pero no lo sea el producto Prueba 2.

4.5.3 Resultados in vitro: perfiles de disolucion.

Se procedid a realizar los perfiles de disolucién de los lotes mostrados en la Tabla 4-10,
utilizando el método de disolucion desarrollado, cuyas condiciones se resumen en la Tabla
4-9.

De cada uno de los lotes se analizaron 12 unidades, y los intervalos de muestreo se
seleccionaron de acuerdo a ensayos preliminares realizados con cada uno de los lotes: 5,
15, 30, 45 y 60 minutos, garantizando que en todos los casos se disolviera al menos el

85% de lo rotulado. Los resultados se presentan de manera individual en la Tabla 4-12,
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Tabla 4-13 y Tabla 4-14, para los lotes de Referencia, Prueba 1 y Prueba 2,

respectivamente. Los mismos datos se muestran de manera gréfica, para los tres

productos, en la Figura 4-8.

Tabla 4-12 Resultados individuales de 12 capsulas del lote Referencia usando la
metodologia de disolucién propuesta.

Lote de Referencia: 1PXKC06
% Disuelto (sobre lo rotulado)
Intervalo de muestreo (minutos)
Capsula No.

5 15 30 45 60
1 5 29 94 99 100
2 3 23 95 98 99
3 5 35 92 96 98
4 8 32 92 96 99
5 5 33 96 98 101
6 6 30 90 96 99
7 5 33 92 94 95
8 6 40 93 95 101
9 5 39 96 98 100
10 4 56 94 96 99
11 4 33 95 97 100
12 7 35 92 95 99
Promedio 5 35 93 97 99
SD 1.3 8.1 1.9 1.5 1.6

CV% 25 23 2 2 2
MIN 3 23 90 94 95
MAX 8 56 96 99 101

Tabla 4-13 Resultados individuales de 12 cépsulas del lote Prueba 1 usando la
metodologia de disolucion propuesta.
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Lote de Prueba 1: PR190910
% Disuelto (sobre lo rotulado)
Intervalo de muestreo (minutos)
Capsula No.

5 15 30 45 60
1 8 42 90 96 101
2 9 33 97 98 104
3 6 46 87 95 102
4 7 43 91 94 101
5 5 55 90 96 99
6 5 35 91 95 100
7 7 38 96 97 101
8 10 82 98 101 104
9 9 38 98 100 104
10 12 33 95 100 104
11 8 34 88 96 100
12 9 34 96 99 104
Promedio 8 43 93 97 102
SD 2.2 13.9 4.1 2.2 2.0

CV% 27 32 4 2 2
MIN 5 33 87 94 99
MAX 12 82 98 101 104

Tabla 4-14 Resultados individuales de 12 cépsulas del lote Prueba 2 usando la
metodologia de disolucion propuesta.

| Lote de Prueba 2: PR110903




6 Desarrollo y validacion de un método para evaluar la disolucion de

0 progesterona en suspension oleosa contenida en una capsula blanda de
gelatina
% Disuelto (sobre lo rotulado)
Intervalo de muestreo (minutos)
Capsula No.

5 15 30 45 60
1 5 18 45 102 104
2 2 19 48 100 101
3 6 17 43 101 104
4 2 23 54 97 100
5 4 21 52 99 102
6 6 18 50 98 100
7 2 11 38 94 101
8 3 16 41 99 101
9 5 20 62 98 100
10 3 15 41 100 101
11 2 17 42 99 101
12 6 15 36 96 101
Promedio 4 18 46 99 101
SD 1.7 3.1 7.5 2.2 14

CV% 44 18 16 2 1
MIN 2 11 36 94 100
MAX 6 23 62 102 104

Figura 4-8 Perfil de disolucién obtenido para cada uno de los lotes evaluados, utilizando
la metodologia de disolucion propuesta.
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Perfiles de Disolucion
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En todos los perfiles obtenidos, tanto para los productos de prueba como para el referente,
los valores de CV% son altos (mayores a 20%) en los muestreos de 5y 15 minutos. La
razon de estos valores de CV%, es que antes de los 10 a 12 minutos, la desintegracion de
la capsula blanda no es completa y es especialmente variable; esto es algo comun para la
capsulas blandas en comparacion con una tableta o capsula dura de liberacién inmediata
donde luego de unos 6 a 8 minutos, se han desintegrado en su totalidad y la velocidad de
disolucion en los primeros tiempos (a menos que se muestree antes de los 5 minutos
aproximadamente), no se afecta significativamente por el efecto de material atrapado por

la cubierta o recubrimiento externo.

Utilizando el método del factor independiente, se calcul6 el factor de similitud y el factor de
diferencia para cada una de las posibles comparaciones entre los tres lotes evaluados. Los
resultados se resumen en la Tabla 4-15 tomando sélo un punto por encima del 85% para

los célculos correspondientes.

Tabla 4-15 Resultados de factor de similitud (f2) y diferencia (f1) para cada una de las
posible comparaciones entre los tres lotes evaluados.
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Comparacion Factor de Factor de
Similitud (f2) Diferencia (f1)
Puntos de
(50-100) (0-10) Muestreo Utilizados
(minutos
Prueba 1 versus 64 10 5,15y 30
Referencia
Prueba 2 versus 30 29 5,15,30y 45
Referencia
Prueba 2 versus Prueba 1 29 32 5,15,30y 45

4.5.4 Interpretacion de los resultados

Los resultados de los perfiles de disolucion muestran la misma tendencia que los datos de
bioequivalencia. Si se observan los perfiles de Referencia y Prueba 1 (que fueron
bioequivalentes), practicamente existe una superposicion de las dos curvas, lo que se
verifica con el resultado de f2 entre estos dos perfiles que es mayor a 50 (64). Por otro
lado, los perfiles de disolucion de Prueba 2 versus Referencia, presentan diferencia en la
cantidad disuelta en los primeros tiempos evaluados, aunque luego de 45 minutos esta
practicamente disuelto en un 100%, pero en general, los perfiles son diferentes, es decir,
f2 menor de 50 (30).

Algo que llama la atencion, tanto de los datos in vivo como de los datos de perfiles de
disolucion, es que se nota una disminucion en la velocidad de disolucion y los pardmetros
farmacocinéticos evaluados (Cmax y ABC), cuando se disminuye el tamafio de particula,
lo que es contradictorio a lo que se esperaria en general para activos de baja solubilidad
(N. Singh, 2013) e incluso lo reportado para la progesterona (F.A. Kind, 1987). En términos
generales, cuando se trata de activos de baja solubilidad como de la progesterona, la
disminucion del tamafio de particula deberia aumentar la velocidad de disolucion, y por
ende los parametros biofarmacéuticos mencionados. Con el fin de tratar de entender la
razon de este comportamiento en el producto, se realizaron nuevamente las disoluciones

de Prueba 1y Prueba 2 para observar el comportamiento durante la prueba de disolucion.
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De los resultados de este nuevo ensayo se observo que, para ambos lotes, la gelatina se
desintegra antes de los 15 minutos, pero para Prueba 2, la dispersion de la suspensién
oleosa en el medio de disolucion, era mucho mas dificil que lo que era para el de Prueba
1 o el de Referencia. Este comportamiento parece estar relacionado con el tamafio de
particula del activo usado; al parecer las particulas mas finas del activo usado para el lote
Prueba 2, adsorben mucho més de la fase oleosa de la suspension y por ende ésta es
mucho mas viscosa que las suspensiones correspondientes a los productos Prueba 1y
Referencia, los cuales como se puede observar en la Tabla 4-10, utilizaron un activo con
mayor tamafio de particula. Para verificar esto, se desarrollé6 una metodologia para medir
la viscosidad de las suspensiones de ambos productos (Prueba 1 y Prueba 2) y se
compararon ademas con la viscosidad obtenida para formulaciones iguales, pero con
diferentes tamafios de particula. La determinacion de viscosidad se realiz6 utilizando un
equipo Brookfield DVIII, con un accesorio para manejo de pequefia cantidad de muestras.
La determinacion se realizé por triplicado, a temperatura de 25°C. Los resultados se

resumen en la Tabla 4-16 y se muestran de manera gréfica en la Figura 4-9.

Tabla 4-16 Resultados de viscosidad promedio para las suspensiones de los productos.

Muestra Tamafio de Particula Viscosidad (CV%)
(n=3)
(a 25°C; spindle 6, 10 rpm)

Referencia d(0.9) = 28 um 16100 cps (4.3%)
Prueba 1 d(0.9) = 30 um 13587 cps (3.0%)
Prueba 2 d(0.9) = 12 um 38347 cps (1.8%)
Formulacion 234-A d(0.9) = 37 um 11000 cps (4.3%)
Formulacion 234-B d(0.9) = 32 um 11717 cps (3.2%)
Formulacion 234-C d(0.9) = 18 um 25830 cps (3.3%)
Formulacion 234-D d(0.9) =5 um 40783 cps (1.9%)

Figura 4-9 Efecto del tamafio de particula en la viscosidad.
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De acuerdo a los resultados, se observa que, en el rango evaluado, la viscosidad de la
suspension aumenta en la medida que disminuye el tamafio de particula, y este aumento
en la viscosidad puede explicar por qué la disolucion del producto disminuye en

consecuencia.

Se cree gue los hallazgos anteriores no contradicen lo reportado en la literatura respecto
a que la micronizacién de la progesterona aumenta su biodisponibilidad (F.A. Kind, 1987),
como es esperado para un farmaco de baja solubilidad; lo que se sugiere es que al
disminuir el tamafio de particula se favorece la biodisponibilidad y la velocidad de
disolucion de un farmaco de baja solubilidad como la progesterona en un intervalo de
tamafio de particula adecuado pero que la excesiva micronizacion puede tener un efecto
contrario cuando el activo es incorporado en una suspension ya que estas particulas mas
finas pueden adsorber mayor cantidad de la fase oleosa, creando una suspension mas
viscosa, que seria mas dificil de dispersar en el medio acuoso. Este comportamiento traeria
como consecuencia una disminucion en la velocidad de disolucién que conllevaria a una
menor velocidad de absorcion y por consiguiente valores mas bajos en los pardmetros
biofarmacéuticos.

Los resultados obtenidos utilizando el método de disolucion propuesto en muestras de
productos con diferencias significativas en el tamafio de particula de la fase dispersa,
mostraron adecuado poder discriminatorio para diferenciar lotes diferentes y similitud
cuando se aplica la metodologia a lotes considerados similares con base en su
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comparacion in vivo. Basados en los perfiles obtenidos para los productos analizados (ver
Figura 4-8), es posible proponer una especificacion que diferencie los productos diferentes
(Prueba 2 versus Referencia o Prueba 1) pero que muestre similitud entre productos
similares (Referencia versus Prueba 1). Se puede observar en la Figura 4-8 que no se
podria escoger tiempos de 5 0 15 minutos porque a esos tiempos, el porcentaje disuelto
estd muy por debajo del 85% ya que, como se menciond anteriormente, a esos tiempos
no ha ocurrido la desintegracién completa de la capsula blanda. Ademas, a esos tiempos
no se encontrarian diferencias significativas entre los productos que fallaron la

bioequivalencia.

Tampoco se obtendria adecuada discriminacién entre productos no bioequivalentes, si se
toman los ultimos tiempos del perfil (45 o 60 minutos), ya que, aunque se garantiza un
porcentaje disuelto mayor al 85% (casi 100% de lo rotulado), no se observan diferencias
significativas en el porcentaje disuelto de pro ejemplo el lote Prueba 2, que se habia

establecido como bio-inequivalente.

Basados en el perfil obtenido, el mejor tiempo para establecer una potencial especificacion
es a los 30 minutos, ya que a ese tiempo se diferencian significativamente los porcentajes
disueltos de los productos que fallaron la bioequivalencia; asi, lotes bioequivalentes como
el de Referencia y Prueba 1 alcanzan un porcentaje disueltos de aproximadamente 90%
para 12 unidades de cada lote, mientras que el lote que no fue bioequivalente, el Prueba
2, solo alcanza aproximadamente un 40%, siendo consistente con sus parametros
biofarmacéuticos que se encontraron durante la comparacion in vivo de estos lotes.
Adicionalmente, a los 30 minutos la variabilidad de los resultados es menor al 10% para el

lote de Referencia y el Lote Prueba 1, que fueron bioequivalentes.

Habiendo seleccionado el tiempo de especificacion en 30 minutos, lo siguiente era definir
un posible valor de Q a este tiempo, y para ello es necesario ver los valores individuales
minimos de cada producto. Se observa que la capsula con el valor minimo de disolucion,
entre el lote Referencia y el lote Prueba 1, es de 87%, lo que permitiria proponer un valor
de Q del 80%, con lo que la especificacion seria la siguiente: Q = 80% en un tiempo de 30
minutos. Esto significa que si las seis unidades analizadas de un lote, durante el ensayo
de disoluciéon como parte de control de calidad, deberian arrojar porcentajes de disolucién
sobre lo rotulado, de minimo 85% (Q+5%) (Brown, 2014).
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5. Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

Se implementd y validé la metodologia cromatografica (HPLC) para la cuantificacion de la

progesterona procedente de las muestras de disolucion, obteniéndose resultados que
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garantizan la idoneidad del método propuesto para la cuantificacion exacta y precisa de
progesterona en el medio de disolucion.

Mediante el estudio de solubilidad realizado para la progesterona en diversos medios
acuosos conteniendo cantidades crecientes de laurilsulfato de sodio (LSS) y polisorbato
80 a diferentes pHs; se encontré que la solubilidad en equilibrio de la progesterona no se
afecta significativamente por el pH en el rango evaluado, pero aumenta significativamente

con la concentracion de los tensioactivos estudiados, especialmente con el LSS.

La evaluacion del comportamiento de disolucién de las capsulas de progesterona en los
aparatos 1, 2 y 3 operados a las maximas condiciones de agitacion posibles y empleando
el mismo medio de disolucién, permitié establecer el aparato 3 como idéneo, puesto que
se obtuvo una disolucién de al menos el 85% en ni mas de 60 minutos, condicién que se
gueria para el método propuesto, con el fin de que pudiera ser aplicado de manera rutinaria

para el control de calidad del producto.

La aplicacion de un disefio estadistico experimental permitié establecer las condiciones del
método de disolucién que garantizaria el mayor poder discriminatorio (menor valor de f2)
entre dos lotes de producto con diferencias significativas en su tamafio de particula. Las
condiciones de disolucion establecidas para el aparato 3 fueron las siguientes: 250 mL de
Buffer fosfato pH 6.8 conteniendo 4% (p/v) de LSS; malla superior No. 30 y malla inferior
No. 40; operando el aparato a 30 inmersiones por minuto; utilizando un sinker para cada
capsula (QLA Lab. Accesories bajo el numero de parte: BSK008-JP.). Se recomienda la
adicion de 3 a 5 gotas de simeticona liquida en cada vaso, con el fin de evitar la formacién

de excesiva espuma.

Se demostré la capacidad del método de disoluciébn para discriminar entre perfiles
provenientes de los productos (Prueba 1 y Prueba 2) que presentaron diferente
comportamiento in vivo (uno demostré bioequivalencia con el producto Referencia y el otro
no); estos lotes tenian la misma formulacion y fueron fabricados con las mismas
instrucciones de manufactura, pero variaban en la distribucién de tamafio de particula de
la progesterona utilizada en cada lote. La capacidad de diferenciar los perfiles se evidencio
mediante el célculo del factor de similitud (f2). Se encontr6 que el método era capaz de

diferenciar los dos lotes que fallaron el estudio de bioequivalencia (Prueba 2 versus
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referencia), obteniéndose un valor de f2 menor a 50 (f2 = 30) y en el caso de los dos lotes
que cumplieron bioequivalencia, el método de disolucibn mostr6 perfiles que al
compararlos mostraron un valor de f2 mayor a 50 (f2 = 64). Estos resultados permitieron
establecer que el método de disolucion propuesto, efectivamente puede discriminar lotes
con diferencias en tamafio de particula que afectan la biodisponibilidad de la progesterona.
Se sugiere una especificacion de (Q) 80% a los 30 minutos, como posible especificacion

para control de calidad del producto.

Se encontré que particulas muy finas (como las utilizadas en el lote Prueba 2), pueden
afectar negativamente la velocidad de disolucién, y por ende la biodisponibilidad, de la
progesterona en la formulaciéon evaluada, ya que este tipo de particulas, debido a su
elevada area superficial, al parecer absorben en mayor proporcion la fase oleos en la que
se encuentra suspendida la progesterona, produciendo una suspensién mas viscosay que

por ende es mas dificil de dispersar en un medio acuso, in vitro o in vivo.

5.2 Recomendaciones

Para fines del laboratorio farmacéutico, se recomienda el establecimiento de la correlacion
in vitro in vivo entre los datos de disolucién, expresados como fraccién disuelta y los
resultados in vivo obtenidos, a partir de los cuales seria necesario calcular la fraccién
absorbida. Considerando que la progesterona es un farmaco de baja solubilidad (Clase I
en el SCB), para el que se espera que la absorcion se afecte significativamente por la
velocidad de disolucion, puede esperarse una aceptable correlacion (Nivel A). EL

establecimiento de esta correlaciéon permitiria a la empresa no tener la necesidad de
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demostrar in vivo el comportamiento del medicamento ante posibles cambios en

excipientes o proceso de manufactura que se pudieran dar a futuro.

Se recomienda estandarizar y validar una metodologia para la medida de la viscosidad de
la suspension, ya que es una medida rapida y que podria establecerse como una prueba
de control en proceso de la suspension antes de ser encapsulada. Los datos obtenidos en
el presente trabajo, muestran que la viscosidad se relaciona con la distribucién de tamafio
de particula y la velocidad de disolucion de la suspension, en las condiciones del método
de disolucioén propuesto

Seria importante evaluar el aparato 4 de disolucion, ya que para éste se ha desarrollado
una celda para la evaluacion de cdpsulas blandas con contenido oleoso y comparar estos
resultados con los obtenidos en el presente trabajo y asi demostrar si el aparato 4 presenta

alguna ventaja frente al método evaluado.

Anexo A: Reporte de Validacion

A. SELECTIVIDAD

Procedimiento:
La selectividad fue evaluada preparando soluciones o extracciones con metanol (teniendo

en cuenta la solubilidad de cada material) de los ingredientes de la formulacién (contenido
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y gelatina - placebo). Ademas, se inyectaron la fase movil, el metanol y el medio de

disolucion. Una solucién estandar de progesterona también fue inyectada.

Las soluciones obtenidas (o la fase metandlica cuando el material fue insoluble) se filtraron

de acuerdo a la metodologia de andlisis y se inyectaron en el cromatégrafo liquido.

Los cromatogramas de placebo y estdndar se muestran en la Figura 5-1 y Figura 5-2,

respectivamente

Figura 5-1 Cromatograma del Placebo.

Description: Placebo 5 (PB5)

9.1. Selectividad para metodos de control de calidad
Validacion

MMA 1/10 (P, 168, 170)

0 Name 4 L 10
Retention Time N
Area

Figura 5-2 Cromatograma de la Solucion Estandar.
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Description: Solucion estandar
AMM 1/10 (P, 193, 195, 197)
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Resultados:

No se observaron picos en ninguno de los cromatogramas que interfirieran con el pico de
progesterona.

B. LINEALIDAD DEL METODO

Procedimiento:

La linealidad fue evaluada en 5 niveles: 25%, 50%, 75%, 100% y 150% de la concentracion
nominal (0.096 mg/mL). Tres réplicas de cada concentracién (nivel) fueron preparadas. A
cada preparacion se adicionaron soluciones o extracciones (cuando el material fue

insoluble) metanodlicas de cada uno de los ingredientes de la formulacion del producto
terminado (contenido y gelatina).

Cada réplica de cada nivel se inyecto en el cromatografo liquido y se calcularon las areas
para el pico de progesterona.
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Resultados:

En la Tabla 5-1 se resumen las areas obtenidas para cada solucién inyectada, asi como

los resultados de cada parametro evaluado para linealidad. Se aplicé el método de los

minimos cuadrados para obtener la recta de regresién y su ecuacion, asi como el

coeficiente de correlacion.

Tabla 5-1 Resultados de linealidad del método.

X Y
Concentracién Area Xy € i
25.00 363.591 9089.7750 625 132198.4153
25.00 362.351 9058.7750 625 131298.2472
25.00 361.727 9043.1750 625 130846.4225
50.00 734.254 36712.7000 2500 539128.9365
50.00 733.071 36653.5500 2500 537393.091
50.00 736.356 36817.8000 2500 542220.1587
75.01 1093.714 82039.4871 5626.5001 1196210.314
75.01 1097.625 82332.8513 5626.5001 1204780.641
75.01 1096.288 82232.5629 5626.5001 1201847.379
100.01 1447.528 144767.2753 10002.0001 2095337.311
100.01 1459.479 145962.4948 10002.0001 2130078.951
100.01 1467.375 146752.1738 10002.0001 2153189.391
150.02 2198.757 329857.5251 22506.0004 4834532.345
150.02 2203.358 330547.7672 22506.0004 4854786.476
150.02 2193.502 329069.1700 22506.0004 4811451.024
Coeficiente de Correlacion ( r) 0.999965
Coeficiente de Determinacion (r?) 0.999929

Pendiente (b)) 14657.37961

Intercepto (a) -2775.894504
Ecuacion y = 14657.37961X - 2775.894504

Valor nominal de la ecuacion 1462962.066

[ (@) / valor Nominal ] X 100 0.10%

La comprobacion estadistica de linealidad se realiz6 mediante los siguientes parametros:

a) Coeficiente de Determinacioén (r?).

Mediante el método de minimos cuadrados se calculo el coeficiente de correlacion

(r) el cual nos indica el grado de relacion entre la concentracion y el area obtenida; el
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valor obtenido (0.999965) es cercano a 1, lo que evidencia que existe correlacién con
una probabilidad elevada.

A partir del valor de “r" se calculd el coeficiente de determinacion (r?), el cual al ser
mayor a 0.980 (0.999929) indica que el modelo explica la variacion en la respuesta a

medida que se varia la concentracion.

b) Homoscedasticidad: variacion residual constante.

Se graficaron los residuales obtenidos (eje de las Y) versus los valores estimados (eje
de las X) a partir de la ecuacién de la recta de regresion, ver Figura 5-3. Se puede
observar una distribucién aleatoria, es decir no hay tendencia de los valores en el

gréfico, lo que da validez al modelo de regresion obtenido.

Figura 5-3 Diagrama de residuales para la linealidad del método
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c) Analisis de Varianza (ANOVA) para evaluar pendiente y ajuste.
Se realiz6 un andlisis de varianza con los datos de linealidad, y el resultado se resume
en la Tabla 5-2.



\‘

Desarrollo y validacion de un método para evaluar la disolucion de
4 progesterona en suspension oleosa contenida en una capsula blanda de
gelatina

‘k” es el numero de niveles evaluados = 5.

“n” es el numero de datos = 15 (tres datos por nivel).
“Vres” s la varianza debida a la regresion.

“Vres” es la varianza residual.

“Vep” es la varianza por la falta de ajuste.

“Vexp” es la varianza experimental.

Tabla 5-2 Andlisis de varianza de la linealidad del método

GRADOS DE  VARIANZA (V) ESTADISTICO ESTADISTICO
LIBERTAD CALCULADO (F) TABULADO (F)
(GL)
REGRESION 1 Vres = 5.96377E+12
Ficalc. = Fl—tab(1;13;0405) =
1.84183E+05 4.670
RESIDUAL 13 Vres = 3.23796e+07
FALTA DE k-2=3 Via = 5.24536E+07
AJUSTE Fo-cale. = F2-tab(3;10,0.05) =

1.990 3.710
ERROR Yni-k=10 Vexp = 2.63574E+07

EXPERIMENTAL

De acuerdo a los resultados del ANOVA:

» Fiuexr €S mayor que Fitag l0 que demuestra la existencia de una pendiente

significativamente diferente de cero; y

» Faxexe s menor que Forag l0 que demuestra linealidad entre los resultados
obtenidos.

d) Test del intercepto.

Este test se llevo a cabo mediante una prueba de significancia de t de Student, con n-
2 (13) grados de libertad y un de a de 0.05.
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A partir del valor de varianza residual (Vres) se calcul6 la varianza del intercepto (Sa)
y el valor de tcac, asi:

tcac = |a] / Sa = |-2775.9| / 3101.564 = 0.895
El valor obtenido para tcac (0.895) es menor que el valor de tw, para 13 grados de
libertad y un a de 0.05 (1.771), lo que permite establecer que el valor del intercepto no

es estadisticamente significativamente diferente de cero.

Los intervalos de confianza para el intercepto se calcularon a partir de la formula (a £
tan * Sa), obteniendo el siguiente intervalo: de -8268.8 a 2717.0. Debido a que este
intervalo incluye el valor de cero, puede afirmarse nuevamente que el valor del

intercepto no es estadisticamente significativamente diferente de cero.
C. EXACTITUD (recuperacion)
Procedimiento:
Este parametro fue evaluado cuantificando las tres réplicas de los niveles de 25%, 100%
y 150%, del ensayo de linealidad; este analisis se realizd contra una solucion estandar de

progesterona.

Resultados:

Los resultados se resumen en la Tabla 5-3.

Tabla 5-3 Resultados de exactitud (recuperacion)

Nivel (%) Réplica No. Recuperacién (%) Criterio de Aceptacién
1 100.0
2 99.6
25%
3 99.4
Promedio 100 El porcentaje promedio de

recuperacion en cada nivel

; 19090'53 esta entre 95 a 105%
100% :
3 100.8

Promedio 100
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Nivel (%) Réplica No. Recuperacion (%) Criterio de Aceptacion
1 100.7
2 101.0
150%
3 100.5
Promedio 101

D. EXACTITUD (efecto del filtro)

Procedimiento:
Se compararon las respuestas obtenidas (por triplicado) para la solucion muestra y
estandar, filtradas por:

e Papel Whatman®-541 (solucién estandar).

e El mismo papel filtro y posteriormente por filtro jeringa PVDF (soluciébn muestra).
La respuesta promedio de las tres réplicas, de solucion estdndar y muestra, centrifugadas
a 3000 rpm por 15 minutos (Aswa Y Amia, respectivamente), se asumieron como 100% y con

las areas obtenidas para las soluciones filtradas, se calcul6 el porcentaje de recuperacion.

Resultados:
Los resultados se resumen en la Tabla 5-4.

Tabla 5-4 Resultados del ensayo de exactitud (efecto del filtro)

Area % Recuperacién
Solucién . . iy Filtracion por
Evaluada Replica No. g;g;r:fungqacgin1g Filtracién por Whatman 5311 y
miI|J1utzs Whatman 541 . Iu.ego filtro
jeringa PVDF
1 1454.765 99.99
Solucién 2 1456.084 98.86
Estandar 3 1456.789 100.69
Promedio (Astw): 1455.879 99.8
1 1460.322 99.56
Solucidn 2 1458.989 101.00
Muestra 3 1460.124 99.24
Promedio (Amt): 1459.8117 99.9




77

Los porcentajes de recuperacion para la solucion estandar y muestra, respecto a las
respuestas de las mismas soluciones cuando no se filtraron (centrifugacién), estuvieron
entre 98.0% y 102.0%, por lo que se concluye que los filtros utilizados no afectan
significativamente la respuesta.

E. PRECISION INSTRUMENTAL
Procedimiento:
Una solucién estandar de progesterona, al nivel del 100% de la linealidad, fue inyectada

10 veces y se calculé el coeficiente de variacion (CV%) entre las 10 inyecciones.

Resultados:

Los resultados se resumen en la Tabla 5-5.

Tabla 5-5 Resultados de Precision Instrumental

Desviacion Coeficiente de

Inyeccion No. Area Promedio Estandar Variacién (CV%)

1817.438
1817.746
1816.393
1811.395
1815.097
1817.406
1814.260
1816.210
1813.329
1804.351

1814.36 4.06 0.2

OO IN|OD NP |WIN|F

[EEN
o

El coeficiente de variacion obtenido (0.2%) es menor a 1.5%, por lo que el parametro se
considero validado.

F. PRECISION DEL METODO (repetibilidad)

Procedimiento:

Se prepararon seis réplicas al nivel del 100%, conteniendo todos los ingredientes de la
formulacion, y se calcularon contra una solucién de referencia conocida. Los resultados se
expresaron como porcentaje de recuperacion y a partir de estos resultados se calculé el

coeficiente de variacion porcentual entre los seis datos obtenidos.
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Resultados: los resultados se resumen en la Tabla 5-6.
Tabla 5-6 Resultados de precision del método (repetibilidad)
LR % Obtenido Promedio Desv’iacién CV(%)
Muestra No. Estandar
1 99.5
2 100.3
3 100.8
2 100.7 100.5 0.6 1
5 101.1
6 100.7

El coeficiente de variacion porcentual obtenido fue menor del 3%, por lo que el parametro

se considerd validado.

G. PRECISION INTERMEDIA

Procedimiento:

Dos analistas (1 y 2), utilizando un mismo aparato de disolucion y dos cromatdgrafos

liquidos (Ay B), en dos dias diferentes (primer y segundo), realizaron la disolucién de seis

capsulas de progesterona 200 mg, utilizando el método a validar.

Resultados:

Los resultados se resumen en la Tabla 5-7.

Tabla 5-7 Resultados de precision intermedia

Analista Dia Equipo Promedio (n=6)
. A 98
Primer
B 98
1
A 99
Segundo
B 99
. A 100
Primer
B 100
2
A 99
Segundo
B 98
Minimo promedio obtenido: 98
Maximo promedio obtenido: 100
Diferencia: 2
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La diferencia mayor obtenida, entre los promedios de seis capsulas de cada combinacion
de analistas-dia-equipo, es menor a 3%, por lo que el parametro se considero validado.

H. ESTABILIDAD DE MUESTRA ANALITICA

Procedimiento:

Se realiz6 la disolucién de seis capsulas de progesterona 200 mg y se cuantificaron de
manera inmediata (no mas de una hora entre su filtracién y posterior inyeccién en el HPLC).
Estos resultados se asumieron como los valores iniciales contra los que se calculé la

variaciéon en los analisis del activo enlos siguientes tiempos.

La estabilidad analitica se evalué en la solucién muestra (filtrada y diluida con metanol),

bajo las siguientes condiciones:

Condicién 1: volumétricas transparentes almacenadas a temperatura ambiente.

Condicion 2: viales en el auto-muestreador del HPLC.

Resultados:

Los resultados se resumen en la Tabla 5-8.

EL porcentaje de diferencia obtenido para cada una de las dos condiciones fue menor al

2% por lo que se considera que la muestra puede ser analizada hasta luego de 7 dias en

las condiciones de almacenamiento indicadas.
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Tabla 5-8 Resultados de estabilidad de la muestra analitica

Resultados Promedio en % disuelto (n=6)
Condicion

Capsula No. Inicio 2 Dias 7 Dias
1 99.76 100.03 98.87
2 100.01 99.18 99.51
3 99.76 99.23 98.22
Condicién 1 4 98.56 99.23 98.45
5 100.45 99.23 98.91
6 100.23 99.56 98.56

Promedio 99.8 99.4 98.8

% Diferencia Respecto a Inicio: 04 1.0
1 99.76 100.01 99.56
2 100.01 99.54 98.87
3 99.76 99.45 99.45
Condicién 2 4 98.56 99.32 99.22
5 100.45 100.81 98.45
6 100.23 98.56 99.45

Promedio 99.8 99.6 99.2

% Diferencia Respecto a Inicio: 0.2 0.6

I. ROBUSTEZ

Procedimiento:

La robustez del método cromatogréfico fue evaluada al comparar el resultado promedio de
la disolucion de seis capsulas de progesterona 200 mg, realizada con los pardmetros
indicados en el método de andlisis y con metodologias resultantes al realizar variaciones

en cada uno de esos parametros.

Resultados:

Los resultados se resumen en la Tabla 5-9.
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Tabla 5-9 Resultados de Robustez

Parametro Valor % I()ri‘il;e)lto N;/:'nliz"aF RDeI:?eec:;I:I
Nominal (%)
Volumen de Inyeccién 4 uL 97 1
Volumen de Inyeccién 6 pL 98 0
Flujo 0.9mL/minuto 98 0
Flujo 1.1mL/minuto 98 0
Temperatura del Horno 39°C 98 0
Temperatura del Horno 41°C 98 0
Inmersiones por minuto 25 99 1
Inmersiones por minuto 35 99 98 1
Concentracién de LSS 3% 98 0
Concentracidén de LSS 5% 100 2
pH del medio de disolucién 6.7 99 1
pH del medio de disolucién 6.9 98 0
Tiempo de pre!:)araci.(')ln del medio de 0 dias 100 )
disolucién
Tiempo de pre.paraci.é,n del medio de 10 dias 99 1
disolucion

!0Obtenido con los pardmetros nominales del método (ver Tabla 4-1)

Las variaciones realizadas en el método de analisis no produjeron variaciones

significativas respecto al porcentaje disuelto cuando se utilizaron los valores nominales del

método de analisis.
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