UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE INGENIERIA

Desarrollo y comparacion de la
prueba de verificacion de desempeiio
de disolucion en un simulador
gastrico y en el aparato 2 USP
TESIS

Que para obtener el titulo de
Ingeniera en Sistemas Biomédicos

PRESENTA

Itzel Guadalupe Martinez Camacho

DIRECTOR DE TESIS
Dr. Luis Fernando Donis Rabanales

Ciudad Universitaria, Cd. Mx., 2024



)
=
!

PROTESTA UNIVERSITARIA DE INTEGRIDAD Y
HONESTIDAD ACADEMICA Y PROFESIONAL
(Titulacion con trabajo escrito)

De conformidad con lo dispuesto en los articulos 87, fraccién V, del Estatuto General, 68, primer
parrafo, del Reglamento General de Estudios Universitarios y 26, fraccién I, y 35 del Reglamento
General de Exdmenes, me comprometo en todo tiempo a honrar a la institucién y a cumplir con los
principios establecidos en el Cédigo de Etica de la Universidad Nacional Auténoma de México,
especialmente con los de integridad y honestidad académica.

De acuerdo con lo anterior, manifiesto que el trabajo escrito titulado DESARROLLO Y
COMPARACION DE LA PRUEBA DE VERIFICACION DE DESEMPENO DE DISOLUCION EN
UN SIMULADOR GASTRICO Y EN ELL. APARATO 2 USP que presenté para obtener el titulo de
INGENIERO EN SISTEMAS BIOMEDICOS es original, de mi autoria y lo realicé con el rigor
metodolégico exigido por mi Entidad Académica, citando las fuentes de ideas, textos, imagenes,
graficos u otro tipo de obras empleadas para su desarrollo.

En consecuencia, acepto que la falta de cumplimiento de las disposiciones reglamentarias y
normativas de la Universidad, en particular las ya referidas en el Cédigo de Etica, llevard a la nulidad
de los actos de carécter académico administrativo del proceso de titulacion.

ITZEL GUAIMLUPE MARTINEZ CAMACHO
Nimero de cuenta: 313311556


http://www.tcpdf.org

Agradecimientos

Este proyecto se realizé en el Laboratorio Nacional de Manufactura Aditiva y Digital (MADIT),
con sede en el Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia (ICAT), ubicado en Ciudad
Universitaria, Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), y gracias al apoyo
brindado por el Programa de Apoyo a Proyectos de Investigacién e Innovacién Tecnoldgica
(PAPIIT) con clave IN-119423.



Agradecimientos

A mis padres, Olivia Camacho Vega y Ricardo Martinez Ruiz, a mi hermano, José Martinez
agradezco su amor incondicional, apoyo constante y palabras de aliento que han sido
fundamentales a lo largo de este proceso, gracias por ensefiarme el valor del esfuerzo y la
perseverancia. Su confianza en mi, me ha inspirado a sequir adelante, incluso en los momentos
mds desafiantes. Esta tesis es un tributo a su dedicacion y sacrificio, refleja todo lo que he
aprendido de ustedes.

A mi alma mater Universidad Nacional Auténoma de México y la Facultad de Ingenieria por
brindarme la oportunidad de formar parte de una institucion de excelencia académica y
proporcionar los conocimientos necesarios para mi formacion académica.

A los laboratorios e integrantes: Laboratorio Nacional de Manufactura Aditiva y Digital
(MADIT), Laboratorio Universitario de Nanotecnologia Ambiental (LUNA), Laboratorio
Universitario de Caracterizacion Espectroscopica (LUCE), Ingenieria de Procesos e Ingenieria
de Precision y Metrologia del Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia (ICAT), por el uso de
sus instalaciones, equipos y materiales necesarios para desarrollar este proyecto.

A mi tutor Dr. Luis Fernando Donis, por su confianza y apoyo para desarrollar este proyecto.

A los doctores: Dr. Gabriel Ascanio, Dr. Alberto Caballero, Dra. Maria Soledad Cdérdova, Dr.
Carlos Palacios, Dra. Selene Islas, M. en I. Sergio Padilla, Dr. Juan Durdn, Dr. Erasmo Correa y
Dr. Leopoldo Ruiz, por su apoyo, paciencia, conocimientos, ensefianzas y confianza durante el
tiempo que trabajé en sus laboratorios y clases. Asi como el apoyo brindado por Marcos
Veldzquez en la manufactura de los elementos necesarios para este trabajo.

A la M. en C. Ruth Silvana Cortés Lagunes, por los conocimientos brindados en el drea de la
quimica analitica, asi como, su valiosa contribucion por sus asesorias en el desarrollo y
validacion del método analitico.

A la familia Rolddn, en especial a mi amigo M. en |. Daniel Rolddn, por su acompafiamiento
emocional, sus revisiones y comentarios en el presente trabajo, sus porras a lo largo de toda
mi carrera universitaria y por las valiosas ensefianzas de vida que me ha compartido.

A mis amigas de la carrera, especialmente a Ing. Abigail Abundio, Montse Arteaga y Ing.
Fernanda Fonseca. A los amigos que he tenido la suerte de conocer durante mi estancia en el
MADIT: Vlad, Luis, Homero, Tona, Gloria y Anuar, por todas las risas y el apoyo brindado. A
todos aquellos que pude haber olvidado, mis mds sinceras disculpas.

En especial a mi abuelito “Chapo”, Gerardo Camacho, cuya memoria siempre vivird en mi
corazon.



"Nada en la vida es para ser temido, solo para ser comprendido"

Marie Curie.



INDICE

Y o Y 4 - [ PP P P RUPPRRUPPRRTPPIN 12
RESUMIEBIN .t e e s s e s b e e e e e e s s e s br et e re e e s s sennreeeeeas 13
INEFOTUCCION ...ttt e et e e et e e bt e e s bt e e s beeesabeeeeaneeenaneeas 14
L. ANEECEUBNTES ...ttt e et e e bt e e bt e e e bt e e s bt e e sbr e e ean e e e naree s 15
1.1Panorama de la disolucion de formas farmacéuticas s6lidas ........cc.ccecveevviriieneeineenne. 15
1.2 Estado actual de la prueba de verificacion de desempefio (PVT).....cccccveevceeeviieeenineennns 18
1.3 Modelos in vitro para el estudio de disoluCiON..........ccoooriiiiiiiieiii e, 19
1.3.1 Modelos in Vitro @STATICOS. .....cuueiiuiiiiiiieiie et 23

1.3.2 Modelos in vitro dinAmiCOS. ......ccocueieriiiiniiiieniee ettt 26

1.4 Antecedentes del modelo IV-DGS en el MADIT del ICAT .....coviiiieriieenieeneeesieeeeieeee 27
P |V T olo I {= o ] olo F OO PO P PO UP PR OPRPRTPPRR 29
2.1 Administracién de farmacos por via oral: su paso por el sistema digestivo.................. 29
2.1 1 ESEOMAEGO wuvveeeeeiiieeeeeiteee e esitee e ettt e e e ettt e e e st e e e e eabte e e e e be e e e e e aaaeeeeeaaaeeeenan 30

2.1.2 Intestine delgad0 ..cciueiiiie e 31

2.2 Proceso LADME en los farmacos de administracion via oral........cccccceevceeinieennieennneen. 32
2.3 DisolUCiON d€ fArMACOS .....ceiiuiiiiiiie ettt sttt e e s 33
2.3.1 Formas farmacéuticas solidas de liberacidon inmediata (IR) .......cceeeeeeeennnns 34

2.3.1.1 Sistema de Clasificacion de productos Biofarmacéuticos (BCS).......... 35

2.3.1.2 Condicidon de sumidero (SINK) ......cooveeurvererieeiiiiiieeeeee e 36

2.3.1.3 Factores que influyen en la disolucion .........ccccccvvveeeeiiiicccciiieeeeee, 37

2.4 Prueba de verificacion de desempefio (PVT) ...t 37
2.5 La prednisona como estandar de referenciade la USP .......cccciiirieeii e, 38
2.6 Seleccidn de la categoria para la validacidon de métodos analiticos........cccccvveeeeeeennneees 39
2.7 Seleccidn de los equipos @aNaliticoS .......ccuviiieiiii i e 42
2.7.1 Espectrofotometria visible (UV-Vis).....ccccoeeeiiiiiecee e 42

2.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de

0 I L O Y Y A1 3 TR 44

3. Planteamiento del problema...... ..o 45
T A o 1T oYY 1] U UUPRE 46
R O o114 AV o I (=1 0[] - S UURRE 46

3.2.1 ODbjetivos PartiCUlares......ccccuiiieeie e e e e e 46



3.3 MELAS Y GICANCES ..uvvveeiiiiiiieiiiteeeee ettt e e ee s e e e e e e e sessbbbereeeeeseeenabbbaareeeeeesannne 46

RV =Y Yo [o] To -4 - PSP 47
. Materiales Y METOAOS .......eiiieeiiie e e et e e e e e e e naees 49
A1 MAtEIIAIES. ..o 49
4.2 Equipos e instrumentos de 1aboratorio ........ccccvvvvieeiii e, 49
4.3 Reactivos ¥ SUSTANCIAS ACtiVAS ...uuiiiiiiiiiiiiiiiiieieieieieeererererererererererererererererereeeraee.. 50
4.4 Equipos de disolucion (Modelos in VItro)..........ccueeeeecveeeieciieee et 50
4.4.1 Modelo estdtico: Aparato de disolucidén 2 USP (paleta)......cccccccvveeeeennnennn. 50

4.4.1.1 Protocolo de calibracion mecdnica del aparato 2 USP (calificacion

(oY =T 1 177 ) SRS 51

4.4.1.2 Montaje experimental del aparato 2 USP .......ccccoevvveeiiviiiiee e 57

4.4.2 Modelo dindmico: IV-DGS........ccoiiiiriiiiiiieieieeeieeesiee et 58

4.4.2.1 Requerimientos del modelo IV-DGS para desarrollar la PVT ........... 60

4.4.2.1.1 Fabricacion de membranas flexibles .........cccceoviiiiniiiniinniens 60

4.4.2.1.2 Medicion de PreSion .......eeeeeecvieeeceiiee e erireee e siree e eeree e saaeee s 61

4.4.2.1.3 Determinacién del volumen del medio de disolucion.................. 62

4.4.2.2 Montaje experimental del IV-DGS........cccceiviiiieiriieee e ceieee e 63

4.5 Validacion instrumental de los métodos analitiCos ..........ccceveeieerciiniciiecncceeeeen 65

4.5.1 Preparacion de las soluciones de referencia del estandar de prednisona.66

4.5.2 Caracteristicas de desempefio para la validacidon de los métodos analiticos

.............................................................................................................................. 68

4.5.3. Validacion del sistema de disoluCion ..........ccceeevieeniieinieiniie e 71

4.6 Pruebas preliminares y protocolo experimental de 1a PVT.....cooviiiicciciiieeeee e, 71
4.6.1 Filtracion del medio de disoluCion...........c.cooieiiiieiiiiiiiiiiee e 72

4.6.2 Deaireacion del medio de disoluCion............cceevieeiiiiiniiiiniieeie e 72

4.6.3 Desarrollo de la PVT en el modelo estatico, aparato 2 USP........................ 73

4.6.4 Desarrollo de la PVT en el modelo dindmico, IV-DGS.......cccceeevveviriivinnnnnnn.. 76

4.7 ANAlisis de 1aS MUESTIAS ..c.ueiiiiiiiiiiee e s 78
4.7.1 Analisis de las muestras €n HPLC MS/MS ......uueiviiieiiiiieeeeiieieeee e eeeeveeeees 79

4.7.2 Analisis de las muestras en espectrofotometria UV-Vis......ccccccceevinnnnnnenn. 80

B TV = To Lo VAo [y ol U L] o IR 82

5.1 Calibracién mecdanica en el aparato 2 USP........oooiiiiiiiee et e 82



5.2 Validacion de 10S MEtod0os analitiCOS ......ccuvvuurmeiiiiiiiiiiiiiiee e eeeeeteee e e eeerereeaneseseeeeeees 83

5.2.1 Validacion instrumental de los métodos analiticos.......c.ccceeeevieriieeneennnen. 83

5.2.2 Validacion de 105 modelos in Vitro ..........cccceeeeeieenieeieenienieeneeeese e 92

5.3 Pruebas preliminares para desarrollar [a PVT ... 93
5.4 PVT de disolucion en el modelo estatico y dindmico.......cceeeveiiieeieciieee e 96
CONCIUSIONES ...t e st s s e e sab e e sabe e e sanee s 103
S (T =T o Tl - PSSO P PSPPSR 106
Apéndice A. Medios de disolucidn biorrelevantes .........cccceeeieciieeicciieee e 112

Apéndice B. Implementacion del catéter de manometria esofagica para medir la presiéon.113

Apéndice C. Célculos de la validacion de los métodos analiticos (HPLC MS/MS y UV-Vis)...118



Indice de figuras
FIGURA 1. DIAGRAMA ESQUEMATICO DEL PROCESO DE DESINTEGRACION Y DISOLUCION DE UN FARMACO (ADAPTADA DE ABDOU ET AL.,
P00 T PSPPSR 16
FIGURA 2. ESQUEMA DEL APARATO 2 USP (GRAY Y ROSANSKE, 2014). .eccuveeiieeereeiieesreesteessseessseessseessseessseesssessssessssessnnes 24
FIGURA 3. HIDRODINAMICA DEL APARATO 2 DE LA USP, CON 900 ML DE MEDIO DE DISOLUCION A 50 RPM. LOS VECTORES DE
MAGNITUD DE VELOCIDAD ESTAN CODIFICADOS POR COLORES EN ORDEN DE MAGNITUD DE VELOCIDAD CRECIENTE. LOS VECTORES
CON VELOCIDADES MAS BAJAS SE TRAZAN EN AZUL OSCURO HASTA LLEGAR AL COLOR ROJO QUE CORRESPONDE A LOS VECTORES

CON LAS VELOCIDADES MAS ALTAS (BROWN ET AL., 2019). .euviiiiieeiieiiiecieeetesteseieesteeeste e ete s ssveesba e esaneeaeaennneenes 25
FIGURA 4. ESQUEMA DE LA POSICION CORRECTA DE LA FORMA FARMACEUTICA EN EL APARATO 2 USP, ANTES DE INICIAR LA PRUEBA.
ADAPTADO DE (GRAY Y ROSANSKE., 2014). ..ccutiiiieeieieeeieeiteesteesteesveesteesaeesateassseesaseessseessteassseessseesssessnseesnsensn 26

FIGURA 5. GRAFICA DE LAS CONTRACCIONES PERISTALTICAS EJERCIDAS POR EL IV-DGS. A) PERFIL DE PRESION EN LA CAMARA B Y
SECUENCIA DE PRESURIZACION DE LAS CAMARAS; B) ESQUEMAS DE FLUJOS A TRAVES DEL MODELO (DONIS ET AL., 2022).....28
FIGURA 6. ESQUEMA DEL A) SISTEMA DIGESTIVO FORMADO POR EL B) TRACTO DIGESTIVO (MOORE ET AL., 2013; GUERRA ET AL.,

2002). ettt ettt ettt ettt ettt et et ettt e s et et et ettt st eeeeee et et s s e neseeetannens 29
FIGURA 7. FASES DEL PROCESO DE DIGESTION (MARTIN Y RICO, 2023). .eiouveiiiiinieeiieenieesiieesteesireesiseesieeesaeeesasesneseesasesnanas 30
FIGURA 8. A) REGIONES DEL ESTOMAGO Y MOVIMIENTO PERISTALTICO B) PROPULSION, C) PROCESO DE MEZCLA, Y D) RETROPULSION;

E) PERFIL DE PRESION EN EL MODELO TIM-AGC (BELLMAN ET AL., 2016; MOORE ET AL., 2013; KELLY, 1980).......c..ecu.... 31
FIGURA 9. 1) ADMINISTRACION ORAL; 2) LIBERACION DE LA SUSTANCIA ACTIVA (DESINTEGRACION Y DISOLUCION) Y ABSORCION; 3)

ELIMINACION DEL FARMACO (ELABORACION PROPIA). ... uveeiureeeteesteeesseesresesseesseeesseesssesanssesssssessseesssesssessssesssssensnes 33

FIGURA 10. ESQUEMA DE LA FRACCION BIOACCESIBLE Y BIODISPONIBLE DE COMPONENTES INGERIDOS (GUERRA ET AL., 2012)...... 34
FIGURA 11. PORCENTAIJE DE USO DE DIFERENTES METODOS ANALITICOS EN EL ANALISIS DE MATERIALES FARMACEUTICOS (SIDDIQUI ET
ALt 2007). coreeeeeeeeeee e e et e e ee et e et et s et s et e et e st e e et e e s e et e et es et e e e er e e 42
FIGURA 12. ESQUEMA DEL FUNCIONAMIENTO DEL ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS DE DOBLE HAZ. LA LAMPARA DE TUNGSTENO EMITE
LUZ VISIBLE MIENTRAS QUE LA LAMPARA D2 GENERA LUZ ULTRAVIOLETA. LA RADIACION ELECTROMAGNETICA SE DIRIGE A UN
MONOCROMADOR QUE SELECCIONA LAS LONGITUDES DE ONDA QUE PASA A TRAVES DE LA MUESTRA (ROCHA ET AL., 2018). 43

FIGURA 13. ESQUEMA DE DIAGRAMA DE FLUJO DEL PRINCIPIO DE FUNCIONAMIENTO HPLC (BHARDWAJ ET AL., 2015)...........c...... 44
FIGURA 14. DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA PARA LA PVT EN DOS MODELOS IN VITRO: UNO ESTATICO Y OTRO DINAMICO
(ELABORACION PROPIA). 1eeeeuurreeeitreeeaitreeeeaisseeesissesaassseeesaassssesasssseaassssesasssssssasssssanssssesanssssesasssseenssssessssssssssssnseans 48

FIGURA 15. A) ESQUEMA DIMENSIONAL Y B) FOTOGRAFIA DEL APARATO 2 USP FABRICADO EN EL ICAT (ELABORACION PROPIA).... 51
FIGURA 16. NIVELACION DEL ENTORNO (A) BASE DEL APARATO (1) SIN APARATO; (2) CON APARATO Y MEDIO DE DISOLUCION; (B)

SOPORTE DEL VASO; (C) TAPA DEL APARATO (ELABORACION PROPIA). «.veeeeereeeeetreeeeeteeeeeeiteeeeessreeeeesseeeessneseensneseeeseees 53
FIGURA 17. ESQUEMA DEL ELEMENTO DE AGITACION DE PALETA CON TOLERANCIAS (USP <711>,2010). ..cccecvveeeeiiieeeeiieeeenns 54
FIGURA 18. ALINEACIONES DEL (A) ELEMENTO DE AGITACION Y (B) VASO DE DISOLUCION (ELABORACION PROPIA). ....eeevvveereveennne. 55
FIGURA 19. (A) ESCANTILLON Y (B) MEDICION DE ALTURA CON ESCANTILLON (ELABORACION PROPIA). ..c.uvvveeeiiieeeeireeeecireeeeenens 56
FIGURA 20. OSCILACION DEL ELEMENTO DE AGITACION (ELABORACION PROPIA). ....uvveeeeureeeeeineeeeeetreeeenseeeeessneeesesseeessseeeennnns 57

FIGURA 21. (A) ESQUEMA DEL MONTAJE EXPERIMENTAL PARA EL APARATO 2 USP: (1) MOTOR; (2) TACOMETRO; (3) REGULADOR DE
FRECUENCIA; (4) MESA OPTICA; (B) SISTEMA DE RECIRCULACION: (1) BOMBA DE AGUA; (2) SENSOR DE TEMPERATURA; (3)
TERMOSTATO; (4) RESISTENCIA ELECTRICA (ELABORACION PROPIA)......uvveeeitiieeesireeeeeitteeesitveeeessteeesesseeesssesassseesennnns 58

FIGURA 22. VISTA RENDERIZADA DEL MODELO IV-DGS: (1) CAMARA A; (2) CAMARA B; (3) MEMBRANAS A Y B; (4) TAPA SUPERIOR;
(5) PUERTO PARA COMPRIMIDOS DE FARMACO; (6) PUERTO PARA SENSOR DE TEMPERATURA; (7) PUERTO PARA CATETER DE
PRESION; (8) PUERTO PARA MEDIO DE DISOLUCION; (9) TAPA INFERIOR; (10) PUERTO PARA MEDIDOR DE PH; (11) PUERTO
PARA TOMA DE MUESTRAS; (12) ABRAZADERA SANITARIA DE ACERO INOXIDABLES (ELABORACION PROPIA ADAPTADO DEL DISENO
DONIS ET AL, 2022)..uuttteeeieeeieeiireeeeeeeeesitteeeeeeesesiistaseeeeesesastaseeaeesesastsssesseessasbsssessesesassssssseseessessssreeeseessenssrees 59

FIGURA 23. VISTA RENDERIZADA DE LA TAPA SUPERIOR: (1) PUERTO PARA CATETER DE PRESION; (2) ENTRADA DEL MEDIO DE
DISOLUCION; (3) ENTRADA DE LA TABLETA DEL FARMACO; (4) PUERTO PARA EL SENSOR DE TEMPERATURA (ELABORACION
PROPIA). ¢eeutteeeeteeeeeetteeeeeteeeeseuseeeaaaseeeeaasaeessseaaaastaseeaasaseesasseaeesssseaassaaeesnsseaeansssseeanssseeeasseaeeanssseeassasesassaaaans 60

FIGURA 24. PROCEDIMIENTO DE FABRICACION DE MEMBRANAS FLEXIBLES (1A) MEMBRANA PEQUENA PARA LA CAMARA B; (1B)
MEMBRANA GRANDE PARA LA CAMARA A DEL MODELO IV-DGS; (2) MEzCLA 1:1 DEL ECOFLEX 00-30; (3) CURACION DE LAS



MEMBRANAS EN EL HORNO DE CONVECCION; (4) DESMOLDE DE LAS MEMBRANAS; (5) VERIFICACION DE FUNCIONAMIENTO

(ELABORACION PROPIA). 1eeeeuuvreeeiuureeeaitreeesasseeesssesaasssssesassssasssessssssssesssssssssssssssasssssesanssssssssssssssssssesssssssssnsnsenns 61
FIGURA 25. (A) ESQUEMA DEL CATETER DE MANOMETRIA ESOFAGICA, (B) CARACTERIZACION DE PRESION Y C) POSICION DEL SENSOR
CIRCUNFERENCIAL AMARILLO EN EL IV-DGS (ELABORACION PROPIA). ..eeiuvierrieenieessieeenitessieeesseessseesnseesseessseessessnseesnne 62
FIGURA 26. NIVELES DE AGUA EN LA A) CAMARA DE COMPLIANZA AY B) CAMARA DE COMPLIANZA B (ELABORACION PROPIA)....... 64
FIGURA 27. MONTAJE EXPERIMENTAL DEL MODELO [V-DGS (ELABORACION PROPIA). ..eeuvvrerureerureerireesireesieeesseesseesseeessessanes 65
FIGURA 28. ESQUEMA DE LA PREPARACION DE LA SOLUCION MADRE DE ESTANDAR DE PREDNISONA Y SOLUCIONES DE REFERENCIA (1) Y
(2) PARA EL METODO HPLC MS/MS (ELABORACION PROPIA). ..uveeeureeiureesureesreentreesreessseessseessseessseessseessssesssessseennnes 67
FIGURA 29. ESQUEMA DE LA PREPARACION DE LA SOLUCION DE REFERENCIA PARA EL METODO ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS
(ELABORACION PROPIA). 1eeeeuuvreeeiuureeeassreeesasseeesssessasssssesassssssssessasssssesssssssssssssssasssssssanssssssssssssanssssesssssssessssnsenns 68
FIGURA 30. IMAGEN DEL SISTEMA DE FILTRACION (A) EQUIPO DE MICROFILTRACION; (B) BOMBA DE VACIO (ELABORACION PROPIA).72
FIGURA 31. IMAGEN DE LA PRUEBA DE DEAIREACION (ELABORACION PROPIA). ..veeuveerureerireesireenieeessresssseesseeesseeesssesssesesseesssees 73
FIGURA 32. EQUIVALENCIA EN MASA DE LAS TABLETAS DE PREDNISONA (ELABORACION PROPIA).....cccuveerureerireenireesireenereeseseenenas 74
FIGURA 33. (A) IMAGEN DE DOSIFICACION Y (B) EXTRACCION DE LA MUESTRA DE LA PVT (ELABORACION PROPIA)........eeeervveeennns 75
FIGURA 34. DOSIFICACION DE LA TABLETA ESTANDAR DE PREDNISONA USP (ELABORACION PROPIA). ..veeeuveerereerereesireensreeseveennnes 77
FIGURA 35. ANALISIS DE MUESTRAS EN LOS METODOS ANALITICOS (ELABORACION PROPIA). c..vveervrierireenireerieeenieeesresssseesssesnans 78
FIGURA 36. DILUCIONES DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALISIS EN HPLC MS/MS (ELABORACION PROPIA). ..ecveeureenreerreereenreennenn 80
FIGURA 37. DILUCIONES DE LAS MUESTRAS PARA EL ANALISIS EN EL ESPECTROFOTOMETRO UV-VIs CARY 5000 (ELABORACION PROPIA).
..................................................................................................................................................................... 81
FIGURA 38. GRAFICA DEL INTERVALO DE TRABAJO PARA EL ANALISIS DE PREDNISONA ENTRE CONCENTRACIONES DE 1.00 A 20.00 MG/L
PARA EL METODO ANALITICO HPLC MS/MS (ELABORACION PROPIA). ....veeveeereeeeeeneesreesseenseeseessesseesseesseeseessesssesnnesnns 83
FIGURA 39. GRAFICO DE RESIDUALES DEL INTERVALO DE TRABAJO PARA EL METODO ANALITICO HPLC MS/MS (ELABORACION PROPIA).
..................................................................................................................................................................... 84
FIGURA 40. GRAFICA DEL INTERVALO DE TRABAJO PARA EL ANALISIS DE PREDNISONA ENTRE CONCENTRACIONES DE 0.50 A 35.00 MG/L
PARA EL METODO ANALITICO UV-VIS (ELABORACION PROPIA). 1..uveeeureesureesreesseessseesssessseesssesssseesssssssessssesssesssesnsnes 85

FIGURA 41. GRAFICO DE RESIDUALES DEL INTERVALO DE TRABAJO PARA EL METODO ANALITICO UV-VIs (ELABORACION PROPIA). ... 85
FIGURA 42. CROMATOGRAMAS DE HPLC MS/MS A) MEDIO DE DISOLUCION Y B) UN ESTANDAR DE PREDNISONA A 1.0 MG/L

(ELABORACION PROPIA). 1eeeeuuvreeeiureeeaitreeeeaiuseeesisseeaaasteeesaassssessssasasssssesasssssesasssssanssssesassssssssssssasssssesasssssessssnsenns 87
FIGURA 43. ESPECTRO DE ABSORBANCIA A UNA LONGITUD DE ONDA DE APROXIMADAMENTE 242 NM A) MEDIO DE DISOLUCION Y B)
ESTANDAR DE PREDNISONA A 20 MG/L (ELABORACION PROPIA). ..ecuvviereeerieeiteeeiteeeeteeenteeesseeesseeessseessesessseessseessseensns 87
FIGURA 44. GRAFICA DE EXACTITUD DE LA CONCENTRACION ESTIMADA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION REAL PARA EVALUAR LA
EXACTITUD DEL METODO HPLC MS/MS (ELABORACION PROPIA). ...uveeiureeeureeireeetreesireeeseessreessseessseessseessseesssessseennnes 88
FIGURA 45. GRAFICA DE EXACTITUD DE LA CONCENTRACION ESTIMADA EN FUNCION DE LA CONCENTRACION REAL PARA EVALUAR LA
EXACTITUD DEL METODO UV-VIS (ELABORACION PROPIA). ...vvvreeinrreeeeireeeeeiseeeeeeneeeesseeeeessseeesnsseeeensssesesssssessnseseens 89
FIGURA 46. CURVA PROMEDIO DE CARACTERIZACION DEL SENSOR (ELABORACION PROPIA). .....uvveeeirreeeesirreeeeareeessiseeeeesseeesnnns 94
FIGURA 47. PERFIL DE PRESION PARA LA DISOLUCION DE PREDNISONA (1) INICIO DE LA FASE DE PROPULSION; (2) FIN DE LA FASE DE
PROPULSION; (3) INICIO DE LA FASE DE RETROPULSION; (4) FIN DE LA FASE DE RETROPULSION (ELABORACION PROPIA). ....... 94

FIGURA 48. GRAFICA DE CAJAS Y BIGOTES DEL PORCENTAJE DE DISOLUCION DE LAS TABLETAS DE LA PREDNISONA DPVS PARA EL MODELO
ESTATICO Y DINAMICO ANALIZADAS EN EL METODO HPLC MS/MS Y ESPECTROFOTOMETRIA UV-VIS (ELABORACION PROPIA).

................................................................................................................................................................... 100
FIGURA 49. ESPECTROS DE ABSORBANCIA DE LA PREDNISONA DPVS EN EL A) APARATO 2 USP Y B) IV-DGS. LA LONGITUD DE ONDA
MAXIMA ABSORBIDA POR LA PREDNISONA ES DE APROXIMADAMENTE 242 NM (ELABORACION PROPIA)...cccuveerveerveenneeen 101

FIGURA 50. SEDIMENTACION DE PREDNISONA ESTANDAR DE REFERENCIA USP EN A) APARATO 2 USP Y B) MODELO IV-DGS
(ELABORACION PROPIA). «evvvvreeeeeeeieiurrreeeseeeiesussereseessesisresssesssesassssssssseessssssssssssesssemssssssseesssemssrssssesssessssssseeses 102



indice de tablas

TABLA 1. MODELOS DINAMICOS IN VITRO (ADAPTADO DE GUERRA ET AL., 2012). .veieiiieiiieeieecieeereesieeesteesveeesaeeevaeesaeeenes 21
TABLA 2. DIMENSIONES Y CAPACIDADES DEL VASO DE VIDRIO DE LA USP (711 USP, 2010)......ccvciiririeniiinieenieeenieeeieeenieeenne 24
TABLA 3. CLASIFICACION DEL PRODUCTO FARMACEUTICO DE ACUERDO CON EL BCS. ..eiiiiiiiiiiiieee e eieee et siiee e sveee e 35
TABLA 4. CARACTERISTICAS DE DESEMPENO ANALITICO REQUERIDAS PARA LA VALIDACION. ADAPTADA DEL CAPITULO 1225 USP, 2024.

..................................................................................................................................................................... 40
TABLA 5. CARACTERISTICAS DE DESEMPENO Y CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA VALIDACION DE LOS METODOS ANALITICOS

(ELABORACION PROPIA ADAPTADO DE: FEUM, 2023; USP 1092, 2024; USP 1225, 2024). ...cccocueeeeereeeeecreeeecrveennn. 41
TABLA 6. RESULTADOS DEL PROTOCOLO DE CALIBRACION DEL APARATO 2 USP....ciiuiiiiiiiiiieniieesieeeiieesteessieesieesaeesbeesnee e 82
TABLA 7. PARAMETROS DE LA REGRESION LINEAL PARA EL INTERVALO DE TRABAJO EN EL METODO HPLC MS/MS. ........ccvvevennen. 84
TABLA 8. PARAMETROS DE LA REGRESION LINEAL PARA EL INTERVALO DE TRABAJO EN EL METODO UV-VIS....ccciiriiririieriiernieennne 86
TABLA 9. VALORES DE PRECISION OBTENIDOS PARA EL ANALISIS DE PREDNISONA PARA HPLC—MS/MS. ....ooeevviivieereecreeeeveeene 90
TABLA 10. VALORES DE PRECISION OBTENIDOS PARA EL ANALISIS DE PREDNISONA EN UV-VIS. ...coviiiiiiiiiiiiiniieenieesieesnieeesieeenne 91
TABLA 11. COMPATIBILIDAD DEL FILTRO EN MUESTRAS FILTRADAS Y SIN FILTRAR DE PREDNISONA POR HPLC MS/MS Y UV-Vis. ... 92
TABLA 12. PRUEBA DEL METODO DE DEAIREACION PARA EL MEDIO DE DISOLUCION. ..eeeuverrureerreerreeenseesreeenseessseeensessssessnseesnne 93
TABLA 13. PVTS CON TABLETAS DE PREDNISONA GENERICA PARA EL APARATO 2 USP. ..eeiiiiiiiii ettt 95
TABLA 14. PVTS CON TABLETAS DE PREDNISONA GENERICA PARA EL MODELO IV-DGS. ...c.uviirieiriiinieenieeeireesieessieesnieeesiee s 96

TABLA 15. PVTS CON TABLETAS DE PREDNISONA ESTANDAR DE REFERENCIA USP PARA EL APARATO 2 USP Y MODELO IV-DGS. .... 97
TABLA 16. RESULTADOS DE LA PRUEBA ANOVA DEL METODO HPLC MS/MS DE LOS RENDIMIENTOS DE DISOLUCION OBTENIDOS PARA
LOS MODELOS PROBADOS. .....vvveuveueeresseseesessessesessessasessessasessessasassessssassessesessessesessessssessessssessessesessessssessensesessensans 98
TABLA 17. RESULTADOS DE LA PRUEBA ANOVA DEL METODO ESPECTROFOTOMETRO UV-VIS DE LOS RENDIMIENTOS DE DISOLUCION
OBTENIDOS PARA LOS MODELOS PROBADOS. .....veuveueeteseseeresseseesessessesessessesessessesessessessssessessssessesessessesessesesessessesens 99



Abreviaturas

Simbologia

Abs: Absorbancia

ANOVA: Anadlisis de varianza

API: Ingrediente farmacéutico activo

BCS: Sistema de clasificacidn biofarmacéutica

CV: Coeficiente de variacién

DER: Desviacion estandar relativa

DGM: Modelo gastrico dindmico

DPVS: Estdndar de verificacion del desempeiio de disolucion
FDA: Administracion de Alimentos y Medicamentos
FEUM: Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos
GM: Media geométrica

HGS: Simulador gastrico humano

HPLC MS/MS: Cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas

ICAT: Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia

IR: Liberacién inmediata

IV-DGS: Simulador gastrico distal in vitro

LUCE: Laboratorio Universitario de Caracterizacién Espectroscépica
LUNA: Laboratorio Universitario de Nanotecnologia Ambiental
MADIT: Laboratorio Nacional de Manufactura Aditiva y Digital
NIR: Infrarrojo cercano

OMS: Organizacién mundial de la salud

PVT: Prueba de verificacion de desempeiio

RS: Estandar de referencia

USP: Farmacopea de los Estados Unidos

UV/Vis: Ultravioleta visible

nm: Nandmetros

mm: Milimetros

mg: Miligramos

mbar: Milibares

psi: Libra por pulgada cuadrada
mmHg: Milimetros de mercurio
v: volts

ppm: Partes por millén

cpm: Contracciones por minuto
pH: Potencial de hidrégeno
puL: Microlitros

w: Media de referencia

X: Media

s: Desviacion estandar

°C: Grados Celsius

A: Longitud de onda




Development and comparison of dissolution performance verification
testing in a gastric simulator and USP Apparatus 2
By
Martinez Camacho Itzel Guadalupe

Abstract

The dissolution test is essential in the pharmaceutical industry as it allows the study of the
dissolution kinetics of drugs, ensuring their quality, effectiveness, and bioavailability in the
body. Currently, to guarantee the accuracy and reproducibility of these tests, the
Performance Verification Testing (PVT) is first employed as a standardized method. The PVT
evaluates the dissolution behavior of a standard reference material and verifies that the
apparatus complies with the mechanical parameters established by the United States
Pharmacopeia (USP). Furthermore, this test is utilized by various international pharmacopeias
to ensure the proper execution of dissolution procedures for solid oral dosage forms.

There are various in vitro models available to study drug dissolution, ranging from
conventional systems, such as USP apparatus 1 and 2, considered static models due to their
design and limited simulation of digestive parameters to more innovative dynamic models.
Static models are design for specific tests, such as drug disintegration and dissolution, but are
sensitive to factors like vibrations, deaeration of the dissolution medium, and sampling zone
location, among others. Consequently, dynamic models have emerged, offering a more
realistic simulation by emulate human gastrointestinal conditions, such as peristaltic
movements, transit times, and simulated gastric fluids. The importance of dynamic models
lies in their ability to replicate conditions closer to the human digestive process, providing a
more representative analysis of drug dissolution.

This work focused on the development and comparative evaluation of the PVT in a dynamic
model, the in vitro distal gastric simulator (IV-DGS), compared with the USP apparatus 2.
Standardized prednisone tablets were used for this comparison. During the experiment, two
analytical methods were validated: High performance liquid chromatography coupled with
mass spectrometry (HPLC MS/MS) and ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis), with the aim
of determining the percentage of prednisone dissolution. The methodology considered the
requirements in accordance with the USP compendiums. Based on its implementation in the
apparatus 2 USP, an experimental protocol for the PVT in the gastric simulator was designed,
considering yours specifications.

The results indicated that the IV-DGS model met the PVT criteria, as both models yielded
statistically similar dissolution percentages. However, the IV-DGS model demonstrated
behavior more closely aligned with physiological conditions by more accurately simulating
mechanical factors, such as the peristaltic movement of gastric digestion. This reinforces its
potential as an alternative to USP Apparatus 2 in future dissolution testing. Additionally, HPLC
MS/MS exhibited lower variability and higher precision compared to the UV-Vis
spectrophotometer, although both analytical methods are considered valid for the test.

Keywords: PVT dissolution, drug dissolution, gastric simulator, USP Apparatus 2, analytical methods.
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Desarrollo y comparacion de la prueba de verificacion de desempeiio

de disolucion en un simulador gastrico y en el aparato 2 USP

Por
Martinez Camacho ltzel Guadalupe

Resumen

La prueba de disolucién es esencial en la industria farmacéutica, ya que permite estudiar la
cinética de disolucién de los fdrmacos, asegurando su calidad, efectividad y biodisponibilidad
en el organismo. Actualmente, para garantizar la precisién y reproducibilidad de estas
pruebas, primero se emplea la prueba de verificacién de desempefo de disolucion
(Performance Verification Testing, PVT) como un método estandarizado. La PVT evalua el
comportamiento de disolucion de un material estandar de referencia y verifica que los
aparatos cumplan con los parametros mecanicos establecidos por la farmacopea de los
Estados Unidos (United States Pharmacopeia, USP). Ademads, esta prueba es utilizada por
diversas farmacopeas internacionales para asegurar la correcta ejecuciéon de los
procedimientos de disolucion en formas farmacéuticas orales sélidas.

Existen diversos modelos in vitro para estudiar la disolucién de farmacos, desde los
convencionales, como los aparatos 1 y 2 de la USP, considerados modelos estaticos por su
disefio y una limitada simulacidon de parametros digestivos, hasta modelos dindmicos mas
innovadores. Los modelos estaticos, estan disefiados para pruebas especificas de
desintegracién y disolucion, pero son sensibles a factores como vibraciones, deaeracion del
medio y ubicacidn de la zona de muestreo, entre otros. En consecuencia, surgen los modelos
dinamicos que ofrecen una simulacién mas realista al emular condiciones del tracto digestivo
humano, como movimientos peristalticos, tiempos de transito y fluidos gastricos simulados,
entre otros. La importancia de utilizar modelos dindmicos radica en su capacidad para recrear
condiciones cercanas al proceso digestivo humano y analizar de forma mas representativa la
disolucién de farmacos.

El presente trabajo se centrd en el desarrollo y la evaluacién comparativa de la PVT en un
modelo dindmico, el simulador gastrico distal in vitro (IV-DGS), frente al aparato 2 USP. Para
esta comparacién se utilizaron tabletas estandarizadas de prednisona, y se validaron dos
métodos analiticos para su cuantificacion del porcentaje de disolucién: cromatografia liquida
de alta resolucion acoplada a espectrometria de masas (High-Performance Liquid
Chromatography, HPLC MS/MS) y espectrofotometria (Ultraviolet-Visible, UV-Vis). La
metodologia contemplé los requerimientos en conformidad con los compendios de la USP. A
partir de su implementacién en el aparato 2 USP, se desarrollé un protocolo experimental
para la PVT en el simulador gastrico considerando sus especificaciones.

Los resultados indicaron que el modelo 1V-DGS cumplié con los criterios de la PVT, ya que
ambos modelos obtuvieron porcentajes de disolucién estadisticamente similares; sin
embargo, el modelo IV-DGS mostré un comportamiento mas cercano al fisioldgico al simular
de manera mas precisa los movimientos peristalticos de la digestion gastrica, lo que refuerza
su utilidad como alternativa al aparato 2 USP en futuras pruebas de cinética de disolucion.
Ademas, el HPLC MS/MS demostré menor variabilidad y mayor precisién en comparacién con
el espectrofotometro UV-Vis, aunque ambos métodos analiticos son validos para la prueba.

Palabras clave: PVT disolucion, disolucién de farmacos, simulador gdstrico, aparato 2 de la USP, métodos analiticos.
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Introduccion

Los modelos dindmicos actualmente no estdn estandarizados para realizar pruebas de
disolucién como los aparatos de la USP, que emplean la PVT y sus criterios de aceptacién para
asegurar la correcta ejecucion de los procesos de disolucién y estudiar la cinética de
disolucion de los farmacos. Esto resalta la necesidad de validar los modelos dinamicos
mediante la PVT, un drea alun poco investigada. Este enfoque busca avanzar en el uso de
modelos mas representativos del tracto gastrointestinal, mejorando la precision de las
pruebas de liberacidon de farmacos y facilitando la evaluaciéon de la biodisponibilidad en
condiciones mas cercanas a la fisiologia gastrica humana.

El objetivo de este proyecto fue el desarrollo, analisis y comparacion de la PVT en el modelo
dindmico IV-DGS con respecto a la prueba tradicional del aparato 2 de la USP con el fin de
validar la operatividad y uso confiable del modelo dindmico en futuras pruebas de perfiles de
disolucién de farmacos. Se utilizaron tabletas estandarizadas de prednisona en diferentes
voliumenes del medio de disolucidn. Para determinar el porcentaje de disolucién de masa
prednisona se utilizaron dos métodos analiticos, HPLC MS/MS y espectrofotometria UV-Vis.
De esta forma se buscd establecer la viabilidad del IV-DGS como un complemento o
alternativa a los métodos tradicionales para estudiar la disolucién de farmacos.

El presente trabajo se desarrollé en cinco capitulos. En el primer capitulo se presentan los
antecedentes relativos a la disolucién de formas farmacéuticas sélidas, en especifico para la
PVT, asi como la descripcion de los modelos in vitro utilizados para desarrollar la prueba. En
este sentido, se planted evaluar el desempefio de rendimiento en el simulador IV-DGS.

El segundo capitulo se enfoca en el marco tedrico y conceptual del comportamiento de la
disolucién de farmacos y la PVT. Asimismo, se aborda la descripcién y validacién de los
métodos analiticos utilizados en este trabajo para la cuantificacion de la prednisona estandar
de referencia. En consecuencia, se detallan los equipos analiticos seleccionados: HPLC MS/MS
y espectrofotometria UV-Vis para la medicion de las muestras.

En el tercer capitulo se centra en el planteamiento de la problematica, objetivos y los alcances
a cumplir. En el cuarto capitulo se detallan las especificaciones de los montajes
experimentales de los modelos utilizados y se describen los protocolos experimentales para
el desarrollo de la PVT. Asi mismo, los pardmetros de desempefio y sus respectivos criterios
de aceptacion para la validacion de los métodos analiticos.

En el quinto capitulo se muestran los resultados obtenidos de la calibracién mecanica en el
aparato 2 de la USP, la validacion instrumental de los métodos analiticos por medio de
pruebas estadisticas y las pruebas preliminares de disolucion. La parte medular del trabajo
experimental fue el analisis estadistico comparativo de la PVT entre el modelo estatico
(aparato 2 USP) y el modelo dinamico (IV-DGS).

Finalmente, se presentan las conclusiones obtenidas del trabajo, asi como, los trabajos a
futuro con respecto a pruebas de disolucién de farmacos para ambos modelos in vitro.
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1. Antecedentes

1.1Panorama de la disolucion de formas farmacéuticas solidas

La administracion por via oral de formas farmacéuticas sdélidas, como tabletas (comprimidos)
o capsulas, constituye una gran fraccién de los productos farmacéuticos actuales y ha sido el
principal método de administracion de medicamentos en humanos durante mas de un siglo
debido a su seguridad, bajo costo y alto grado de cumplimiento por parte del paciente (Guerra
et al, 2012). De acuerdo con Kaur y Mehara (2016), las tabletas que se administran de forma
entera, son las mas comunes en la industria farmacéutica. Esta forma de administracion no
requiere conocimientos previos niinsumos especiales, como jeringas, agujas y goteros, lo que
la distingue de otras vias de administracion de productos farmacéuticos.

La investigacion sobre la disolucién de farmacos comenzé a desarrollarse hace mas de 100
afios en el campo de la quimica y la fisica. Sin embargo, fue en la década de 1950 cuando
crecio el interés explicito de los investigadores, quienes se dieron cuenta de la importancia
de los procesos de disolucidon en la disponibilidad fisiolégica del farmaco para su uso
terapéutico (Dokoumetzidis y Macheras, 2006). Anteriormente, se pensaba que la
disponibilidad del ingrediente farmacéutico activo (Active Pharmaceutical Ingredient, API) o
sustancia activa se determinaba Unicamente por la desintegracion de la tableta, ignorando el
proceso de disolucidn. No obstante, antes de que el APl pueda ser absorbido, primero se
desintegra y después se disuelve en el medio acuoso del tracto digestivo como se muestra en
el diagrama esquematico de la Figura 1, (Uddin y Sutradhar, 2011). Es decir, la desintegracion
indica la rapidez con la que el farmaco se descompone en granulos y particulas finas sin
considerar la direccién de su movimiento, mientras que la disolucidn refleja la velocidad con
la que la sustancia activa se disuelve en una solucion gastrica para ser absorbida en el
intestino delgado (Kong y Singh, 2008).
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Figura 1. Diagrama esquemadtico del proceso de desintegracion y disolucion de un farmaco (Adaptada de
Abdou et al., 2003).

Durante las primeras etapas de la investigacién sobre la disolucién de farmacos (1950-1960),
tras confirmar que la disolucidn era clave para la biodisponibilidad! de los medicamentos, se
profundizd en el estudio de los factores que afectan su velocidad de disolucion mediante
pruebas de disolucién (Dokoumetzidis y Macheras, 2006).

En el periodo de 1960 a 1970, se produjo una proliferacion en el disefio de aparatos con
diversas condiciones para estudiar las pruebas de disolucién, sin embargo, los resultados
obtenidos de los perfiles de disolucién a menudo no eran comparables entre laboratorios y
gradualmente se comprendid que era necesaria una estandarizacion de los métodos, que
permitié la correlaciéon de los datos obtenidos con los diversos aparatos de prueba. En
respuesta a esto, la USP estandarizdé el primer aparato oficial, conocido como canastilla
manufacturada en 1970, junto con las condiciones de operacion. Esta estandarizacion
permitié obtener resultados comparables entre laboratorios internacionales que utilizaban el
mismo disefio de aparato, incluso si este era manufacturado por diferentes fabricantes
(Dressman y Kramer, 2005).

Posteriormente, de acuerdo con Uddin y Sutradhar (2011), en 1978 se introdujo en la
industria farmacéutica el segundo aparato de disoluciéon, que adoptd la paleta como
elemento de agitacién junto con las dos tabletas de calibracién quimica (prednisona y acido
salicilico), afios posteriores se observé que este nombre es incorrecto, ya que no corrigen ni

1 La biodisponibilidad es la velocidad y cantidad en la cual el APl de un producto farmacéutico se encuentra disponible (o
accesible) en el sitio de accidén o en un medio bioldgico (Palma-Aguirre, 1998).
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ajustan ningun parametro, por lo que actualmente se llaman material estandar de referencia,
las cuales garantizan la precisién y repetibilidad de los resultados a nivel mundial. Finalmente,
en 1990 se armonizaron los aparatos 3 (cilindro oscilante, de acuerdo con el capitulo general
711 de la USP 2010, actualmente no lo acepta la Farmacopea Japonesa), 4 (celda de flujo
continuo), 5 (paleta sobre disco), 6 (cilindro) y 7 (soporte alternativo), con la finalidad de
desarrollar pruebas de disolucidn en diferentes formas farmacéuticas.

Entre los aparatos mdas comunes para realizar las pruebas de disolucién de formas
farmacéuticas solidas de liberacion inmediata (Immediate Release, IR) de administracion oral,
destacan los aparatos 1 (canastilla) y 2 (paleta) de la USP, ampliamente utilizados en la
industria farmacéutica (Zaborenko et al., 2019). En cambio, los aparatos del 3 al 7 se utilizan
con menos frecuencia, pero son especialmente utiles para productos de liberacion
prolongada con baja solubilidad, sistemas de administracidn transdérmica y otras formas de
dosificacidn, como suspensiones, parches liberadores de fdrmacos, entre los cuales el aparato
4 ha ganado importancia para realizar los estudios de diferentes formas de dosificacién
(Almukainzi et al., 2014; Uddin y Sutradhar, 2011).

La prueba de disolucion es un método basado en compendios oficiales utilizado por diferentes
farmacopeas, como la USP, para medir y evaluar en un laboratorio la eficacia con la que un
farmaco se libera a partir de su forma de dosificacidon (sélidas y semisélidas) mediante
modelos in vitro. Aunque originalmente fue disefiada para cuantificar la liberaciéon de
farmacos en tabletas y capsulas de IR, esta prueba actualmente se utiliza para diversas formas
de dosificacidn, como polvos, tabletas masticables, bucales y sublinguales, cdpsulas de
gelatina blanda, supositorios, parches transdérmicos y aerosoles (Azarmi et al.,, 2007;
Zaborenko et al., 2019).

Por otro lado, la prueba de disolucién es comun en el estudio de control de calidad
farmacéutico, para asegurar la uniformidad del farmaco entre lotes y detectar posibles
desviaciones en la fabricacién. También se utiliza en la investigacion de desarrollo de nuevos
farmacos para estimar la liberacién del farmaco y su rendimiento in vivo (Azarmi et al., 2007).
Ademas, las pruebas de disolucion son cada vez mas utilizadas en pautas regulatorias y por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para documentar la biodisponibilidad y
bioequivalencia? de formas farmacéuticas (Deng et al., 2008).

Finalmente, otra aplicacidon es el estudio de bioexencidn, que sirve como alternativa al estudio
de bioequivalencia in vivo mediante la demostracion de equivalencia terapéutica in vitro para

2 a bioequivalencia es cuando dos productos farmacéuticos alcanzan la circulacién sistémica de modo similar, logrando las

mismas concentraciones en el torrente sanguineo, es decir, que son igualmente biodisponibles y en consecuencia su eficacia
y seguridad son las mismas (Huayanay-Falconi, 2012).
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un grupo de farmacos que cumplen con los requisitos del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica® y obtener una la correlacion in vitro/in vivo. Esta prueba consiste en el
estudio comparativo de los perfiles de disolucién in vitro entre el producto farmacéutico
similar o genérico* y el innovador o de patente. En la practica, la bioexencién presenta
ventajas sobre los estudios in vivo, como menor variabilidad, facilidad de control y mayores
probabilidades de detectar diferencias entre dos productos farmacéuticos, si es que existen.
Ademas, es rapida, econdmica y no involucra humanos en el estudio, lo que elimina la
posibilidad de efectos tdxicos en los voluntarios por reacciones adversas a medicamentos
(Saavedra et al., 2011).

1.2 Estado actual de la prueba de verificacion de desempeiio (PVT)

Es importante diferenciar la prueba de disolucién de cualquier farmaco de dosificacién oral,
con la PVT, la cual utiliza un material estandar de referencia (Standard Reference, RS). El
material RS es una sustancia con alta pureza y se utilizan en pruebas especificas en los
laboratorios, como la PVT, otra caracteristica es que no tiene aplicaciéon de uso terapéutico.
La prueba de disolucidén evalua la liberacion de un farmaco en desarrollo o genérico, midiendo
el cambio en su concentracién a diferentes tiempos, lo que genera un perfil de disolucién con
un propdsito terapéutico. En cambio, la PVT utilizan procedimientos y materiales
estandarizados para verificar el rendimiento de los aparatos de disoluciéon 1y 2 de la USP, que
junto con la calibracidn mecdnica de los mismos aparatos aseguran que en los equipos se
ejecuten correctamente las pruebas de disolucién, garantizando la precisién de los
resultados, identificar fuentes de variabilidad e implementar medidas para mitigar dichas
variabilidades (Brown et al., 2019). Esta prueba se realiza en un tiempo Unico, generalmente
de 30 minutos, por lo que solamente se obtiene el porcentaje de masa de disolucién y el
coeficiente de variacion del material estandar, utilizando tabletas estandarizadas de
prednisona o acido salicilico, los parametros evaluados deben encontrarse dentro del
intervalo de aceptacion indicado en el certificado de cada tableta RS. En el caso de las tabletas
de prednisona, actualmente se les denomina estandar de verificacidon del desempeiio de
disolucion (Dissolution Performance Verification Standard, DPVS,).

Desde 1978, la USP establecio utilizar tabletas RS de acido salicilico y prednisona para los
aparatos de disolucidon 1 y 2, respectivamente. Estas tabletas RS fueron introducidas en
colaboracién con fabricantes farmacéuticos para abordar problemas de variabilidad en los
resultados de disolucién, especialmente entre laboratorios internacionales. El uso de tabletas
RS es fundamental para el éxito de la PVT, ya que contienen criterios de aceptacién basados

3 Esta clasificacion se aborda en el subtema 2.3.1.1

4 Es aquel formaco disponible en el mercado que no es producido por el laboratorio innovador que desarrollé el principio
activo, es decir, el laboratorio que lo generd por primera vez y lo patentd. Sin embargo, se espera que tenga el mismo efecto
terapéutico que el farmaco original. (Aranda & Rosasco, 2019).
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en estudios colaborativos internacionales que reflejan la variabilidad inherente observada en
pruebas realizadas en diferentes laboratorios a nivel mundial (Uddin y Sutradhar, 2011).

Segun Brown et al. (2019), mencionan que, si bien la PVT juega un papel crucial en la
identificacion y mitigacion de las fuentes de variabilidad en los resultados de disolucidn, son
las tabletas RS las que permiten que los laboratorios independientes comparen sus resultados
con los obtenidos en estudios colaborativos de la USP. Esto ayuda a garantizar que las pruebas
de disolucion se realicen bajo condiciones controladas y comparables a nivel mundial,
reduciendo las diferencias entre laboratorios y mejorando la reproducibilidad de los
resultados.

1.3 Modelos in vitro para el estudio de disolucion

Actualmente, existen diferentes modelos que estudian la prueba de disolucién de farmacos,
los cuales buscan explicar lo que ocurre con un farmaco dentro del organismo después de ser
ingerido. Dentro de estos modelos, encontramos los términos "in vivo" e "in vitro", ambos
derivados del latin. El primero, “in vivo”, significa “dentro de lo vivo”, lo que indica que el
proceso tiene lugar dentro de un organismo biolégico (humano o animal). Por lo general, los
estudios in vivo son invasivos, costosos y requieren de mucho tiempo y de personal
capacitado para trabajar con seres vivos. En si se utilizan para estudiar la biodisponibilidad y
bioaccesibilidad® del firmaco (Kong y Singh, 2008).

Por otro lado, el término “in vitro” significa “dentro del vidrio” y se refiere a la realizacion de
un experimento en un entorno controlado fuera del organismo, es decir, en un laboratorio.
Los modelos in vitro reducen costos, son reproducibles y permiten emular fielmente los
procesos fisioldgicos (Guerra et al., 2012). Estos estudios no requieren aprobacién de un
comité de ética como lo implica la experimentacién en humanos o animales (Kong y Singh,
2008).

En los ultimos afios, los modelos gastrointestinales in vitro han adquirido gran relevancia en
la industria farmacéutica, asi como en los sectores de alimentos y salud. En farmacologia, se
utilizan para estudiar el destino de los farmacos administrados por via oral a lo largo del tracto
digestivo, permitiendo desarrollar y caracterizar productos farmacéuticos y realizar pruebas
de disoluciéon con fines de control de calidad (Shah et al., 2001). Regularmente, los ensayos
de digestidn in vitro reproducen las fases oral, gastrica e intestinal, y en menor medida, la
fermentacion bacteriana. Sin embargo, si el farmaco es liquido, se omite la fase oral, como
sefiala Lucas-Gonzalez-Gonzalez (2016). Estos modelos se diferencian principalmente en el
numero y tipo de fases incluidas, en la composicion de los fluidos simulados (como enzimas y
soluciones salinas), asi como en los esfuerzos mecdnicos, las presiones, los movimientos
peristalticos simulados, los flujos gastricos y el vaciado, procesos que ocurren durante la

5 En el subtema 2.3 se aborda este término.
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digestion humana (Hur et al., 2011). Estos modelos se caracterizan por ser flexibles, precisos
y reproducibles (Guerra et al., 2012).

Los modelos in vitro se pueden clasificar en modelos estaticos y modelos dindmicos (Kong y
Singh, 2008). Los modelos estdticos tienen un nimero limitado de pardmetros simulados y
estan disefiados para una aplicacion especifica, como la prueba de desintegracion y
disolucion. Sin embargo, para emular los complejos procesos fisicos y quimicos que ocurren
en el tracto digestivo, es crucial exponer el farmaco a cada etapa de la digestion con tiempos
de transito, cambios de pH® y condiciones enziméticas realistas. En consecuencia, se han
desarrollado modelos dindmicos monocompartimentales, bicompartimentales vy
multicompartimentales (Guerra et al., 2012). Como lo son: el modelo gastrico dindmico
(Dynamic gastric model, DGM), el simulador gastrico humano (Human gastric simulator, HGS),
el simulador gastrico distal In Vitro (IV-DGS) y el Modelo Gastrointestinal TNO (TIM-1).

En la Tabla 1, se presenta una evolucion de los modelos in vitro y a su vez una comparacion
entre modelos, esquemas, caracteristicas generales y su respectiva clasificacion.

6 Potencial de hidrdégeno.
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in vitro (Adaptado de Guerra et al., 2012).
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1.3.1 Modelos in vitro estaticos

Los modelos estaticos suelen ser los mas comunes y tradicionales para pruebas de disolucién
por las farmacopeas, ya que son menos complejos que los modelos dindmicos. Esto se debe
a que solo simulan un numero limitado de parametros fisioldgicos, ademas, por su
configuracidn son incapaces de reproducir los movimientos peristalticos gastrointestinales
(Lucas-Gonzalez, 2016; Kong y Singh, 2008).

Estos modelos pueden contar con multiples compartimientos al que se afladen soluciones
simuladas de cada fase de la digestion (Lucas-Gonzalez, 2016). Este proceso puede generar
errores en la fase ensayada si no se dosifican correctamente. Sin embargo, han sido
estandarizados por diferentes farmacopeas internacionales para estudiar y evaluar la
liberacion cuantitativa de farmacos en un solo medio de disolucién que reproduce las
condiciones digestivas tanto gastricas (fluido gastrico simulado) como intestinales (fluido
intestinal simulado). No obstante, en este enfoque, a menudo se utilizan grandes volimenes
de medio de disolucion (500 mL y 900 mL) y agitacidn continua para realizar el mezclado, lo
cual no representa la naturaleza de los movimientos peristalticos (Guerra et al., 2012) y el
volumen del contenido gastrico in vivo.

Uno de los modelos in vitro estaticos mas utilizados en la industria farmacolégica es el
segundo aparato de disolucion de la USP, también denominado aparato de paleta
desarrollado por Levy y Hayes en 1978 (Uddin y Sutradhar, 2011). Este dispositivo estd
conformado por un vaso y un elemento de agitacidon (ver Figura 2). Se considera un método
estandarizado y simple de compartimiento cerrado, ya que utiliza un volumen fijo de medio
de disolucién contenido en un vaso cilindrico de vidrio u otro material inerte y transparente
con fondo semiesférico, lo que permite visualizar el proceso de disolucién, y esta embebido
en una camisa de agua con una temperatura controlada (37 + 0.4 °C). Ademas, cuenta con
una tapa en la parte superior para minimizar la evaporacion. Las dimensiones y capacidades
del vaso se detallan en la Tabla 2 (Capitulo 711 USP, 2010). El aparato dispone de un
mecanismo de mezcla por conveccion forzada, utilizando un elemento de agitacidon a una
velocidad de rotacion especifica y constante (Uddin y Sutradhar, 2011).
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Figura 2. Esquema del aparato 2 USP (Gray y Rosanske, 2014).

Tabla 2. Dimensiones y capacidades del vaso de vidrio de la USP (711 USP, 2010).

Capacidad nominal (L) Altura (mm) Didmetro interno (mm)
1 160-210 98-106
2 280-300 98-106
4 280-300 145-155

Para el mecanismo de agitacion se utiliza un motor acoplado a un eje propulsor metalico y un
elemento de agitacién de material de acero inoxidable tipo 316 L, que estd compuesta por
una paleta plana y un eje de pieza Unica. Esta paleta presenta una alineacién precisa entre su
eje longitudinal central, la paleta y el eje propulsor, de modo que el punto inferior de la paleta
estd ubicado exactamente sobre el punto inferior del eje propulsor (USP 711, 2010). Es crucial
gue ninguna parte del equipo, ni el entorno en el que estd colocado, aumente
significativamente el movimiento de agitacion. Por lo tanto, se deben evitar las vibraciones
internas y externas para garantizar que el elemento de agitacion gire con suavidad y no se
comprometa la prueba de disolucidn. Por esta razén, es necesario calibrar mecanicamente el
aparato de disolucién antes de realizar las pruebas (Gray y Rosanske, 2014).
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La forma farmacéutica se dosifica de manera estandarizada directamente en el recipiente que
contiene el medio de disolucidn, llegando al fondo del vaso. Posteriormente, la paleta gira a
una velocidad especifica. El elemento de agitacién se puede sumergir en el vaso antes de dejar
caer la forma de dosificaciéon, pero la rotacién de la paleta no debe comenzar hasta que la
dosis alcance el fondo del vaso (Gray y Rosanske, 2014). Los aparatos de disolucion ofrecen
ventajas como un alto grado de estandarizacién y facilidad de uso. Sin embargo, la forma
farmacéutica puede verse afectada por interacciones durante los procesos de disolucién,
incluyendo la presencia de una “zona muerta” hidrodinamica bajo la paleta, es decir, se forma
una sedimentacion del farmaco en forma cénica que puede no garantizar un sumidero
perfecto, especialmente para farmacos poco solubles. De acuerdo con Brown et al. (2019), la
hidrodindmica en el aparato 2 se muestra en la Figura 3, que se caracteriza por dos bucles de
recirculacion a cada lado del eje vertical del impulsor, uno por encima y otro por debajo de la
paleta y por una "zona muerta" de baja velocidad ubicada alrededor de la ubicacion de la
forma de dosificacion, directamente debajo del centro de la paleta, lo que puede influir en la
disolucion del farmaco.

Increasing
velocity
magnitudes

I i
51y

Figura 3. Hidrodindmica del aparato 2 de la USP, con 900 mL de medio de disolucién a 50 rom. Los vectores
de magnitud de velocidad estdn codificados por colores en orden de magnitud de velocidad creciente. Los
vectores con velocidades mds bajas se trazan en azul oscuro hasta llegar al color rojo que corresponde a los
vectores con las velocidades mds altas (Brown et al., 2019).

La reproducibilidad de las pruebas en diferentes laboratorios no siempre estd asegurada, ya
qgue la hidrodinamica se ve influenciada por las caracteristicas operativas de los recipientes
de disolucion, como su forma, contorno, patréon de dispersidon del farmaco, lugar de
sedimentacion y la posicidn de la tableta en la parte inferior del vaso al caer (Cascone et al.,
2016). Por lo tanto, la tableta debe estar centrada (ver Figura 4) antes de iniciar la prueba.
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Posicion de la forma farmacéutica

Figura 4. Esquema de la posicion correcta de la forma farmacéutica en el aparato 2 USP, antes de iniciar la
prueba. Adaptado de (Gray y Rosanske., 2014).

El aparato tiende a ser extremadamente sensible a los factores ambientales, por ejemplo:
vibraciones externas, asi como a factores internos: como variaciones en la velocidad de
rotacion de la paleta, las vibraciones del propio aparato, la deaireacion’ del medio de
disolucién y la insercion de la cdnula en la toma de muestreo. Estos factores pueden generar
diferentes perfiles de disolucidn de un mismo farmaco (Cascone et al., 2016).

1.3.2 Modelos in vitro dinamicos

Debido a las limitaciones de los modelos estaticos mencionadas anteriormente, se han
desarrollado diversos modelos dinamicos in vitro para emular el proceso gastrointestinal.
Estos modelos han demostrado ser atiles en la industria farmacéutica para comprender la
digestion de alimentos y la disolucion de farmacos IR. Estos modelos permiten, estudiar la
interaccion entre medicamentos y nutrientes tanto en condiciones de ayuno como de
alimentacion, e incluso se ha investigado la interaccién de los fdrmacos con drogas como el
alcohol (Cascone et al., 2016).

Dentro de los modelos monocompartimentales, destacan el modelo gastrico dindmico, DGM,
el simulador gastrico distal In Vitro (IV-DGS) y el simulador gastrico humano, HGS. El DGM
consta de dos compartimentos sucesivos disefiados para emular el cuerpo y el antro del
estdmago. Simula el vaciado gastrico mediante una valvula que permite que las particulas
mas pequeiias salgan del estdmago, mientras que las mas grandes regresan a la camara
superior para ser digeridas aun mas, aunque carece de la capacidad para reproducir las
contracciones peristalticas gastricas (Guerra et al., 2007; Vardakou et al., 2011; Wickham y
Mandalari, 2012). Por otro lado, el HGS, compuesto por una cdmara de latex rodeada por un
sistema de conduccién mecdnica (Guerra et al., 2007; Kong y Singh, 2010) y el IV-DGS pueden

7 Este término se entiende como el proceso de eliminar gases disueltos como el oxigeno disuelto en un liquido;
en la literatura, se puede encontrar bajo los términos "desaireacién" o "desgasificacion”.
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emular los movimientos peristalticos de manera muy similar al estdmago en términos de
amplitud, intensidad y frecuencia (Donis et al., 2022).

El IV-DGS, en comparacion con los modelos DGM y HGS, destaca por su forma anatémica en
"J", que replica con precision la curva caracteristica del estémago humano. Esta forma no solo
es representada en su estructura externa, compuesta de resina, sino también en su interior,
con membranas blandas de silicona disefiadas para emular la fisiologia y anatomia. El IV-DGS
puede reproducir las presiones y movimientos peristalticos similares a los in vivo, facilitando
una simulacién mas realista del vaciamiento gastrico y de la digestién en condiciones in vitro
(Donis et al., 2022).

Por otro lado, el modelo multicompartimental mas conocido el Modelo Gastrointestinal TNO
(TIM-1) que ofrece una opcidn integral para replicar diversos procesos digestivos continuos,
aunque presentan limitaciones en cuanto a mecanismos de retroalimentacion, no emulan la
microbiota, ni el sistema inmunolégico y tampoco vias hormonales (Guerra et al., 2012). El
TIM-1, combina la multicompartimentalizacién y dinamismo (Minekus et al., 1995). Este
modelo, se controla por computadora, reproduce de manera fisiolégica las funciones
digestivas principales del estdmago y del intestino delgado, segun lo indicado por Lucas-
Gonzalez (2016). Posteriormente, Bellman et al. (2016) desarrollaron una variante del TIM-1,
llamado TIM-agc, tiene una configuracion en forma de L con tres camaras que emulan la
motilidad y estructura del estémago: el cuerpo, antro proximal y distal. Aunque estos
sistemas han sido en su mayoria estandarizados y validados para aplicaciones especificas,
como el estudio de la actividad antidcida o la supervivencia de probidticos (Guerra et al.,
2012), carecen de la forma anatdmica del estdmago e intestino delgado.

1.4 Antecedentes del modelo IV-DGS en el MADIT del ICAT

El modelo IV-DGS es fundamental en este trabajo, ya que fue el modelo dinamico utilizado
para desarrollar la PVT. Cabe destacar que el simulador gastrico ha tenido evoluciones en su
desarrollo experimental a través de los siguientes proyectos desarrollados en el Laboratorio
Nacional de Manufactura Aditiva y Digital (MADIT) del Instituto de Ciencias Aplicadas y
Tecnologia (ICAT) de la UNAM, los cuales se detallan a continuacién:

El primer disefio anatdmico e instrumentacion del IV-DGS fue desarrollado en el 2018, en los
trabajos de tesis "Estudio hidrodindmico in vitro del flujo gastrico" del M.l. Rabanales Donis
Luis Fernando y "Automatizacion e instrumentacién de un simulador gastrico" de la Ing.
Escalona Ortiz Monserrat, donde se realizaron los primeros estudios de desintegracion de
alimentos bajo condiciones fisioldgicas reales. Estos trabajos incluyeron la generacién de
ondas peristalticas dentro del modelo y la medicién de variables de interés, como la presion,
el pH y la temperatura, permitiendo obtener perfiles de presiones gastricas y pH.
Posteriormente, en el 2021, en la tesis "Instrumentacidn y protocolos de digestibilidad para
modelos gastricos in vitro" de la M.l. Montalvo Gonzalez Jackeline implementd protocolos de

27



digestibilidad, tomando en cuenta los fluidos gastricos simulados en cada fase de la digestion,
para validar la capacidad mecdnica y quimica del simulador en el estudio de alimentos, y en
el 2023, en la tesis "Disefio de modelos dindmicos in vitro del sistema gastrointestinal" del Dr.
Donis Rabanales Luis Fernando desarrollo nuevas mejoras en el simulador, como la
implementacion del vaciamiento gastrico y la creacién de un modelo transltcido que permite
la visualizacidn de la mezcla, asi como estudios de mezcla homogénea en el simulador, lo que
ayuda a validar la dispersién uniforme de las particulas. Actualmente, se ha desarrollado una
interfaz de usuario para controlar los parametros mecanicos y quimicos, como el flujo de aire,
la presion, el pH, la temperatura y el vaciamiento gastrico, desde un panel de control
implementado por el Ing. Tonatiuh Lopez Ruiz.

Los trabajos mencionados anteriormente permitieron comprender tanto el funcionamiento
del equipo IV-DGS como establecer las perspectivas de las pruebas que se pueden desarrollar
en el equipo. Asi, se establecid las condiciones de operacién, protocolos y pruebas para
desarrollar la PVT en este simulador. Por lo tanto, en este trabajo, se propuso una aplicacion
del simulador con un enfoque farmacoldgico.

Se asumio que la viabilidad de la aplicacién de la PVT en el modelo IV-DGS fue que presenta
caracteristicas relevantes para el desarrollo de la PVT, tales como la representaciéon
anatémica de la seccion distal del estdmago en forma de “J”, la capacidad de reproducir
perfiles de presién entre 15 y 30 mmHg, que son similares a los registrados in vivo y la
emulacion del movimiento peristaltico de la zona antral del estémago humano. Estas
caracteristicas permiten generar flujos de propulsién y retropulsion mostrado en la Figura 5,
qgue favorecen la desintegracion fisica y quimica de los alimentos (Donis et al., 2022). En esta
aplicacion, no es necesario la desintegracidon de un alimento, pero si permite visualizar la
disolucion de un farmaco.
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Figura 5. Grdfica de las contracciones peristdlticas ejercidas por el IV-DGS. a) Perfil de presion en la camara B
y secuencia de presurizacion de las cdmaras; b) Esquemas de flujos a través del modelo (Donis et al., 2022).
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2. Marco teorico

2.1 Administracion de farmacos por via oral: su paso por el sistema digestivo

La administracion de farmacos por via oral de formas farmacéuticas sélidas, como tabletas al
ser ingeridas pasa a través del tracto digestivo para ser liberadas y absorbidas las sustancias
activas, en su paso por el sistema digestivo es muy similar al proceso de digestién de los
alimentos, por lo que se puede explicar similarmente. La Figura 63, ilustra el sistema digestivo,
gue contiene el tracto digestivo: cavidad oral, el eséfago, el estdmago y los intestinos (ver
Figura 6b), asi como sus glandulas y érganos accesorios (Moore et al., 2013). En conjunto,
estos elementos tienen la funcién principal de transformar y absorber los nutrientes
presentes en los alimentos, mientras que, en el caso de los farmacos, su funcién es la
desintegracién, disolucién y absorcidon. A pesar de la complejidad de su funcionamiento,
destacan dos procesos principales que ocurren de manera simultanea: (1) la reduccién del
tamafio de los alimentos, junto con la desintegracion y disolucion de las tabletas, por medio
de la actividad muscular del sistema, (2) las transformaciones quimicas catalizadas por
enzimas, que permiten la conversién final de los alimentos en moléculas asimilables y la
liberacion de los farmacos para su absorcién en el torrente sanguineo con fines terapéuticos
(Guerra et al., 2012; Martin y Rico, 2023).

a) b)
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Vesicula biliar | ntestino delgado

Piloro _—~

Duodeno _— 7 \ 5 7
Pancreas . — N "

5

S— ¥
Colon transverso_— \ \/V{{

Colon ascendente K 1 ‘*“ . Colon descendente ¥ Intestino grueso

Yeyuno_— |

- \ |
=" |

Ciego — ~ \ " Colon sigmoideo

>

-

fleon — \ 7

Apéndice vermlforme \ 1 - Recto

~ Conducto anal

Figura 6. Esquema del a) sistema digestivo formado por el b) tracto digestivo (Moore et al., 2013; Guerra et
al., 2012).

29



La digestion se lleva a cabo en cuatro fases, como se muestra en la Figura 7. La primera ocurre
con la ingesta del fdrmaco o alimento en la cavidad oral. La segunda se desarrolla en el
estdmago, donde se produce la disolucién del farmaco o la mezcla y digestion del alimento.
La tercera tiene lugar en el intestino delgado, donde se absorben la sustancia activa y los
nutrientes. Finalmente, la cuarta fase consiste en la egestion de lo que no se asimilé en el
intestino delgado (Martin y Rico, 2023). El tiempo total de transito de los farmacos en el tubo
digestivo varia de 0.4 a 5 dias. Al igual que los alimentos, el sitio mas importante para la
absorcidon de farmacos es el intestino delgado especificamente en el duodeno, puede existir
absorcidn en el coléon o incluso en el estdmago, pero en menor medida (Talevi y Ruiz, 2016).

INGESTION

ABSORCION

Figura 7. Fases del proceso de digestion (Martin y Rico, 2023).

2.1.1 Estomago

La digestidn y disolucidn de farmacos ocurre principalmente en el estdmago, que es la porcién
expandida del tracto digestivo, ubicada entre el esdfago y el intestino delgado. Tiene forma
anatdémica en "J" y se divide en cuatro regiones: el cardias, el fundus géstrico, el cuerpo vy la
porcién pilérica (Figura 8a). El cardias rodea la abertura superior del estbmago, mientras que
el fundus es la parte superior dilatada que puede contener gas, liquido gastrico o alimentos.
El cuerpo del estdbmago, junto con el cardias y el fundus, constituye la parte proximal del
estdmago y actia como un depdsito temporal de alimentos y farmacos (Moore et al., 2013;
Kong y Singh, 2008).

Mientras que la porcién pildrica es la parte distal del estémago, con forma de embudo, e
incluye el antro pildrico y el piloro, un esfinter que controla la evacuacion del contenido
gastrico hacia el intestino delgado. Este vaciado se produce de manera intermitente, cuando
la presion intragastrica supera la resistencia del piloro, que normalmente estd en contraccion
tdnica. La peristalsis, una serie de ondas de contraccidn anulares y movimientos involuntarios,
inicia alrededor de la porcién media del estdmago y avanza lentamente hacia el piloro,
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mezclando con mayor fuerza y reduciendo el tamafio de los alimentos masticados y de los
farmacos (Moore et al., 2013; Kong y Singh, 2008).

A intervalos regulares, el movimiento peristaltico empuja el quimo® y los farmacos hacia el
intestino delgado en un proceso llamado propulsidon (Figura 8b), mientras que el flujo de
retropulsién (Figura 8d) permite que parte del quimo regrese al cuerpo del estdmago,
estimulando la desintegracidon de particulas grandes y disolucién de farmacos mediante el
proceso de mezclado (Figura 8c). La frecuencia de contraccién durante la ingestidén es de
aproximadamente tres ciclos por minuto, con una amplitud maxima de 25 mmHg en la fase
de propulsiéon y de 14 mmHg en la fase de retropulsion como se muestra en la Figura 8e
(Bellmann et al., 2016; Kong y Singh, 2008; Kelly et al., 1980; Magbool et al., 2009; Urbain et
al., 1990).
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Figura 8. a) Regiones del estomago y movimiento peristdltico b) propulsion, c) proceso de mezcla, y d)
retropulsion; e) perfil de presion en el modelo TIM-agc (Bellman et al., 2016; Moore et al., 2013; Kelly, 1980).

2.1.2 Intestino delgado

El intestino delgado se divide en tres zonas anatdmicas y continuas: duodeno, yeyuno e ileon.
En el duodeno, el quimo entra en contacto con las secreciones pancreaticas y biliares, que se
encarga de emulsionar las grasas. El pH en esta regidn es de aproximadamente 6 a 6.5 debido
a la presencia de bicarbonato, que neutraliza el quimo acido procedente del estémago. El

8 El quimo se entiende como la mezcla de alimentos con jugos gastricos (Moore et al., 2013).
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duodeno vy el yeyuno son responsables de la absorcién de la mayor parte de los compuestos
liberados de los alimentos y los farmacos. El quimo avanza a lo largo del intestino delgado
mediante movimientos peristdlticos, rodeado de mucosidad intestinal que protege las
microvellosidades encargadas de maximizar la superficie de absorcidn. La porcidn restante, el
ileon, presenta un pH creciente, alrededor de 8 en la zona mas distal, donde absorbe sales
biliares y la vitamina B12 (Talevi y Ruiz, 2016).

2.2 Proceso LADME en los farmacos de administracion via oral

Un farmaco administrado por via oral debe atravesar varios procesos para ejercer su potencial
terapéutico (Cascone et al., 2016). La farmacocinética estudia el transito de los farmacos a
través del organismo en funcidn del tiempo y la dosis, es decir, qué le hace el organismo al
farmaco desde su administracién hasta su eliminacidn. El farmaco debe disolverse y liberar la
sustancia activa en el lugar deseado a lo largo del tubo digestivo, atravesar la pared intestinal,
superar el metabolismo hepatico y finalmente llegar al plasma, donde debe permanecer
estable durante su viaje hacia el 6rgano o tejido diana. Este proceso incluye las etapas:
liberacion, absorcion, distribucidon, metabolismo y excrecién. Ocasionalmente, los dos ultimos
se agrupan bajo el término general de eliminacidn, conocidas en conjunto como la ruta
LADME (Juarez et al., 2019; Cascone et al., 2016). Estos fendmenos determinan la evolucién
de la concentracion del farmaco en el organismo.

Tras la administracion de un farmaco, su accidn puede dividirse en tres fases: la fase
farmacéutica, durante la cual el farmaco se libera de la forma farmacéutica y se disuelve en
el medio bioldgico, abarcando todos los procesos fisicos y quimicos que determinan la
fraccidn de la dosis disponible para su absorcidn, la fase farmacocinética, que comprende los
procesos que determinan la fraccidon de dosis disponible para ejercer su accidn terapéutica y
la fase farmacodindmica, que incluye todos los procesos biolédgicos involucrados en los
efectos del farmaco (Cascone et al., 2016).

La absorcién implica el acceso de la sustancia activa inalterada a la circulacion sistémica. Una
vez en el torrente sanguineo, el farmaco se distribuye a distintos lugares del organismo.
Posteriormente, ocurre el metabolismo, que es la biotransformacion de la molécula original
en uno o varios metabolitos, los cuales suelen ser menos toxicos y eficaces que la forma
inalterada. Finalmente, la eliminacién se refiere a la excreciéon del farmaco o de sus
metabolitos del organismo por via fecal (Juarez et al., 2019).

Pocos investigadores consideran la liberacién como parte del proceso LADME que siguen los
farmacos, ya que este proceso involucra conocimientos técnicos y de ingenieria relacionados
con la elaboracidn y estabilidad de las formas farmacéuticas (Juarez et al., 2019). Sin embargo,
este proceso es crucial para liberar la sustancia activa de sus excipientes, lo que puede influir
significativamente en la absorcién.
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2.3 Disolucion de farmacos

La disolucion es el estado de transformacién de un sélido en solucién (Almukainzi et al., 2014).
En farmacologia es el proceso mediante el cual se libera el API, es decir, cuando se forma una
solucién en los jugos gastrointestinales. Por ejemplo: cuando una tableta o cdpsula, se
introduce en un recipiente con un medio acuoso o llega al estémago, el API del medicamento
se libera y forma una soluciéon con el disolvente. Durante este proceso, se llevan a cabo
diversos fendmenos fisicoquimicos, como la humidificacién de la superficie de la forma
farmacéutica, lo que regula el acceso del disolvente. Posteriormente, en el estdmago la
capsula debe abrirse o la tableta fragmentarse en particulas finas (desintegracion), que se
dispersan en el medio y al disolverse, son absorbidas a través de la mucosa del intestino
delgado para ingresar al torrente sanguineo y ser eliminadas del sistema biolégico (Figura 9)
(DiPiro, 2003; Lullmann et al., 2010).

Via de administracién | Distribucién Eliminacién

() =" @ @

Forma de presentacién oral

Heces

Disolucién x

Desintegracién -

Comprimidos o capsulas

Figura 9. 1) Administracion oral; 2) Liberacion de la sustancia activa (desintegracion y disolucion) y
absorcion; 3) Eliminacién del farmaco (Elaboracion propia).

Es importante destacar dos términos que se muestran en la Figura 10, bioaccesibilidad y
biodisponibilidad de un farmaco. La bioaccesibilidad es la fraccién del fdrmaco ingerido que
se libera y esta disponible para la absorcidn intestinal, evaluada normalmente a través de
procedimientos in vitro. Mientras que la biodisponibilidad se refiere a la fraccion que estd
disponible para ser utilizada en la circulacion sistémica a una velocidad y cantidad deseada
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para lograr su efecto terapéutico, lo cual se determina mediante ensayos in vivo (Guerra et
al., 2012).

. /- A . C i
Farmaco | 8? 3] ( <% ) Contaminante
- 5 == “\

|

A Fraccién

bioaccesible
Epitelio intestinal |
Vaso sanguineo Fracciéon
biodisponible

Organos objetivo

Figura 10. Esquema de la fraccion bioaccesible y biodisponible de componentes ingeridos (Guerra et al.,
2012).

2.3.1 Formas farmacéuticas solidas de liberacion inmediata (IR)

Las formas farmacéuticas IR son formulaciones en las que la velocidad de liberacion y
absorcion del farmaco no se retrasa de manera significativa mediante manipulaciones
farmacéuticas, es decir, se descomponen y disuelven rapidamente para liberar el API (Pande
etal., 2016). Determinadas patologias necesitan un inicio de accion rapido para una condicion
terapéutica especifica, lo que hace necesaria la liberaciéon inmediata del farmaco (Kaur y
Mehara, 2016).

Las formas farmacéuticas orales sdlidas de IR se clasifican en funcién de la velocidad de
disolucidén, que puede ser rapida o lenta. Se considera que una forma farmacéutica tiene IR
rapida si al menos el 85% de la cantidad etiquetada o declarada del farmaco se disuelve en 30
minutos. En el caso de las tabletas IR, la Unica barrera para la liberacion del farmaco es la
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etapa de desintegracion, que generalmente se completa en menos de una hora (Kaur y
Mehara, 2016).

Es crucial que el excipiente o vehiculo farmacéutico no retrase la velocidad de liberacion o
absorcion del farmaco IR (Kaur y Mehara, 2016). Los excipientes son ingredientes inactivos de
calidad alimentaria, tipicamente basados en azlcar, como manitol, polidextrosa, lactitol y
almidén, que mejoran la percepcidon sensorial. Se incorporan en tabletas y algunas
formulaciones encapsuladas para facilitar la ruptura de la tableta y la cdpsula en fragmentos
mas pequefios en un ambiente acuoso. Esto aumenta el drea de superficie disponible y
promueve una liberacion mas rapida de la sustancia farmacoldgica (Pande et al., 2016).
Generalmente, se utilizan en niveles bajos, entre el 1y el 10 % en peso respecto al peso total
de la unidad de dosificacidn, favoreciendo la penetracion de la humedad y la dispersion de la
matriz de la tableta o capsula (Kaur y Mehara, 2016).

2.3.1.1 Sistema de Clasificacion de productos Biofarmacéuticos (BCS)

Un criterio para optar por una forma farmacéutica de IR de la clase Il del Sistema de
Clasificacion de productos Biofarmacéutica (Biopharmaceutics Classification System, BCS) es
la baja solubilidad del farmaco y alta permeabilidad en el sistema digestivo (Kaur y Mehara,
2016; Shah y Amidon, 2014). El BCS es un marco cientifico estandarizado utilizado para
clasificar los farmacos segun su solubilidad acuosa (relacionada con la disolucidon) y
permeabilidad intestinal (relacionada con la absorcion). El BCS considera tres factores clave
gue determinan la velocidad y el grado de absorcién de las formas farmacéuticas orales
sélidas de IR: disolucién, solubilidad y permeabilidad intestinal (Shah y Amidon, 2014).
Basandose en estos principios, los farmacos se clasifican en cuatro clases, los cuales se
presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion del producto farmacéutico de acuerdo con el BCS.

Clase Solubilidad Permeabilidad
| Alta Alta
| Baja Alta
i Alta Baja
v Baja Baja
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Para su uso reglamentario, un farmaco se considera altamente soluble si la dosis mas alta
comercializada es soluble en 250 mL de medio acuoso en todo el rango de pH del tracto
gastrointestinal, desde el estdmago hasta el intestino delgado superior (pH= 1.2-7.4) y
altamente permeable cuando un fdrmaco cuya absorcidon es mayor al 90% de la dosis
administrada (Shah y Amidon, 2014).

De acuerdo con la Administracién de Alimentos y Medicamentos (Food and Drug
Administracion, FDA), esta clasificacidon puede usarse para establecer las especificaciones de
disolucién in vitro y para predecir la probabilidad de lograr una correlacién in vivo-in vitro
(IVIVC) exitosa. Los farmacos de clase Il, en cuanto a su velocidad de disolucion es el factor
gue mas limita su absorcidon en el organismo, por lo tanto, se puede esperar una buena
correlacion IVIVC, es decir, como se disuelve el farmaco en las pruebas in vitro puede predecir
su absorcion en el organismo (FDA, 2018). La prednisona pertenece a la clase Il del BCS la cual
se utilizé en su forma especifica de material de referencia para desarrollar la PVT de este
proyecto.

2.3.1.2 Condicion de sumidero (sink)

La condicién de sumidero es crucial en las pruebas de disolucién, ya que determina el volumen
del medio utilizado. Esta condicion se da naturalmente cuando la concentracion del farmaco
en ambos lados del epitelio intestinal se aproxima al equilibrio rdpidamente, lo que significa
qgue el farmaco es absorbido casi de inmediato al disolverse (alta permeabilidad). Asi, el
intestino actia como un sumidero natural®, es decir, a medida que el firmaco se disuelve en
el estdmago, las células epiteliales del intestino lo absorben continuamente, manteniendo
una baja concentracién en el lumen. Esto evita que la solucién se sature y permite que el
proceso de disolucién continte. Por lo tanto, en condiciones in vivo, no se desarrolla una
concentracion significativa del farmaco en el lumen, lo que permite mantener una
concentracion baja y constante (Abdou et al, 2013).

Para simular la condicidn de sumidero in vivo, las pruebas de disolucién in vitro se realizan
utilizando un gran volumen de medio de disolucidon, de manera que la concentracion del
soluto nunca supere el 10 al 15% de su solubilidad maxima. Si se mantiene este parametro,
se dice que la prueba de disolucién se estd llevando a cabo en condiciones de sumidero, es
decir, sin la influencia del gradiente de concentracidén. Los fdrmacos con baja solubilidad y alta
permeabilidad (como los de clase Il) pueden cumplir esta condicién facilmente, ya que su alta
permeabilidad permite una rapida absorcidn y evita la acumulacién significativa en el medio
(Abdou et al, 2013).

9 La condicién de sumidero natural se refiere a cualquier sistema o proceso en el que una sustancia es absorbida
o removida del entorno de forma continua, manteniendo una baja concentracion en el medio y evitando su
acumulacién.
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2.3.1.3 Factores que influyen en la disolucion

El medio de disolucién afecta la prueba de disolucién por su composicion y volumen, en los
medios convencionales de la USP, generalmente se caracteriza en términos de pH. En
contraste, los medios biorrelevantes estan disefiados para imitar el entorno gastrointestinal
tanto en condiciones de ayuno como de alimentacion, teniendo en cuenta factores como el
pH, la presencia de bilis, enzimas y la tension superficial de los fluidos (Apéndice A). La
composicidn de estos medios de disolucidn se selecciona de acuerdo con la formulacién del
farmaco que se estudia. Esto es importante para compuestos poco solubles, donde Ia
disolucion, al ser un paso limitante de la velocidad, puede verse afectada por el pH y la
presencia de alimentos (Cascone et al., 2016).

Como se ha descrito anteriormente, el disefo del aparato influye en los resultados de la
disolucién mediante varios factores: como la geometria, la estructura del recipiente, asi como
la velocidad de agitacidn. Estos factores, a su vez, afectan la tasa de abrasion de la forma de
dosificacidn soélida intacta sobre las particulas, la dispersién de las particulas desintegradas,
la homogeneidad del fluido de disolucién y la reproducibilidad del sistema de un ensayo a
otro (Abdou et al., 2003).

2.4 Prueba de verificacion de desempeiio (PVT)

La USP establece los parametros para promover de manera reproducible la desintegracion,
disolucion y transferencia de masa de un farmaco desde su forma de dosificacién empleando
sus aparatos de disolucién estandarizados. Para calificar un aparato de disolucién, la USP
determina necesario demostrar su rendimiento a través del estudio del comportamiento de
disolucion de un material estandar, controlar los atributos mecanicos del aparato y cumplir
con los requerimientos establecidos en la hoja de certificacidén de la tableta RS. Esto incluye
dos evaluaciones una operativa y una de rendimiento. La evaluacidn operativa es la
calibracion mecanica del aparato de disolucién en un intervalo de cada seis meses, mientras
gue la evaluacidn de rendimiento se lleva a cabo mediante la PVT, como se describe en el
capitulo general de disolucion 711 de la USP (Brown et al., 2019).

La USP 2023, establece un método y especificaciones en el documento titulado “Guia de la
USP sobre procedimientos para la prueba de calibracion mecanica y verificaciéon del
rendimiento (aparato 1 y aparato 2)”, en el documento se detalla el desarrollo de Ia
calibracidon mecdnica para verificar que se cumpla con los pardmetros fijos del aparato y sus
complementos: la nivelacion de la mesa de trabajo y la base del aparato, las dimensiones de
la paletay el vaso, la alineacidn, el centrado y la oscilacidn del eje, asi como, la parte operativa
del instrumento: la velocidad de rotacién y control de la temperatura. Aspectos que se
abordan con mas detalle en el capitulo 4 subtema 4.4.1.1 del presente trabajo.
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Para la evaluacion de la PVT requiere cumplir dos criterios de aceptacion: la media geométrica
(GM) y el coeficiente de variacion (%CV) del material de referencia, la USP permite elegir entre
un método de prueba de una o dos etapas. La prueba de una etapa aplica para mas de doce
pruebas consecutivas en conjuntos de seis, mientras que la de dos etapas se usa con un Unico
conjunto inicial de seis pruebas, bajo criterios mas estrictos; si no se cumple, se realiza un
segundo conjunto. La PVT concluye si ambos criterios se cumplen, lo que significa que el
aparato puede reproducir resultados precisos y confiables de disolucién con un material
estandar, indicando que funciona correctamente; de lo contrario, el conjunto no es adecuado.

Una especificacion de la prueba es el medio de disoluciéon, que es agua destilada y deaireada,
su uso facilita el trabajo de ensayo analitico para la PVT. Sin embargo, hay que tener en cuenta
gue el pH del agua puede variar segun su fuente de obtencién (Almukainzi et al., 2014).

Por otra parte, de acuerdo al capitulo 1092 de la USP, "El Procedimiento de Disolucion:
Desarrollo y Validacion", |a filtraciéon de las muestras de disolucién es un paso crucial para
obtener resultados precisos y exactos. Su objetivo es eliminar farmacos y excipientes no
disueltos de la solucidn extraida que pueden interferir en el analisis. En caso de no retener las
particulas del farmaco podrian seguir disolviéndose y alterar los resultados. Por lo tanto, es
necesario filtrar las muestras de disolucién y hacerse de inmediato.

Al seleccionar un filtro, es importante considerar el material, tipo y tamafio de poro (los mas
comunes oscilan entre 0.20 y 70 um). Algunos ejemplos de filtros utilizados en el analisis de
disolucidén son las de canula, discos filtrantes, material sinterizado, puntas filtrantes o filtros
de jeringa. El material del filtro debe ser compatible tanto con el medio de disolucion como
con el farmaco. Por ultimo, la velocidad de rotacidon del elemento de agitacidén se bebe
encontrar entre 50 a 100 + 1 rpm y la temperatura del medio de disoluciéon a 37 +1° C.

2.5 La prednisona como estandar de referencia de la USP

La prednisona es un glucocorticoide utilizado en la practica clinica y se prescribe en
enfermedades inflamatorias y autoinmunitarias (Casanova et al., 2018). En el contexto de la
disolucién de farmacos, la prednisona pertenece a la Clase Il del BCS, lo que indica que tiene
una baja solubilidad en medios acuosos y una alta permeabilidad a través de las membranas
bioldgicas. Debido a su baja solubilidad, se utiliza como material de referencia en estudios de
disolucién, ya que esta caracteristica puede afectar directamente su absorcién y, en
consecuencia, su eficacia terapéutica.

En este proyecto se decidié utilizar la prednisona en conformidad con la “Guia de la USP sobre
procedimientos para la prueba de calibracion mecanica y verificacion del rendimiento
(aparato 1 y aparato 2)”. Las especificaciones del certificado de la prednisona confirman su
uso para la PVT en estos aparatos. Desde mayo de 2023, la tableta de prednisona DPVS se ha
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utilizado para realizar la PVT y de acuerdo con la USP, este nuevo producto es mas sensible a
las variables operativas y menos sensible a la deaireacién del medio.

2.6 Seleccion de la categoria para la validacion de métodos analiticos

De acuerdo con el capitulo 1225 de la USP, titulado “Validacion de procedimientos
farmacéuticos” la validacion de un método analitico es el proceso mediante el cual, a través
de estudios de laboratorio, se demuestra que las caracteristicas de desempefio del método
cumplen con los requisitos necesarios para las aplicaciones analiticas previstas.

La USP clasifica los métodos analiticos en cuatro categorias, dependiendo del tipo de estudio
gue se desee realizar. En cada categoria, se definen de manera especifica las caracteristicas
de desempefio analitico que deben ser evaluadas.

® (Categoria I: Método analitico para la cuantificacion de los componentes principales
de farmacos a granel o ingredientes activos en productos farmacéuticos terminados.

® Categoria Il: Procedimientos analiticos para la determinacién de impurezas en
farmacos a granel o productos de degradacién en productos farmacéuticos
terminados. Estos procedimientos incluyen analisis cuantitativos y pruebas de limite
de deteccién.

® Categoria lll: Procedimientos analiticos para la determinacion de las caracteristicas de
desempefiio (pruebas de disolucidn, liberacion de farmacos entre otros).

® Categoria IV: Pruebas de identificacidn.

Cada categoria requiere informacién analitica diferente. En la Tabla 4 se detallan las

caracteristicas de desempeio analitico que normalmente se solicitan para cada una de estas
categorias.

39



Tabla 4. Caracteristicas de desempeiio analitico requeridas para la validacion. Adaptada del capitulo 1225

USP, 2024.
Categoria ll
Caracteristicas de . Categoria Categoria
" s Categoria |
Desempeifio Analitico Anélisis Pruebas i v

Cuantitativos de limite
Exactitud Si Si * * No
Precisién Si Si No Si No
Especificidad/ Si Si Si * Si
Selectividad
Limite de deteccién No No Si * No
Limite de cuantificacion No Si No * No
Linealidad Si Si No * No
Intervalo de trabajo Si Si * * No

* Depende de la naturaleza de la prueba especifica.

La prueba a realizar en este trabajo se encuentra en la categoria lll. Por otra parte, de acuerdo
con el capitulo 1092 de la USP y la FEUM, recomiendan verificar no solo el parametro de

precision, sino también los pardmetros de linealidad, intervalo de trabajo, exactitud y

especificidad, como se indica en la Tabla 5.
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Tabla 5. Caracteristicas de desempeiio y criterios de aceptacién para la validacién de los métodos analiticos
(Elaboracion propia adaptado de: FEUM, 2023; USP 1092, 2024; USP 1225, 2024).

Caracteristicas de Desempeiio

Definicién

Prueba de disolucion

Determinacion

Prueba

Criterios de Aceptacion

Linealidad

Capacidad del método para obtener
resultados directamente
proporcionales a la concentracién
del analito en relacién con la sefial
analitica dentro de un intervalo
dado.

Las soluciones individuales pueden
prepararse en el medio de
disolucién.

Aplicar el método analitico a
muestras con diferentes
concentraciones del analito,
preparadas de manera
independiente mediante la
adicion del analito o la
dilucién de una solucién
madre estandar.

Grafico de linealidad

Grafico de residuales

Confirmacion visual del
comportamiento lineal en
el gréfico de respuesta
analitica vs concentracion.

Distribucidn aleatoria de
los puntos alrededor de la
recta. No se debe
presentar ninguna
tendencia.

Intervalo del trabajo

Es el intervalo comprendido entre
las

concentraciones superior e inferior
del analito (incluyendo dichas
concentraciones) y se ha
demostrado que el analito es
cuantificado con precision,
exactitud y

linealidad para el método analitico.

Debe cubrir al menos el 80-120% de
la concentracidn objetivo.

Calcular la concentracion del
analito en cada muestra,
utilizando los datos
obtenidos de la respuesta
analitica durante la
evaluacidn de la linealidad.

Coeficiente de
determinacion.

Intervalo de confianza de la
pendiente.

Coeficiente de
determinacion: r2z 0.98

Debe incluir el valor de la
unidad.

Precision

La precisién de un método analitico
es el grado de concordancia relativa
entre los resultados obtenidos al
aplicar el método analitico, bajo las
mismas condiciones analiticas
(repetibilidad) o bajo

diferentes condiciones analiticas
(reproducibilidad), utilizando una
muestra homogénea en condiciones
normales de operacion.

La precisién del método se mide en
términos de:

a) Repetibilidad, la cual se refiere al
uso del método analitico en un
laboratorio durante un periodo corto
por el mismo analista con el mismo
equipo.

b) Precision intermedia
(reproducibilidad intralaboratorio),
la cual expresa la variacién dentro de
un mismo laboratorio, cuando el
método analitico se aplica en
diferentes dias, analistas o equipos.

La precision de un método
analitico generalmente se
expresa como la desviacién
estandar o la desviacion
estandar relativa (coeficiente
de variacién).

Coeficiente de variacion
*En este proyecto se
entiende como CV, la
desviacion estandar
relativa.

Coeficiente de variacion.

Repetibilidad: CV 2% en
estudios intradia.

Reproducibilidad: CV 5%
en estudios interdia.

Exactitud

Es la proximidad absoluta entre el
resultado obtenido con el método y
la cantidad verdadera del analito
presente en la muestra, a una
cantidad fija.

Se le relaciona con el concepto de
veracidad. Se puede lograr
conjuntamente con la determinacion
de linealidad.

Mediante la evaluacion de la
recuperacion del analito
(porcentaje de recuperacion)
en todo el intervalo de la
valoracidn, o evaluando la
linealidad de la relacién entre
las concentraciones
estimadas vy las reales.

Recuperacién del analito.

Intervalo de confianza de la
pendiente.

Recuperacion entre 95-
105% del valor tedrico.

Debe incluir el valor de la
unidad

Especificidad/Selectividad

Capacidad del método para para
obtener una respuesta debida
Unicamente al analito de interés y
no a otros componentes de la
muestra, que pueden estar
presentes (especificidad) o que se
pudieran presentar por efectos
ambientales o de interaccién con
los mismos componentes
(selectividad) tales como:
impurezas, productos de
degradacion o componentes de la
misma muestra.

Demostrar que los resultados no
estan indebidamente afectados por
el medio de disolucién usado como
blanco, los ingredientes del placebo,
otros farmacos activos o potenciales
productos de degradacion a partir
del farmaco disuelto en el medio de
disolucion.

Analizar el blanco del medio
de disolucién (sin la muestra
disuelta) en comparacién con
una muestra con una
concentracion conocida del
analito.

Evaluar el efecto de la
absorbancia del blanco a la
longitud de onda analitica o
el area bajo la curva para el
HPLC.

Espectrocospia UV-Visible
(UV-Vis)

Cromatografia de liquidos
de alta eficiencia (HPLC)

Ausencia de interferencias
en la sefial del analito:
Los espectros de
absorcién UV de la
solucién de pruebay de la
solucidn estandar deben
exhibir maximos y
minimos de absorbancia
en la misma longitud de
onda.

Evaluar visualmente la
pureza del pico.

Robustez

Capacidad del método analitico
para no ser afectado ante pequefias
variaciones durante condiciones
normales de uso.

Evaluacién de la consistencia del
método ante cambios controlados.

Se modifican ligeramente
factores como temperatura,
pH, velocidad de agitacion,
tiempo de muestreo y
desgasificacién.

La robustez sigue los
conceptos generales de
precision intermedia y usa
criterios de aceptacién
similares.

El método debe ser
insensible a pequefias
variaciones en condiciones
operativas.
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2.7 Seleccion de los equipos analiticos

Las técnicas analiticas son fundamentales en el analisis farmacéutico, porque permiten
identificar y cuantificar el farmaco desde su desarrollo hasta la comercializacién, asi como, su
estabilidad fisica y quimica del farmaco (Siddiqui et al., 2017). Las mediciones a través de los
métodos analiticos buscan ser precisas y garantizar resultados validos de las muestras
analizadas (Deng et al.,, 2008). En este trabajo se determinaron dos métodos: la
espectrofotometria UV-Vis y la cromatografia, HPLC MS/MS.

En la Figura 11, se muestra el porcentaje de uso de los métodos analiticos basados en las
ediciones de la Farmacopea Europea (Ph. Eur) y la USP. En la tabla se observa que, entre las
técnicas cromatograficas, el HPLC se ha convertido en el método principal de uso para la USP
con un 44 % y en menor medida con un 15.5 % en la Ph. Eur, superando al método
espectrofotométrico UV-Vis con un 9.5 % en la Ph. Eury 8.5 % en la USP (Siddiqui et al., 2017).
EI HPLC que integra detectores UV-Vis o espectrometria de masas, permite no solo cuantificar
la concentracidon de compuestos en solucion, sino también identificar con precisiéon todos los
compuestos presentes (Rocha et al., 2018).

Method Ph. Eur. USP

4 (%) 27 (")
T A P
GC 2 2.5
Titration 69.5 40.5
Acid-base 57.5 29.5
Agqucous mixturcs 21 5.5
Indicator 6.5 .5
Potentiometric 14.5 1
Non-aqueous 36.5 24
Indicator 9.5 14
Potentiometric 27 10
Redox (lodometry, Nitritometry, etc.) 6.5 5.5
Other (complexometry, argentometry, 5o 5.5
etc.)
UV vis spectrophotometry S B2
Microbiological assay (antibiotics) 3 2.5
Other (IR, NMR, polarimetry, 0.5 2
fluorimetry, atomic absorption
spectroscopy, polarography, gravimetry
etc.)

Figura 11. Porcentaje de uso de diferentes métodos analiticos en el andlisis de materiales farmacéuticos
(Siddiqui et al., 2017).

2.7.1 Espectrofotometria visible (UV-Vis)

La espectrofotometria UV-Vis es una técnica analitica que permite la determinacién de
concentracion del compuesto en solucion, su principio de medicién es la absorcién y
transmisién de la energia radiante al atravesar una sustancia en funcidn de la longitud de
onda (A). La region del espectro electromagnético en la espectroscopia es la ultravioleta
visible (UV-Vis) que se situa entre 200 y 800 nm (Rocha et al., 2018).

El principio basico de la espectroscopia se basa en la absorcidon de la luz en el rango UV-Vis, lo
cual esta relacionado con la excitacion de electrones en las moléculas, que pasan de niveles
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de energia bajos a altos. Debido a que los niveles de energia estan cuantificados, solo la luz
con la energia exacta puede causar estas transiciones y ser absorbida (Atole et al., 2018).

Los espectrofotémetros UV-Vis utilizan una fuente de luz que atraviesa la muestra, mientras
gue un detector en el lado opuesto mide la luz transmitida (Figura 12). Normalmente, los
datos se representan en graficos donde la linea base esta en la parte inferior y los picos en la
parte superior, el eje “x” indica la longitud de onda en nanémetros (nm) y el eje “y” representa
la absorbancia (Abs). La absorbancia de la luz es proporcional a la longitud del camino 6ptico
a través de la muestra y a la concentracion del analito? . Los disolventes mas comunes que
se utilizan son el agua y los alcoholes ya que al ser transparentes no absorben en el rango UV-
Vis, son medios excelentes para esta técnica porque no generan interferencia con el analito

de interés (Rocha et al., 2018).

Mirror

2\

Reference
] : Photodetector
il M1/ Mirror
_ﬁ_ _ﬂ_ / .) Output
Tungsten D2 Lamp | .
kamp [ Data 3N |
T 4 Processing §|V V¥
Slit | gl B \
‘ < wavelength
ﬁfjxnt M Beam .>
| Slit Splitter | J
Monochromator Sample Photodetector

Figura 12. Esquema del funcionamiento del espectrofotémetro UV-VIS de doble haz. La Iadmpara de
tungsteno emite luz visible mientras que la lampara D2 genera luz ultravioleta. La radiacion
electromagnética se dirige a un monocromador que selecciona las longitudes de onda que pasa a través de
la muestra (Rocha et al., 2018).

Este método es rapido, econdmico, facil de usar, flexible, de bajo mantenimiento, no
destructivo y que proporciona buena precision en los resultados (Atole et al., 2018; Rocha et
al., 2018; Siddiqui et al., 2017). Sin embargo, presenta desventajas la mayoria de los analitos
de interés se encuentran en sus formas farmacéuticas acompafiados de otros compuestos
gue también absorben en la misma regién espectral, lo que puede dificultar la determinacién
utilizando mediciones espectrales UV-Vis clasicas (Atole et al., 2018). Ademas, la técnica es
sensible a cambios en el pH y la temperatura, los cuales pueden afectar los niveles de energia,
por ende, la longitud de onda y la intensidad de la absorbancia (Rocha et al., 2018).

10 El analito es el farmaco que se mide en una muestra.
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2.7.2 Cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a
espectrometria de masas (HPLC MS/MS)

El método HPLC acoplada a espectrometria de masas (MS) se ha consolidado como una de las
técnicas analiticas mas relevantes en la industria farmacéutica desde la ultima década del
siglo XX, gracias a su alta eficiencia en la separacion y su notable capacidad de deteccién del
compuesto en solucién. Este método es especialmente Gtil para analizar medicamentos con
multiples analitos en su formulacién, destacdndose por su rapidez, especificidad, precision,
exactitud y la facilidad con la que puede ser automatizado (Bhardwaj et al., 2015; Siddiqui et
al.,, 2017). La técnica permite separar, identificar y cuantificar compuestos presentes en
muestras solubles en liquido y se utiliza extensivamente en el andlisis cuantitativo y
cualitativo, asi como en la determinacion de la estabilidad de las pruebas de disolucion
(Bhardwaj et al., 2015). Sin embargo, la HPLC presenta limitaciones, como el elevado costo de
las columnas y disolventes, ademads de la necesidad de personal capacitado (Siddiqui et al.,
2017).

El principio de funcionamiento de la HPLC se muestra en la Figura 13, se basa en la inyeccion
de la solucién de la muestra en una columna que contiene material poroso (fase estacionaria),
posteriormente en la fase liquida (fase mévil) se bombea a alta presién a través de la columna
para ser analizada. La separacién de los compuestos ocurre en la columna de HPLC por la
adsorcion diferencial del soluto en la fase estacionaria, dependiendo de la afinidad de cada
componente de la muestra tenga hacia dicha fase (Bhardwaj et al., 2015).

Solvente

(0] { S
LU ¥ { ] - -
Columna HPLC . :
Datos

~—J\IJ Inyector

. Detector
Residuos

Figura 13. Esquema de diagrama de flujo del principio de funcionamiento HPLC (Bhardwaj et al., 2015).
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3. Planteamiento del problema

A través de la literatura revisada, se identificaron problemadticas relacionadas con las pruebas
de disolucién de formas farmacéuticas sélidas, en particular con la PVT y los modelos estaticos
tradicionales utilizados para su evaluaciéon. La USP ha desarrollado siete aparatos
estandarizados, entre los cuales se encuentra el aparato 2 de la USP (paleta), el cual es
utilizado ampliamente en la industria farmacéutica debido a su aceptacidn regulatoria por
diversas farmacopeas internacionales.

Sin embargo, el aparato 2 USP, como modelo estdtico de referencia in vitro, presenta
limitaciones importantes al no reflejar adecuadamente las condiciones fisioldgicas in vivo, lo
cual compromete la predictibilidad del comportamiento de los farmacos en el organismo.
Factores como las restricciones hidrodindmicas, el “efecto cono” y los volimenes de
disoluciéon confinados entre 500 y 1000 mL son utiles para el control de calidad del farmaco,
pero no representan las condiciones reales del estdmago humano, lo que puede llevar a una
sobreestimacion o subestimacién del rendimiento de disolucion. Ademas, la reproducibilidad
de los resultados entre laboratorios es sensible a variables operacionales minimas como
vibraciones, ubicacién de la zona de muestreo, velocidad de rotacién, posicién del farmaco
en el recipiente y la deaireacion del medio de disolucién (Cascone et al., 2016).

En cuanto al modelo dinamico IV-DGS con forma anatémica del estdmago distal permite
emular los movimientos peristdlticos y el volumen géstrico (maximo de 256 mL) de manera
mas precisa, replicando el comportamiento de mezcla del estdmago humano. Esto resalta la
necesidad de utilizar modelos dindmicos para pruebas de disolucién que se asemejen mejor
a las condiciones fisioldgicas naturales, las cuales no estan presentes en los aparatos de
disolucién USP convencionales. Sin embargo, el IV-DGS no esta estandarizado ni ha sido
validado mediante la implementacién de la PVT como lo exige la USP para sus aparatos
oficiales. La PVT es fundamental para garantizar que un sistema experimental opere
consistentemente dentro de parametros aceptables, asegurando la reproducibilidad y
confiabilidad de los resultados, lo cual es un desafio clave para la estandarizacién de las
pruebas de disolucién en modelos no convencionales.

Ante esta problematica, surge la necesidad de desarrollar y evaluar el rendimiento del modelo
dindmico IV-DGS mediante la PVT, y compararlo con el desempefio del modelo estatico del
aparato 2 de la USP, utilizando tabletas de prednisona DPVS como material de referencia,
para evaluar la funcionalidad de sistemas de disolucion y en conformidad con los capitulos
generales de disolucion de la USP. Para cuantificar la concentracién del farmaco disuelto, se
emplean dos métodos analiticos: HPLC MS/MS y espectrofotometria UV-Vis con el fin de
determinar la precisidn y confiabilidad de ambos modelos.

En este estudio se pretende establecer la viabilidad del modelo dindmico como una
alternativa o complemento a los métodos tradicionales en la evaluacién de la disolucién de
farmacos en un entorno que emule el comportamiento fisioldgico del estdmago humano.
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3.1 Hipotesis

La implementacién de la prueba de verificacion de desempefio de disolucidon en el modelo
dindmico IV-DGS puede garantizar resultados reproducibles y confiables, comparables con el
aparato 2 USP convencional.

3.2 Objetivo general

Desarrollar, evaluar y comparar la prueba de verificacion de desempeifio de disolucién (PVT),
entre el modelo dinamico IV-DGS y el modelo estatico convencional del aparato 2 de la USP,
mediante la cuantificacion de los porcentajes de disolucion de tabletas estandarizadas de
prednisona, utilizando dos métodos analiticos: HPLC MS/MS y espectrofotometria UV-Vis.

3.2.1 Objetivos particulares

1. Investigar el estado actual de las pruebas de disolucién en modelos in vitro, tanto
estaticos como dinamicos, con énfasis en la PVT para el aparato 2 de la USP.

2. Validar, analizar y comparar los métodos analiticos HPLC MS/MS y espectrofotometria
UV-Vis mediante técnicas estadisticas, para determinar el porcentaje de disolucidn de
las tabletas estandarizadas de prednisona y garantizar la confiabilidad de los
resultados.

3. Realizar pruebas preliminares de la PVT con tabletas genéricas de prednisona, con el
fin de garantizar la correcta ejecucién de la prueba. Para las pruebas de validacion se
utilizan las tabletas estandarizadas de referencia de prednisona.

4. Utilizar los protocolos y procedimientos de la PVT para el aparato 2 de la USP
establecidos en los compendios de la USP.

5. Desarrollar el protocolo experimental de la PVT para el modelo dindmico IV-DGS que
garantice las mediciones consistentes y reproducibles.

6. Analizar y comparar los resultados obtenidos de la PVT en ambos modelos in vitro,
mediante la prueba estadistica ANOVA.

3.3 Metas y alcances

1. Proponer el protocolo del montaje experimental para cada modelo: el aparato 2 USP
y el modelo IV-DGS.

2. Utilizar los métodos analiticos el HPLC MS/MS y espectrofotometria UV-Vis para la
cuantificacién de la prednisona.

3. Validar los métodos analiticos HPLC MS/MS vy espectrofotometria UV-Vis para
garantizar resultados confiables en las pruebas PVT.
Implementar el protocolo de calibracién mecéanica de la USP para el aparato 2.

5. Implementar un método para la eliminacion de oxigeno disuelto en el medio de
disolucion.
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6. Determinar un volumen del medio de disoluciéon que cumpla con la condicion de
sumidero.

7. Evaluar la compatibilidad del filtro con el medio de disolucion.

8. Realizar las pruebas PVT en los dos modelos in vitro desarrollados en el MADit del
ICAT.

9. Obtener los porcentajes de disolucién de la prueba PVT en los modelos IV-DGS vy el
aparto 2 para validar su operatividad.

10. Obtener los perfiles de presién en el modelo IV-DGS.

11. Los resultados de esta investigacidon se limitan a las condiciones experimentales
definidas en este proceso, con el equipo descrito, la analista y los métodos analiticos
empleados (HPLC MS/MS y UV-Vis).

3.4 Metodologia

El presente trabajo se desarrollé siguiendo el procedimiento metodoldgico descrito en el
diagrama de flujo de la Figura 14. El esquema presenta la metodologia de investigacion
utilizada para la recoleccion de informacién y el andlisis bibliografico para entender el
contexto del proceso de disoluciéon. Consecutivamente, se describe la metodologia
experimental, que involucrd la determinacién de los modelos in vitro, los métodos analiticos
y los pardmetros de validacion para llevar a cabo la prueba de verificacion de desempenio de
disolucion. Finalmente, se presenta el analisis estadistico de los resultados para obtener las
conclusiones del estudio.
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Investigacion bibliografica

Analisis de la literatura para el estado del arte de
la disolucién de farmacos en modelos in vitro
(Fuentes: Scielo, Springer,
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Figura 14. Diagrama de flujo de la metodologia para la PVT en dos modelos in vitro: uno estdtico y otro

dinamico (Elaboracion propia).
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4. Materiales y métodos

En este capitulo se describen los materiales y métodos utilizados para llevar a cabo las

pruebas de disolucidn.

4.1 Materiales

Matraces volumétricos: 5 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 500 mL
Vasos de precipitados: 100 mL, 1000 mL

Pipetas desechables: 5 mL

Jeringas de plasticos graduadas: 5 mL, 30 mL, 50 mL

Filtro de membrana de nylon StoryLab® de 0.45 um con didmetro de 47 mm
Filtro de pirinola de 0.45 um

Espatula

Vidrio de reloj

Tubos de ensayo: 10 mL

Frasco dmbar: 25 mL

Piseta: 50 mL

Puntas de micropipetas

Gradilla

Canulas para la toma de muestra

Celdas de cuarzo

Mangueras flexibles: 5 mmy 6 mm

4.2 Equipos e instrumentos de laboratorio

Balanza analitica

Espectrofotometro UV-Vis Cary 500 (Agilent Technologies)
HPLC MS/MS (Agilent Technologies 6400, modelo 6420)
Aparato 2 USP del ICAT

IV-DGS disefiado en el MADIT

Horno de conveccién BINDER

Mesa neumatica THORLABS

Cadmara de vacio

Termostato

Termodmetro de mercurio

Resistencia eléctrica

Bomba de agua

Vernier

Nivel digital Mitutoyo

Base y comparador horizontal de palpador oscilante
Micropipetas: 10-200 pL, 200-1000 pL, 1000-5000 uL
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Divisor interno

Tacémetro

Regulador de frecuencia

Cronémetro

Equipo de microfiltracion de vidrio al vacio de la marca MFS
Medidor METTLER TOLEDO 0, 4100e

Medidor de oxigeno disuelto

4.3 Reactivos y sustancias activas

a) Reactivos
® Agua destilada
e Metanol grado HPLC
® Acetonitrilo grado HPLC
e Acido férmico grado HPLC
b) Sustancias activas
e Prednisona estandar Sigma-Aldrich (pureza > 98 %) en polvo
e Tabletas de prednisona DPVS, 10 mg (USP RS: 1222818, lote F161Y0)
e Medicamento de prednisona de 5 mg de la marca farmacias del ahorro®

4.4 Equipos de disolucion (Modelos in vitro)

Se emplearon dos modelos in vitro para llevar a cabo la PVT: el aparato de disolucién 2 de la
USP (paleta) como modelo estatico y el simulador gastrico IV-DGS como modelo dindmico. A
continuacion, se describe la construccion experimental de ambos modelos.

4.4.1 Modelo estatico: Aparato de disolucion 2 USP (paleta)

En el ICAT, se manufacturd el aparato 2 de la USP siguiendo las especificaciones descritas en
el capitulo general 711 de la USP, titulado "Disolucién" (ver Figura 15). El equipo estuvo
compuesto por un recipiente cilindrico de vidrio con fondo semiesférico y una capacidad
nominal de 1L, con una altura de 200 mm y un diametro interno de 100 mm. El elemento de
agitacién consistid en una paleta y un eje de acero inoxidable 316 L. La paleta presentd una
altura de 19 mm, un ancho de 74 mm en la parte superior y 42 mm en la inferior, con un
grosor de 4 mm. El didametro del eje fue de 12 mm.
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Figura 15. a) Esquema dimensional y b) fotografia del aparato 2 USP fabricado en el ICAT (Elaboracion

propia).

4.4.1.1 Protocolo de calibracion mecanica del aparato 2 USP

(calificacion operativa)

Este protocolo tuvo como objetivo establecer el procedimiento estandar para la calibracién
mecanica del aparato 2 de la USP y definir el montaje experimental para la PVT, con el fin de

asegurar el funcionamiento y desempeno correctos del aparato, mediante la calificacion

operativa y de rendimiento, respectivamente, en conformidad con el capitulo 711 de la USP
y la guia de disolucidon descrita previamente en el subtema 2.4. A continuacidn, se detallan los
parametros evaluados durante la calibracion mecdnica junto con una descripcion y las

tolerancias aceptadas por la USP.
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El entorno utilizado para la prueba de disolucién requeria estar nivelado, conforme a lo
descrito en los siguientes incisos:

a) Nivelacion de la mesa de trabajo:

1. Girar la palanca de la toma de aire de la mesa éptica THORLABS para activarla.

2. Sin el aparato de disolucion colocado, verificar la inclinacion de la superficie de la
mesa Optica en dos direcciones ortogonales respecto a la horizontal, es decir, en
dos direcciones perpendiculares entre si (norte-sur y este-oeste), utilizando un
nivel digital. La inclinacidon no debera exceder 1°.

3. Colocar el aparato de disolucion y repetir la verificacion en ambas direcciones
ortogonales. Registrar los valores obtenidos.

b) Nivelacion de la base del aparato y soporte del vaso:

1. Ajustar la base del aparato utilizando los cuatro tornillos de nivelacion,
asegurandose de que esté en la misma posicién.

2. Verificar la nivelacién de la base del aparato y soporte del vaso con un nivel
digital en dos direcciones ortogonales respecto a la horizontal, sin el aparato
de disolucién colocado. La inclinacién no debe exceder los 0.5° (Figura 16 al;
b).

3. La base del aparato debe resistir el vaso lleno con el medio de disolucidén. Por
esta razdn, se debe medir nuevamente la nivelacion de la base con el aparato
y medio de disolucidén y registrar los valores obtenidos (Figura 16 a2).

c) Nivelacion de la tapa del aparato:

Colocar el elemento de agitacion en la tapa del aparato y verificar la inclinacién
de la tapa con un nivel digital en dos direcciones ortogonales respecto a la
horizontal. Registrar los valores, asegurandose de que la inclinacién no exceda
los 0.5° (Figura 16c).

52



(a) Nivelacién de la base del aparato

(b) Nivelacién del soporte del vaso

N
00

Figura 16. Nivelacion del entorno (a) Base del aparato (1) Sin aparato; (2) Con aparato y medio de
disolucion; (b) Soporte del vaso; (c) Tapa del aparato (Elaboracién propia).

El procedimiento para verificar las dimensiones del elemento de agitacidn se detalla en los
siguientes incisos:

a) Elemento de agitacion:

1. Observar que la paleta y eje se encuentren en buenas condiciones, sin
raspaduras e intactas.

2. Utilizar un vernier y medir las dimensiones de la paleta las cuales deben de
corresponder con la Figura 17 y registrar los valores.
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Figura 17. Esquema del elemento de agitacion de paleta con tolerancias (USP <711>, 2010).

b) Vaso de disolucion:

1. Inspeccionar que las superficies internas del vaso estén limpias, sin corrosién

ni raspaduras.
2. Utilizar un vernier, medir la altura y el diametro interno del vaso. Registrar los

valores obtenidos.

El procedimiento para verificar las alineaciones de los componentes del aparato se detalla en

los siguientes incisos:
a) Verticalidad del elemento de agitacion:

Medir y registrar la verticalidad del elemento de agitacion utilizando un nivel
digital. La medida debe ser de 90° +0.5° (Figura 18a).
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b) Verticalidad del vaso:

Medir y registrar con el nivel digital la verticalidad del vaso en dos posiciones
internas orientadas a 90°. No se permite una desviacion > 0.5° (Figura 18b)

Mitutoyo

/a8

Figura 18. Alineaciones del (a) elemento de agitacion y (b) vaso de disolucion (Elaboracién propia).

c) Centrado:
Determinar el centrado del eje del elemento de agitacion dentro del vaso,

simulando las condiciones de la prueba de disolucion. Utilizar un divisor
interno y medir en cuatro posiciones cardinales las distancias entre el eje de
agitacion y la pared interna del vaso, a no mas de 2 cm por debajo del borde.
La diferencia entre la lectura mas grande y la mds pequefia observadas durante
una rotacién completa de 360° no debe exceder los 2 mm. Registrar los valores

obtenidos.

d) Altura del elemento de agitacion:

Para la prueba de PVT y de disolucidn, es crucial ajustar la altura del elemento de
agitacion, que corresponde a la distancia entre la superficie interna del vaso y la parte
inferior de la paleta (25 + 2 mm). Para ello, se implementd un escantillon de material
de PLA (acido polilactico) fabricado mediante manufactura aditiva, que se utiliza como

regla o patréon con una altura de 25 mm (Figura 19a).

1. Colocar el escantillén de forma vertical hasta el fondo del vaso de disolucion.
2. Introducir el elemento de agitacidn con la tapa del aparato.
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3. Ajustar la altura del eje de la paleta, asegurando que se posicione sobre la
superficie del escantillon para garantizar la altura correcta y precisa (Figura
19b).

(a) (b)

Escantillon

Altura del elemento de agitacion= 25 mm

Figura 19. (a) Escantillon y (b) Medicion de altura con escantillon (Elaboracion propia).

Para los siguientes dos puntos, es necesario simular las condiciones de la prueba de
disolucidn, lo que implica realizar el montaje experimental del aparato de disolucidn, tal como
se describe en el subtema 4.6.3.

El procedimiento para verificar el motor y la transmisidon del aparato 2 de la USP se describe
en los siguientes incisos:

a) Velocidad de rotacion:

1. Ajustar la velocidad de rotacion utilizando un regulador de frecuencia.
2. Verificar con un tacémetro la velocidad de rotacién, la cual debe ser de 50 + 1
rom.

b) Oscilacion del elemento de agitacion:

1. Instalar el elemento de agitacion sin la tapa en el cople superior que conecta
al motor.

2. Colocar la punta del comparador analégico en un punto sobre el eje de la
paleta, aproximadamente a 1 cm por encima del aspa (Figura 20).

3. Encender el motor a 50 + 1 rpm y obtener 5 lecturas. La deflexion total de la
punta debe ser < 1.0 mm.
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Figura 20. Oscilacion del elemento de agitacién (Elaboracion propia).

El procedimiento para el control de temperatura en el aparato 2 de la USP se describe a
continuacion:

1. Calentar el medio de disolucion a 38 °C, transferirlo a un matraz volumétrico de 500
mL y verterlo en el vaso de disolucién.

2. Colocar el termémetro de mercurio en el aparato de disolucién, sumergiéndolo en el
medio sin que toque el fondo del vaso ni la paleta.

3. Esperar a que la temperatura del medio y el sistema de recirculacidén alcancen los 37°
+ 0.4 °Cy registrar el valor final obtenido.

4.4.1.2 Montaje experimental del aparato 2 USP

Como primer paso, el aparato de disolucidn se instaléd en una mesa éptica THORLABS (Figura
21a; 4) junto con la base del aparato, utilizada como mesa de trabajo, la cual cuenta con un
sistema de aislamiento neumatico para evitar vibraciones y proporcionar estabilidad, ya que
estos pardametros pueden afectar las pruebas de disolucién (Seeger et al., 2015).
Posteriormente, el elemento de agitacidn se introdujo en la parte central de la tapa del
aparato y se acopld con prisioneros a la flecha del motor y se colocé en la parte superior
(Figura 21a; 1). A continuacidn, se implementd un sistema de recirculacidon con agua destilada
(Figura 21b) para mantener la temperatura del medio de disolucion en el interior del vaso a
37 + 0.4 °C. Esto se logré mediante un recipiente con un termostato W1209, un sensor de
temperatura, una resistencia eléctrica y una bomba de recirculaciéon (Figura 21b; 3, 2, 4, 1).
Las mangueras de la bomba de circulacidén se conectaron al vaso de disolucién, se calenté el
agua destilada hasta los 37 °C y una vez alcanzada la temperatura, se bombed hacia la camisa
gue envolvia el vaso. Finalmente, se utilizé un regulador de frecuencia y un tacdmetro (Figura
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21a; 2, 3) para establecer y monitorear la velocidad de rotacién del eje y la paleta durante los
experimentos.

Figura 21. (a) Esquema del montaje experimental para el aparato 2 USP: (1) Motor; (2) Tacometro; (3)
Regulador de frecuencia; (4) Mesa dptica; (b) Sistema de recirculacion: (1) Bomba de agua; (2) Sensor de
temperatura; (3) Termostato; (4) Resistencia eléctrica (Elaboracion propia).

4.4.2 Modelo dinamico: IV-DGS

El modelo IV-DGS (Donis et al., 2022) consistido en dos cdmaras traslicidas y huecas (Figura
22; 1, 2), fabricadas mediante el proceso de colada al vacio de resina de poliuretano. En su
interior se ubicaron membranas transparentes y blandas de silicona, que emularon las
paredes gastricas. Estas membranas, al contraerse y expandirse, adaptaron la forma
geométrica del IV-DGS, limitada por las paredes de las camaras, como se muestra en la Figura
22; 3. Las contracciones peristalticas se lograron alternando la presion en las camaras Ay B,
utilizando agua como fluido de trabajo. Para controlar la presién en las camaras, se tenian
diez puertos de entrada/salida en el IV-DGS (siete puertos para la cdmara A y tres para la
camara B). En la parte superior del modelo se ubicé la tapa superior (Figura 22; 4), que conté
con cuatro puertos de entrada: uno para la dosificacidon del comprimido de prednisona (Figura
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22; 5), otro para suministrar el medio de disolucién hacia las membranas (Figura 22; 8), y los
otros dos para registrar pardmetros como la temperatura mediante un termistor (Figura 22;
6) y medir la presion interna de las membranas a través de un catéter de manometria
esofagica modelo GIM-6000E, introducido por el conector roscado (Figura 22; 7). En la parte
inferior del modelo se ubicd la tapa inferior, que presenté un puerto de salida para la toma
de muestras de disolucién (Figura 22; 11). Las cdmaras y las tapas se unieron mediante
abrazaderas sanitarias de acero inoxidable tipo Tri-Clamp, junto con un empaque para
garantizar la hermeticidad (Figura 22; 12).

Figura 22. Vista renderizada del modelo IV-DGS: (1) Cdmara A; (2) Cdmara B; (3) Membranas A y B; (4) Tapa
superior; (5) Puerto para comprimidos de farmaco; (6) Puerto para sensor de temperatura; (7) Puerto para
catéter de presion; (8) Puerto para medio de disolucion; (9) Tapa inferior; (10) Puerto para medidor de pH;

(11) Puerto para toma de muestras; (12) Abrazadera sanitaria de acero inoxidables (Elaboracion propia
adaptado del diseiio Donis et al, 2022).

Se realizd una adaptacion de la tapa superior del modelo para realizar la prueba, con el fin de
tener un puerto de entrada de dosificacién de la tableta de prednisona y otro puerto para
alimentar el medio de disolucién, se manufacturo mediante el proceso de manufactura
aditiva (Figura 23).
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Figura 23. Vista renderizada de la tapa superior: (1) Puerto para catéter de presion; (2) entrada del medio de
disolucion; (3) entrada de la tableta del farmaco; (4) puerto para el sensor de temperatura (Elaboracion

propia).

4.4.2.1 Requerimientos del modelo IV-DGS para desarrollar la PVT

Para realizar la PVT en el IV-DGS, fueron necesarios los siguientes requerimientos: la
fabricacion de membranas flexibles para el modelo, la medicién de presidén interna en el
modelo del simulador gastrico y la determinacién del volumen del medio de disolucién.

4.4.2.1.1 Fabricacion de membranas flexibles

Se fabricaron nuevas membranas para cada prueba con el fin de evitar la contaminacion
cruzada de prednisona entre los experimentos, evitando asi la transferencia involuntaria de
residuos de prednisona de una prueba a otra. Esto previno posibles alteraciones en los
resultados, concentraciones erréneas y la eventual afectacién de la validez de los
experimentos.

Para fabricar las membranas flexibles se utilizaron dos moldes con geometria en forma de “J”,
Se utilizd un molde para la cdmara A (Figura 24; 1b) y otro para la camara B (Figura 24; 1a).
Las membranas se elaboraron con caucho de silicona Ecoflex® 00-30 (Smooth On, Inc.),
compuesto por dos partes, Ay B, mezcladas en una proporcién 1:1, es decir, se pesaron 3.5
mg de cada parte en una balanza analitica y se mezclaron durante 30 segundos (Figura 24; 2).
Para la primera capa, se limpiaron los moldes con alcohol isopropilico antes de cubrirlos con
la mezcla de Ecoflex® de manera uniforme utilizando una espatula. Para el proceso de curado
se colocaron en el horno de conveccion'! BINDER a 66 °C durante 10 minutos (Figura 24; 3).

11 El horno de conveccién BINDER utiliza un ventilador o un sistema de circulacién de aire para distribuir de
manera uniforme el calor dentro la camara del horno.
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Este proceso de recubrimiento y curado se repitié por triplicado para asegurar un grosor
adecuado. Al finalizar, las membranas se retiraron del molde cuidadosamente para evitar
dafos fisicos como rasgaduras (Figura 24; 4, 5) y se almacenaron en pares para su posterior
uso en las PVTs.

Figura 24. Procedimiento de fabricacion de membranas flexibles (1a) Membrana pequeiia para la cdmara B;
(1b) Membrana grande para la camara A del modelo IV-DGS; (2) Mezcla 1:1 del Ecoflex 00-30; (3) Curacion
de las membranas en el horno de conveccion; (4) Desmolde de las membranas; (5) Verificacion de
funcionamiento (Elaboracion propia).

4.4.2.1.2 Medicion de presion

Un aspecto clave del modelo IV-DGS fue la medicion de la presidn interna dentro de las
membranas para asegurar que el sensor responda de manera adecuada a las variaciones de
presién durante el proceso de disolucidn, evitando errores en la evaluacién de las condiciones
dindmicas del modelo, por lo que se realizdé la medicidn con el catéter de manometria
esofagica (GIM-6000E) mostrado en la Figura 25a para visualizar los perfiles de presion
(propulsién y retropulsién) de la parte distal del IV-DGS en tiempo real mediante un
osciloscopio.

Se realizaron seis experimentos para confirmar la repetibilidad de los resultados, en cada
prueba se mantuvieron diferentes presiones, las cuales fueron medidas con un manémetro
digital. Estas presiones se aplicaron a una cdmara tubular de presurizacidn, se colocé en la
parte interna el catéter de manometria y sellada en los extremos con un tapdén de silicon para
no tener fuga de aire (Figura 25b). Esta cdmara estaba conectada a un sensor de presién y un
voltimetro para registrar los datos obtenidos, lo que permitid establecer una correlacién
entre las lecturas de presion y de voltaje registradas (Apéndice B).
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Figura 25. (a) Esquema del catéter de manometria esofdgica, (b) Caracterizacion de presion y c) Posicion del
sensor circunferencial amarillo en el IV-DGS (Elaboracion propia).

4.4.2.1.3 Determinacion del volumen del medio de disolucion

Se determind el volumen gastrico del medio de disolucidn en el IV-DGS bajo condiciones
fisioldgicas, donde se verificd que el volumen del medio fuera suficiente para cumplir con la
condicién de "sumidero". Esta condicién establece que la concentracion del soluto en el
medio debe ser lo suficientemente baja para evitar la saturacién del medio de disolucién. En
conformidad con el capitulo 1092 de la USP, el volumen del medio (V) debe ser al menos tres
veces mayor que el requerido para formar una solucién saturada (V) del farmaco, es decir,
L >3,

debe cumplir que

sat

Primero se necesitdé conocer la solubilidad de la prednisona en el medio de disolucién (agua
destilada) para calcular Vg, la solubilidad de la prednisona en agua es ligeramente soluble (<
1 mg/mL), y especificamente a 37 °C su solubilidad es ain menor de aproximadamente 0.2
mg/mL, informacién obtenida de fuentes como: (DrugBank, 2023; PubChem, 2023; Merck
Index, 2017). El volumen de saturacion Vg, se calculé usando la siguiente ecuacion (1):

% __ Cantidad de prednisona _  10mg
sat — Solubilidad ~ 0.2mg/mL

=50mL (1)

Por lo tanto, el volumen de saturaciéon es de 50 mL.
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Para cumplir con la condicidn de sumidero, se multiplicé por tres el V,; :
V =3x150mL = 150 mL.

Asi, el volumen de disolucidn necesario para disolver 10 mg de prednisona bajo condiciones
de sumidero fue de 150 mL de medio de disolucion.

Finalmente, se verificd que esta afirmacion fuera correcta, por lo que se demostré que:

v _150mL
Veqe  50mL

Con base en lo mencionado anteriormente, se determiné que el volumen de disolucidn para
el modelo IV-DGS podria ser de 150 mL. Este volumen cumplié con la condicién de sumidero
necesaria para evitar la saturacién del medio de disolucién, garantizando que 10 mg de
prednisona se disolvieran en el medio seleccionado (agua destilada) bajo condiciones
fisiolégicas. Cabe mencionar que una de las limitantes del rango en cuanto al volumen
maximo del medio de disolucién de esta prueba fue el disefio establecido del simulador IV-
DGS por Donis-Rabanales (2022), ya que el rango maximo permitido por el disefio fue de 256
mL.

4.4.2.2 Montaje experimental del IV-DGS

Al cumplir con los requerimientos del modelo IV-DGS mencionados anteriormente, se realizé
el montaje experimental de la siguiente forma: (1) se introdujeron las membranas flexibles
en las cdmaras correspondientes del modelo IV-DGS, es decir, la membrana A en la camara A
y la membrana B respectivamente. (2) Se acomodd el sensor circunferencial del catéter de
manometria esofagica en la parte distal del modelo y se unieron las camaras con abrazaderas
sanitarias, asi como la tapa superior e inferior.

(3) El simulador utilizo cdmaras de complianza'? para convertir la presion neumatica en
presién hidraulica, lo que le permitié comprimir y expandir alternadamente las membranas
al interior del modelo para replicar las ondas peristélticas, asi como replicar los flujos de
propulsién y retropulsidn gastrica, por lo cual, se llenaron las cdmaras de complianza con agua
y encendieron las resistencias eléctricas para alcanzar una temperatura de 37 + 0.4 °C. (4) Se
incorpord el medio de disolucidon previamente calentado a 37 + 0.4 °C por la parte superior
del modelo. (5) Se nivelaron manualmente los niveles de agua (que circula al exterior de las
membranas) en las cdmaras de complianza A y B, para evitar el retorno de agua hacia el
sistema de control durante la operacién del simulador. Para ello, se desconectaron las
mangueras de las electrovalvulas Ay B, las mangueras se conectaron a una pera de goma para
ajustar los niveles de agua. Primero, se conectd la manguera de la cdmara de complianza Ay
se presurizd aire para desplazar el volumen de agua hacia dicha cdmara, lo que provocé la

12 Al referirse a cdmaras de complianza en este proyecto se entiende como una cdmara hidroneumética que
emula la expansion de las paredes gastricas, es decir, las membranas flexibles.
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contraccion de la membrana Ay la expansion de la membrana B. Luego, se cerrd la valvula A
para ajustar el nivel de agua hasta la marca de la cdmara de complianza B y con el nivel
ajustado, se abrié nuevamente la valvula A (Figura 26a). Para nivelar la cdmara de complianza
A, se conectd la manguera con la pera de goma en la cdmara de complianza B para desplazar
el agua hacia esta, comprimiendo con cuidado la membrana B, ya que podria romperse.
Finalmente, se cerré la valvula B y se ajustd el nivel de agua hasta la marca de la cdmara de
complianza A (Figura 26b) en este paso, se reconectaron las mangueras a las electrovalvulas
A y B, alineandolas con su respectiva cdmara de complianza para completar el cierre del

sistema.
Paso 1 Paso 2
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Figura 26. Niveles de agua en la a) cdmara de complianza Ay b) camara de complianza B (Elaboracion
propia).

(6) Los parametros utilizados para la realizacion de las pruebas en este trabajo fueron: La
presion de trabajo de la unidad de mantenimiento (Modelo 1B-AC201A-M, Guss-Roch), la cual
se reguld a 2 bar. Para controlar la presién en las cdmaras de complianza de forma
independiente, el aire proveniente de la unidad de mantenimiento se dividié en dos lineas;
cada linea se conectd a un regulador electroneumatico (Modelo ITV0030, SMC Pneumatics),
gue permitio ajustar la amplitud de los perfiles de presién dentro de rangos fisiolégicos entre
1y 30 mmHg, en donde se fijé la presion del regulador electroneumatico A en 205.80 mmHg
y la del regulador electroneumatico B en 95.55 mmHg, mediante un panel de control digital;
para el control del flujo del caudal y ajustar la forma de la onda de presién se utilizaron
valvulas de aguja (Modelo 1E-NSF-08), situadas después de los reguladores
electroneumaticos. Estas valvulas se ajustaron manual e individualmente, basdndose en los
datos obtenidos de los sensores de presidn, hasta alcanzar la amplitud y forma de onda
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deseada, esa posicion se mantuvo durante todos los experimentos. Por ultimo, para generar
la presurizacidn alternada en las cdmaras de complianza, se configuré una secuencia de
contracciones con un tiempo de activacion de la electrovalvula A de 10 s, seguido de un
tiempo de espera de 2 s y un tiempo de activacién de la electrovalvula Bde 7 s, con un tiempo
de espera final de 1 s de acuerdo con el trabajo de Donis-Rabanales (2022) menciona que
estos tiempos de espera se establecieron para evitar la succiéon de la membrana B hacia la
camara A, con el objetivo de generar 3 contracciones por minuto, emulando el ritmo natural
de las contracciones gdstricas. Al ser presurizadas alternadamente, las cdmaras de complianza
desplazaron el volumen de agua destilada hacia las camaras del simulador. Con esta
configuracion, se repitid la secuencia para generar la actividad contractil.

Se propuso utilizar agua destilada como medio de llenado de las cdmaras de complianza para
evitar la sedimentacion de minerales en las paredes de las cdmaras de complianza y del
modelo, ya que esto podria dificultar la visibilidad del proceso del nivel de agua y disolucidn
con el paso del tiempo, en comparacion con el uso de agua corriente. El montaje experimental
obtenido se muestra en la Figura 27.

2 bar
H |
| |
211722 B Unidad de mantenimiento Toma de aire
/ - > Forma de onda del perfjl de presion
Regulador electroneumatico Ay B
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= Sistema de control — | Vadlvulas de flujo Ay B e
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Figura 27. Montaje experimental del modelo IV-DGS (Elaboracién propia).

4.5 Validacion instrumental de los métodos analiticos

Antes de realizar la PVT, se validaron ambos métodos analiticos para garantizar la obtencién
de datos confiables y comparables entre laboratorios, minimizando errores y cumpliendo con
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los criterios estandarizados. La validacion se realizé conforme a los parametros de desempeno
y los criterios de aceptacién recomendados en los capitulos 1225 y 1092 de la USP, titulados
“Validacion de Procedimientos Farmacopeicos” y “Procedimiento de Disolucion: Desarrollo y
Validacion”, respectivamente. Ademas, se complementd con el Apéndice Ill de la FEUM,
“Validacion de Métodos Analiticos”.

4.5.1 Preparacion de las soluciones de referencia del estandar
de prednisona

Primero, se prepard la solucién madre o solucion stock del estandar de prednisona con 98%
de pureza (Sigma Merck) con el objetivo de realizar diluciones a diferentes concentraciones y
generar las soluciones de referencia (Figura 28) necesarias para obtener la curva de
calibracion en cada prueba de los pardmetros de desempefiio de los métodos analiticos.

a) Solucion madre de prednisona

1. En una balanza analitica se pesaron 14.6 mg del material estandar de prednisona
Sigma-Aldrich en un reloj de vidrio.

2. Se agregaron los 14.6 mg de prednisona previamente pesados a un matraz
volumétrico de 10 mL con metanol y se llevé al aforo. Posteriormente, se agitd
manualmente para asegurar una disolucién completa, obteniendo una solucién
con una concentracion de 1460 mg/L.

3. La pureza del estandar de prednisona al 98%, fue tomada en cuenta para ajustar
la concentracidn tedrica. Por ello, se multiplicé el valor de 1460 mg/L por 0.98,
obteniendo una concentracién real de 1430.8 mg/L.

4. Lasolucidn se transvasé a un frasco de vidrio color ambar, etiquetado con la fecha,
nombre y la concentracion de la solucidn.

5. Finalmente, se almacend en el refrigerador del laboratorio (se debe tomar en
cuenta que, para su uso, la solucion debe estar a temperatura ambiente).

b) Solucion de referencia para la curva de calibracion en el método HPLC MS/MS
b-1) Solucién (1) de referencia de 50 mg/L

1. De la solucién madre de prednisona de 1430.8 mg/L, se tomd una alicuota de 874
UL con una micropipeta y se colocé en un matraz volumétrico de 25 mL.

2. Sellevé a volumen de aforo con medio de disolucién, es decir, con agua destilada
filtrada y deairada para obtener una concentracion real de 50.02 mg/L por el ajuste
de la pureza.

3. Setransvasd ladilucidn en un frasco de vidrio color dmbar, etiquetado con la fecha,
nombre y la concentracidn de la dilucién.
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b-2) Solucién (2) de referencia de 5 mg/L

1. De la solucién (1) de referencia de 50.02 mg/L, se tomd una alicuota de 1000 uL
con una micropipeta y se colocé en un matraz volumétrico de 10 mL.

2. Se llevé a volumen de aforo con medio de disolucién, es decir, con agua destilada
filtrada y deairada para obtener una concentracion final de 5 mg/L.

3. Setransvaso ladilucion en un frasco de vidrio color dmbar, etiquetado con la fecha,
nombre y la concentraciéon de la dilucién.

-
-

874ul !

Solucién madre | Solucidn (1) de referencia / Solucién @) de referencia

- -

A =
é = "T =y w» |1430.8 ppm wh 50.02 ppm - 5ppm

10mlL 25mlL 10ml
= =
-

Estdndar de prednisona Metanol

98 % de pureza
14.6 mg

Figura 28. Esquema de la preparacion de la solucion madre de estandar de prednisona y soluciones de
referencia (1) y (2) para el método HPLC MS/MS (Elaboracion propia).

¢) Solucion de referencia de 100 mg/L para la curva de calibracién en el método UV-Vis

1. En una balanza analitica se pesaron 14.5 mg del material estandar de prednisona
Sigma-Aldrich en un reloj de vidrio.

2. Se prepard una solucion madre de prednisona de 1450 mg/L. La pureza del
estandar de prednisona al 98%, fue tomada en cuenta para ajustar la
concentracion tedrica. Por ello, se multiplicé el valor de 1450 mg/L por 0.98,
obteniendo una concentracion real de 1421 mg/L.

3. Se tomo una alicuota de la solucidn madre de 1760 uL con una micropipeta y se
colocd en un matraz volumétrico de 25 mL.

4. Se llevé a volumen de aforo con medio de disolucidn, es decir, con agua destilada
filtrada y deairada para obtener una concentracion real de 100.04 mg/L.

5. Setransvasd ladilucidon en un frasco de vidrio color dmbar, etiquetado con la fecha,
nombre y la concentracion de la dilucion (Figura 29).
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Figura 29. Esquema de la preparacion de la solucion de referencia para el método espectrofotémetro UV-Vis
(Elaboracion propia).

4.5.2 Caracteristicas de desempeiio para la validacion de los
meétodos analiticos

Descripcion del procedimiento realizado para evaluar los pardmetros de desempefio durante
la validacién instrumental para ambos métodos analiticos. En el subtema 2.6, Tabla 5, se
describieron los seis pardmetros de desempefio que validan el rendimiento de los métodos
analiticos. A continuacién, se detalla en los incisos el procedimiento que se siguid para
desarrollar cada pardmetro.

a) Linealidad e intervalo de trabajo

Método analitico HPLC MS/MS: Para determinar el intervalo lineal y de trabajo se midieron
por triplicado e individualmente 13 niveles de concentracién, a partir de las soluciones de
referencia de estandar de prednisona (1) y (2), de 50 mg/L y 5 mg/L respectivamente
preparadas previamente, los niveles de concentracion se prepararon de acuerdo con la curva
de calibracién que se muestran en el Apéndice C-1. La medicién se realizé en un rango de
concentracion de 0.10 a 20.0 mg/L para el intervalo lineal. Se grafico el area bajo la curva en
funcién de la concentracién y mediante la inspeccidn visual del grafico, se determind que el
intervalo de trabajo seria entre 1.0 y 20 mg/L, ya que en este rango se observd un
comportamiento lineal. Ademas, se graficaron los valores residuales dentro de este intervalo.

Método analitico espectrofotometria UV-Vis: Para determinar el intervalo de trabajo, se
realizaron mediciones por triplicado e individualmente de 9 niveles de concentracion,
utilizando la solucion estandar de prednisona de 100 mg/L de concentracion preparada
previamente, se prepararon de acuerdo con la curva de calibracion mostrada en el Apéndice
C-4. Las mediciones cubrieron un rango de concentracion de 0.5 a 35 mg/L. Se graficé la
absorbancia en funcién de la concentracidn, donde se observé un comportamiento lineal.
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Ademas, se elaboré el grafico de residuales dentro del intervalo de trabajo para confirmar la
linealidad del modelo.

Para cada método analitico, se determind la ecuacion lineal mediante regresién lineal y se
obtuvo el intervalo de confianza (IC, ecuacién 2) tanto para la pendiente como para la
ordenada al origen. Asimismo, se calculd el coeficiente de determinacion (r?), con un criterio
de aceptacién entre 0.98 < r* < 1.0.

[.C.=X * tixn-2) * \/S—ﬁ, es decir, (2)

[.C.= valor de la pendiente o la ordenada al origen + error asociado.

Donde:

X = Valor puntual del parametro (la pendiente, la ordenada al origen o media)
t = Valor de t — Student conn — 2, grados de libertad (Tablas t — Student, 2.06)
a = 0.05,es decir,al 95 % de confianza

s = Desviacién estandar

n = Numero de puntos de la curva de calibracion

Asimismo, se verificd que la pendiente fuera estadisticamente diferente de cero, mediante
una prueba t-Student (ecuacion 3) con un intervalo de confianza de 95% a una cola.

(3)

Donde:

X = valor de la pendiente

to = Valor de t — Student para comparar con la t.(critica)
U = Media de referencia

s = Desviacion estandar

n = Numero de puntos de la curva de calibracién

Se determiné que el intervalo de trabajo fuera la curva de calibraciéon utilizada tanto en el
analisis de las muestras PVT como en la validacidn del método. Es importante destacar que,
cada vez que se realizd un analisis de las muestras en cada método, se prepard una nueva
curva de calibracién (ver Apéndice C; 1y 4).
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b) Selectividad

Método analitico HPLC MS/MS: La selectividad del método analitico se determind mediante
una comparacion visual entre los cromatogramas obtenidos del medio de disolucién y una
muestra tomada del aparato 2 de la USP, con una concentracidn aproximada de 1.0 mg/L de
prednisona. Se verificé que no hubiera interferencia en la sefial, lo que confirma la capacidad
del método para distinguir el analito del medio de disolucién.

Meétodo analitico espectrofotometria UV-Vis: Se determind mediante comparacién visual de
los espectros de absorcion UV del medio de disolucidn con respecto al espectro de absorcion
UV obtenido de una muestra tomada del aparato 2 USP, con una concentracién aproximada
de 10 mg/L de prednisona. Los espectros de onda deben exhibir maximos de absorbancia en
la misma longitud de onda.

c) Exactitud

Para cada método se graficd la concentracién real de prednisona en funcion de la
concentracion esperada a lo largo de todo el intervalo de trabajo. Mediante regresién lineal
se obtuvo el valor de la pendiente y su intervalo de confianza (ecuacién 2), el cual debe incluir
el valor de la unidad para establecer que el método es exacto.

d) Precision

Se evalud la precision de ambos métodos analiticos mediante repetibilidad y reproducibilidad
mediante mediciones realizadas por la misma analista en diferentes dias para cada método
analitico. Se analizaron por triplicado y de manera independiente tres niveles del intervalo de
trabajo (inferior, medio y superior), determinando el porcentaje de recuperacidn ecuacién (4)
para cada medicién y su desviacidon estandar relativa (DER)'3, ecuacién (5). Se considera
repetibilidad cuando en un mismo dia se obtienen valores similares y reproducibilidad cuando
en ambos dias las 18 mediciones en conjunto son similares. De acuerdo con el capitulo 1092
de la USP, el criterio de aceptacién establece un % DER < 2 y un porcentaje de recuperacion
entre el 95 al 105 %.

% Recuperacion = = % 100 ; (4)
C

a

Donde:
C, = Concentracion recuperada o estimada de la muestra

C, = Concentracién adicionada o real de la muestra

13 En este proyecto se entiende al coeficiente de variacién (CV) como la desviacidn estandar relativa (DER) segln
la FEUM.
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% DER 0 CV = %100 (5)

s
x
Donde:

s = Desviacion estandar

X = Media de cada nivel de concentracion

4.5.3. Validacion del sistema de disolucion

La validacién del sistema se refiere a la evaluacidon de los modelos, es decir, el modelo estatico
y el modelo dindmico. Este proceso incluye la verificacidon de la compatibilidad del filtro con
el medio de disolucién y la evaluaciéon de los pardmetros de precisidn. Estas pruebas se
llevaron a cabo en las etapas preliminares de cada modelo utilizando prednisona estandar
Sigma-Aldrich para la compatibilidad del filtro y prednisona genérica de la marca Farmacia del
Ahorro para las pruebas de precisidon (ver subtemas 4.6.3 y 4.6.4).

Compatibilidad del filtro

La filtracion de la muestra, tuvo como objetivo detener el proceso de disolucidon de la
prednisona, ademads de eliminar el farmaco y los excipientes no disueltos de la disoluciéon
retirada, con la finalidad de evitar resultados sesgados. Para la filtracién de las muestras, de
acuerdo con el capitulo 1092 de la USP, se utilizé un filtro de jeringa de nylon tipo PVDF con
un tamafio de poro de 0.45 um. Se prepararon tres concentraciones por triplicado y de
manera independiente dentro del intervalo de trabajo, tanto para el HPLC MS/MS como para
el UV-Vis. Primero se midieron las muestras sin filtrar y posteriormente las muestras filtradas,
comparando las muestras del medio de disolucién filtrado con el medio sin filtrar. La
diferencia absoluta de la adherencia del filtro se calculd con la ecuacion (6), la cual debe ser
menor al 1%.

% Adherencia del filtro = |@ * 100 (6)
SF

Donde:
Csr = Concentracion de la muestrasin filtro
Ccr = Concentracion de la muetsra con filtro

4.6 Pruebas preliminares y protocolo experimental de la PVT

Como se ha descrito anteriormente para la realizacién de la prueba experimental PVT, se
requirieron de dos pasos: (1) La filtracion del medio de disolucidén y (2) la deaireacién del
medio de disolucion.
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4.6.1 Filtracion del medio de disolucion

Para el desarrollo de la PVT en ambos modelos de disolucion, fue necesario filtrar el medio
de disolucion con el fin de obtener resultados exclusivos de la prednisona, eliminando
cualquier interferencia. Se filtré el medio de disolucién con un equipo de microfiltraciéon de
vidrio al vacio MFS (Micro Filtration Systems), con una membrana de nylon de tamafio de
poro de 0.45 um y un diametro de filtrado de 47 mm marca StoryLab®, conectado a una
bomba de vacio (Figura 30).

Figura 30. Imagen del sistema de filtracion (a) equipo de microfiltracion; (b) Bomba de vacio (Elaboracion
propia).

4.6.2 Deaireacion del medio de disolucion

Para la deaireacion del medio de disolucidn se utilizé agua destilada, tal como lo indicaba el
certificado de la tableta estdndar de referencia de prednisona USP. La presencia de gases
disueltos en el medio de disolucion podia causar la formacion de burbujas, lo que podria
haber alterado los resultados de la prueba, ya que durante la disolucién se habrian generado
tres fases (liquida, gaseosa y sélida), aumentando el riesgo de que el fdormaco no se disolviera
correctamente o quedara atrapado en las burbuijas.

Método de deaireacion: Se calenté un volumen adecuado del medio de
disolucidn filtrado (600 mL para el aparato 2 USP y 200 mL para el IV-DGS) a
una temperatura entre 41°C a 45°C. Posteriormente, se incorpord en una
camara de vacio durante 2 minutos. Dependiendo del modelo utilizado, el
medio de disolucidn se transfirid a un matraz volumétrico y se aforé a 500 mL
para el aparato 2 USP y para el IV-DGS a 100 mL y 50 mL. Inmediatamente, se
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afiadid el medio deairado en los modelos y se esperd hasta alcanzar los 37 °C
en los sistemas correspondientes para iniciar la PVT.

Se realizd una prueba de deaireacién, ya que se ha demostrado que los niveles de oxigeno
disuelto no deben superar las 6 ppm. Se prepararon, por triplicado e individualmente, tres
muestras de medio de disoluciéon utilizando el método de deaireacion mencionado
anteriormente y tres muestras sin aplicar dicho método. Posteriormente, se midieron los
niveles de oxigeno disuelto en las muestras con un medidor METTLER TOLEDO 0, 4100e y un
analizador de oxigeno disuelto portatil D09100 (Figura 31), y se compararon los resultados
obtenidos entre ambos grupos.

METTLER TOLEDO 02 4100e Analizador de oxigeno disuelto portétil D09100

: " . s Medio de disolucién con deaireacién
Medio de disolucidn con deaireacién

Figura 31. Imagen de la prueba de deaireacion (Elaboracion propia).

4.6.3 Desarrollo de la PVT en el modelo estatico, aparato 2 USP
a) Especificaciones
Las especificaciones para el aparato 2 de la USP, se establecieron de acuerdo con el certificado
de la tableta de prednisona DPVS de 10 mg, con base en la prueba denominada de dos etapas
para la PVT. Las especificaciones se mencionan a continuacién:

Velocidad de rotacion: 50 + 1 rpm.
Temperatura: 37 + 0.4 °C.
Tiempo de muestreo: 30 min + 36 s.

Medio de disolucion: 500 mL + 1% de agua destilada, filtrada y deaireada.
Primera etapa de dos para la PVT: 6 pruebas.
Condicidn instrumental para el espectrofotometro UV-Vis: Longitud de onda analitica

aproximadamente 242 nm.
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b) Pruebas preliminares de la PVT con medicamento genérico

Antes de llevar a cabo la PVT con tabletas de prednisona DPPVS, se realizaron pruebas
preliminares para familiarizarse con el procedimiento y optimizar los pardametros
experimentales. Este enfoque resulté fundamental, ya que las tabletas de prednisona RS son
costosas en comparacion con las tabletas de prednisona genéricas, por lo cual se buscé
minimizar su uso innecesario de las tabletas de prednisona DPVS. Las pruebas preliminares
permitieron adquirir la experiencia necesaria para asegurar la validez de los resultados vy el
correcto funcionamiento del método analitico, contribuyendo a la eficiencia de la PVT en las
tabletas estandar y garantizando la precision del aparato de disolucién.

Se realizd el mismo procedimiento y especificaciones que se requieren para la PVT, con la
Unica diferencia de que se dosificaron dos tabletas de prednisona genéricas de 5 mg de la
marca Farmacia del Ahorro para alcanzar la equivalencia de 10 mg de una tableta de
prednisona DPVS (Figura 32).

4/.‘\&*.:;:.: e OIS -
PREDNISONA  /i)jpes
@ Tabletas

Smg

Via de Administracién: Oral.

I
Caja con 20 tabletas

Estandar de referencia de prednisona DPVS, 10 mg

Prednisona genérica, 5 mg

Figura 32. Equivalencia en masa de las tabletas de prednisona (Elaboracion propia).

c) Desarrollo de la PVT con el estandar de referencia de prednisona DPVS

Se llevd a cabo la primera de dos etapas para la PVT, es decir, por sextuplicado y de manera
independiente. Primero se conectaron las mangueras flexibles del sistema de recirculacion al
vaso de disolucién y se encendi6 el sistema de recirculacidon del aparato de disolucién. Se
deaird el medio de disolucion utilizando el método de deaireacion (subtema 4.6.2) y se midié
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el volumen con un matraz volumétrico de 500 mL, que se aford. Luego, se inclind el vaso de
disoluciéon aproximadamente a 45° y se vertié cuidadosamente el medio de disolucidn,
evitando la formacion de burbujas. Se colocd la tapa con el elemento de agitacion y se verifico
qgue la temperatura del medio de disolucion fuera de 37 °C con un termdémetro de mercurio.
Se confirmd la temperatura deseada tomando dos lecturas continuas que no cambiaron
dentro de 3 minutos y se dosificéd la tableta de prednisona en una posicién estandarizada
(Figura 33a). Cuando la tableta llegd al fondo del vaso, se activé inmediatamente el motor y
el cronémetro, iniciando asi la prueba PVT. Posteriormente, se observé que la muestra
estuviera directamente debajo del eje de la paleta y la caida de la tableta no formara burbujas
de aire en su recorrido. Alcanzados los 30 minutos de analisis y continuando con la rotacién
del elemento de agitacién, se tomd una muestra de 30 mL de la disolucién con una jeringa y
canula entre la superficie del medio de disolucién y la parte superior de la paleta, a no menos
de 1 cm de la pared del vaso (Figura 33b), y se filtré la muestra utilizando un filtro de pirinola
(PVDF de 0,45 um), desechando los primeros 5 mL del filtrado. Finalmente, se colocé la parte
restante del filtrado en un tubo de ensayo, que se etiquetd y se dejé enfriar a temperatura
ambiente para el analisis de concentracién por HPLC MS/MS y espectrofotometria UV-Vis. Las
muestras se analizaron en un intervalo de 24 horas.

Figura 33. (a) Imagen de dosificacién y (b) extraccion de la muestra de la PVT (Elaboracién propia).

De acuerdo con la hoja de certificacion de la tableta de prednisona DPVS, se determind el
porcentaje de masa disuelta de prednisona para cada tableta (ecuacién 7) y su % CV (ecuacion
5). El certificado de calibracidon de la tableta establece como criterio de aceptacién que el
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porcentaje promedio de prednisona disuelta debe estar dentro del intervalo de 48 a 57 %,
con un % CV maximo de 4.6 %.

% de masa de prednisona disuelta = 500 mL * (—C(mg) ) (_100 %) )
1000mL 10 mg

Donde:
C = Concentracion recuperada por el método analitico

4.6.4 Desarrollo de la PVT en el modelo dinamico, IV-DGS

a) Especificaciones
Para el IV-DGS, los pardmetros se establecieron para una persona adulta en estado de
alimentacion con liquido, de acuerdo con el trabajo de Donis Rabanales (2023), titulado
Disefio de modelos dindmicos in vitro del sistema gastrointestinal. Adicionalmente, se utilizd
el mismo medio de disolucidn, tiempo de muestreo y la tableta de prednisona DPVS de 10 mg
en los ensayos realizados para el aparato 2 de la USP.

Presiones en el compartimento distal: entre 14 y 25 mmHg

Frecuencia de operacion: 3 cpm

Temperatura de operacion: 37 + 0.4 °C

Tiempo de muestreo: 30 min + 36 s.

Medio de disolucion: 150 mL + 1% de agua destilada, filtrada y deaireada.
Primera etapa para la prueba de dos de la PVT: 6 pruebas.

Condicion instrumental para el espectrofotometro UV-Vis: Longitud de onda analitica
aproximadamente 242 nm.

b) Pruebas preliminares de la PVT con medicamento genérico

Al igual que en el aparato 2 de la USP, antes de llevar a cabo la prueba PVT con la tableta
estandar, se realizaron pruebas preliminares con el objetivo de familiarizarse con el simulador
y verificar la repetibilidad del simulador con un volumen de 150 mL de medio de disolucion.
Se realizaron 6 experimentos en un solo dia siguiendo el mismo procedimiento vy
especificaciones que para la PVT, con la Unica diferencia de que se dosificaron dos tabletas
genéricas de prednisona de 5 mg de la marca Farmacia del Ahorro, para alcanzar la
equivalencia de 10 mg de una tableta estandar. Durante esta prueba, se verificé que la forma
de dosificacién implementada fuera adecuada.

c) Desarrollo de la PVT con el estandar de referencia de prednisona DPVS

Se realizd el montaje experimental segun lo descrito en el subtema 4.4.2.2. Antes de
introducir el medio de disolucidn, se colocé la tableta estandar de prednisona USP en la parte
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superior del modelo para evitar que el medio de disolucién ascienda a través del puerto
(Figura 34). Se verificé el volumen del medio de disolucién utilizando matraces volumétricos
de 100 mLy 50 mL, respectivamente. Con una jeringa y una manguera flexible conectada a la
tapa superior, se introdujo cuidadosamente el medio de disolucién deaireado, evitando la
formacién de burbujas y manteniendo una temperatura aproximada de 39 °C.

Figura 34. Dosificacion de la tableta estandar de prednisona USP (Elaboracion propia).

Posteriormente, se nivelaron manualmente los niveles de agua en las cdmaras de complianza
como se describe en el subtema 4.4.2.2. Una vez ajustados los niveles de las cdmaras de
complianza: (1) se verificd que las tapas de las camaras sellaran en su totalidad, ya que al no
tener un cierre adecuado se podria ver alterada la forma del perfil de presion observada en
el osciloscopio, (2) se verificd en el panel de control que la temperatura del medio de
disolucion seade 37 £ 0.4 °Cy las presiones de las lineas (A y B) sean de 205.80 y 95.55 mmHg
para la respectivamente. Para dar inicio a la PVT, se dosificé la tableta de prednisona en el
simulador, de manera inmediata, se cerrd el sistema y se abrio la valvula B. En ese momento,
se selecciond la opcidon "on" en el panel de control y se encendid el cronémetro para medir el
tiempo de la prueba. Transcurridos los 30 minutos de la prueba, se extrajeron 20 mL del
medio de disolucidn, los cuales se desecharon con el fin de obtener una muestra unica del
proceso de disolucidon de inmediato se tomd una alicuota de 30 mL, la cual se filtré con un
filtro de jeringa (tipo PVDF de 0.45 um), desechando los primeros 5 mL del filtrado, el resto
se transfirid a un tubo de ensayo para su posterior andlisis mediante los dos métodos
analiticos. Se deben de cumplir los mismos criterios de aceptacién que para el modelo
estatico, utilizando la ecuacién (8).
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% de masa de prednisona disuelta = 150 mL * (—160(07;1;’;;) (_;3:/;) (8)
Donde:

C = Concentracion recuperada por el método andlitico

4.7 Analisis de las muestras

Para el andlisis de las muestras, se utilizaron dos métodos analiticos: HPLC-MS/MS vy
espectrofotometria UV-Vis como se muestra en la Figura 35. El objetivo fue compararlos en
el contexto de la validacion de métodos analiticos y en la determinacién del porcentaje de
prednisona disuelta en el modelo estatico y en el dindmico. Al finalizar la prueba PVT en cada
modelo, las muestras se refrigeraron para mantener su estabilidad hasta completar las seis
pruebas y se analizaron dentro de un intervalo de 24 horas. Para su traslado a los diferentes
laboratorios de analisis, las muestras se envolvieron en papel aluminio, dado que agentes
externos pueden deteriorarlas (luz solar). Es fundamental medir las muestras a temperatura
ambiente, ya que tanto la cromatografia como la espectroscopia se ven influenciadas por la
temperatura de la muestra.

Para ambos métodos analiticos, cada vez que se analizaron las muestras, se preparé una curva
de calibracién correspondiente para cada método (ver Apéndice C: 1y 4).

Obtencion de la muestra de la PVT Andlisis de la muestra

Cromatografia de liquidos de alta eficiencia
acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS/MS)

Espectrofotometro UV-Visible-NIR CARY 5000

Figura 35. Andlisis de muestras en los métodos analiticos (Elaboracion propia).
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4.7.1 Analisis de las muestras en HPLC MS/MS

Para el analisis de las muestras en el método analitico HPLC MS/MS, se utilizd un
cromatodgrafo de liquidos Infinity 1200 (Agilent Technologies), equipado con una columna
Zorbax Eclipse SB C18 (150 mm x 4.6 mm y 5 um de espesor de fase estacionaria). La fase
movil consistié en una mezcla 60:40 de acetonitrilo y acido férmico al 0.1% (v/v),
manteniendo un flujo de 0.6 mL/min en modo isocratico durante 6.0 minutos de analisis. El
volumen de inyeccion fue de 5 plL. La deteccién se llevd a cabo con un espectrémetro de
masas con triple cuadrupolo (Agilent Technologies 6400, modelo 6420), utilizando ionizacién
de electrospray en modo positivo (ESI+), con N, como gas de secado a 300 °C y un flujo de 12
L/min. El voltaje del capilar se fijé en 4000 V y la presion del nebulizador en 15 psi. La
identificacion de la prednisona se realizé en modo de adquisicion MRM (Monitoreo de
Reaccion Multiple), utilizando el ién m/z = 359.2 [M—H]+ como precursor y los iones m/z =
341.3 y m/z = 313.4 como productos. El voltaje de fragmentacién se establecié en 110V, la
energia de colisién en 3 eV y el voltaje de la celda de aceleracion en 5 V.

Con el método analitico establecido las muestras se analizaron en LUNA del ICAT (Laboratorio
Universitario de Nanotecnologia Ambiental) para determinar la concentracidn de prednisona
disuelta. En el caso del aparato 2 USP, se realizd una dilucién?® 1:1 1> de la muestra de la PVT,
es decir, se tomd una alicuota de 500 pL de la muestra y se diluyé en 500 uL del medio de
disolucién, colocandola en un vial de vidrio de 1 mL. Para la muestra del IV-DGS, se llevo a
cabo una dilucién 1:4, tomando 200 pL de la muestra y afladiendo 800 uL del medio de
disolucién como se muestra en la Figura 36. Las diluciones se realizaron con el propésito de
gue las concentraciones se encontraran dentro del intervalo de la curva de calibracidn. En el
caso del modelo estético, se esperaba una concentracion recuperada de 20 ppm*®(m/v) y tras
diluir la muestra, se tenia una concentraciéon de 10 ppm, la cual se encontré dentro del
intervalo de la curva de calibracion. Para el modelo dinamico, la concentracién esperada era
de 66.66 ppm?’ (m/v) y al diluir la muestra, se tenia una concentracién de 13.33 ppm. Al
realizar los calculos de la concentracién recuperada, se tomod en cuenta el factor de dilucidn,
gue se multiplicd segun el modelo utilizado.

14 Es una solucién menos concentrada a partir de otra mas concentrada.

15 Esta notacién se entiende como una parte de la solucidn original en un total de partes de la solucidn final que
incluye al soluto mas disolvente, es decir, 1:1 es igual a 2 que es factor de disolucién.

16 Es decir, una tableta de 10 mg de prednisona RS disuelta en 500 mL de medio de disolucién, utilizando el
aparato 2 de la USP.

17 Es decir, una tableta de 10 mg de prednisona RS disuelta en 150 mL de medio de disolucidn, utilizando el IV-
DGS.
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'Se espera una concentracién disuelta de prednisona RS de 20 ppm|

N I :
= g 0 Factor de dilucién = 2

Muestra del aparato 2 USP Dilucién 1:1 Medio de disolucién

200 uL 800 ul

-~ o=
Se espera uno concentracién disuelta de prednisona RS de 66.66 ppm

: Factor de dilucién = 5
B L - !
\(‘ ‘»l 8 \

Muestra del IV-DGS Dilucién 1:4  Medio de disolucién

Figura 36. Diluciones de las muestras para el andlisis en HPLC MS/MS (Elaboracion propia).

4.7.2 Analisis de las muestras en espectrofotometria UV-Vis

En el laboratorio LUCE del ICAT (Laboratorio Universitario de Caracterizacion
Espectroscopica), se analizaron las muestras mediante el espectrofotometro UV-Visible-NIR
CARY 5000 (Agilent Technologies). Primero se seleccionaron las condiciones experimentales,
se establecid un rango de trabajo de longitud de onda de 200 a 500 nm y el modo de
adquisicion de datos fue absorbancia. Posteriormente, se bloquedé el haz de luz del
espectrofotdmetro con un cuadrado negro para medir la linea cero y se retira para mediar la
linea base al 100 %, estas mediciones se utilizaron para eliminar de los espectros la sefial que
se genera por la interaccidon de la lampara con el detector. De esta manera, se lograron las
condiciones de trabajo necesarias para analizar las muestras de la PVT.

Para la adquisicion de los espectros en el espectrofotémetro, primero se tomaron 4 mL de la
muestra del aparato 2 de la USP con una pipeta de plastico y se vertieron en una celda de
cuarzo de 1 cm y 5 mL (Aldrich Chemical), la cual se colocé en el espectrofotémetro. En el
caso de la muestra del IV-DGS, se realizé una dilucion 1:3; es decir, se tomé una alicuota de
1000 pL con una micropipeta y se diluyé en 3000 uL del medio de disolucién, para garantizar
qgue los resultados se encontraran dentro del intervalo de trabajo. La solucién diluida se
colocd en la celda de cuarzo hasta % de su capacidad, como se muestra en la Figura 37. Se
manipuld la celda por la parte esmerilada, asegurandose de que esta estuviera en contra de
la posicion del haz de luz en el equipo. Posteriormente, se utilizé el software Cary WinUV para
adquirir y observar el espectro de absorcion de cada muestra de prednisona RS a 242 nm.
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Figura 37. Diluciones de las muestras para el andlisis en el espectrofotémetro UV-Vis Cary 5000 (Elaboracion
propia).
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5. Resultados y discusion

5.1 Calibracion mecanica en el aparato 2 USP

Los resultados de los parametros de calibracién mecdanica del aparato 2 de disolucién se

organizaron en la Tabla 6, facilitando su registro y andlisis. Se incluyeron los valores medidos
de cada parametro fijo y las tolerancias aceptadas en conformidad con la USP descritas en el
subtema 4.4.1.1. Esta disposicion permitié una visualizacién de los datos y confirmé que todos

los parametros evaluados cumplieron con los requisitos de calibracién, asegurando la validez

de la PVT.

Tabla 6. Resultados del protocolo de calibracion del aparato 2 USP.

Aparato de disolucion:

Aparato 2 USP

Calibracion mecanica

Realiz6:

Itzel Martinez Camacho

Fecha de calibracién: 16/04/2024
o " 5 Cumple 5
Operacion Valor obtenido Tolerancia 5 T Observaciones
1 o
Se verifico la nivelacién siny con aparato
Nivelacion de la mesa de  La inclinacién para dos direcciones . Y . P
) N <1 v colocado en la mesa de trabajo, ambos
trabajo ortogonales fue de O X
cumplen con la tolerancia
Nivelacion de la b La inclinacién en dos direcciones s ifics Ia inclinacién de la b |
ivelacién de la base e verificd la inclinacion de la base con el vaso
Entorno 4 ortogonales fue de 0° para la base <0.5° 4
soporte del vaso . lleno
y de 0.2° para el soporte
Nivelacién de la tapa del La inclinacién en dos direcciones <05 v La inclinacién de la tapa se verificd con el vaso
aparato ortogonales fue de 0° y 0.1° - disolutor vacio.
R Las dimensiones de la paleta y el eje se
presentan en la Figuras 15;17, donde todas
Elemento de agitacion * v cumplen con las especificaciones, excepto el
Dimensiones \ / - didmetro del eJ.eA 5
w2 At La paleta esta libre de corrosién y rapaduras.
" i Didmetro interno : 100 mm Didmetro interno: 98-106 mm En la inspeccidn visual el vaso no presentd
Vaso de disolucién v N
Altura: 200 mm Altura: 160-210 mm raspaduras internas
Verticalidad del elemento Se verificé la verticalidad del eje acoplado a la
gerel 90° 90°£0.5° v Jeacop
de agitacion flecha del motor
La verticalidad del vaso en dos .
Verticalidad del vaso L. ) N 90°+0.5° v Ambas mediciones fueron de 90°
posiciones internas fue de 90°.
Alineaciones de los
componentes La diferencia entre la lectura mas Las cuatro mediciones se realizaron en sentido
Centrado . <2mm v :
grande y pequefia fue de 1 mm. horario
Se utilizé un escantillén para verificar la altura
Altura del elemento de y se utilizé prisionero en el eje sobre la tapa
25 mm 25+2mm v i i i
agitacién para fijar la altura del eje, con el fin de
asegurar siempre la misma altura en todas las
pruebas
Velocidad de rotacion 50-51 rpm 50+ 1 rpm v Se utilizé un regulador de frecuencia que se
fijo a 50 rpm y se verificé con un tacémetro
Motor y transmision
Oscilacion del elemento de
L 0.066 mm <1.0mm v Se determiné la media de 5 lecturas: 0.05,
agitacion
0.03,0.05,0.1y0.1 mm
Se verificd que la temperatura del medio de
N N N disolucion se encontrara dentro de lo
Control de temperatura Temperatura 37°C 37°C+0.5°C v

establecido durante las condiciones de la
prueba de disolucion

* Las dimensiones del elemento de agitacidn se detallan en la Figura 15 (subtema 4.4.1.1), donde se muestran

los valores obtenidos, y las tolerancias correspondientes se encuentran en la Figura 17 (subtema 4.4.1.1).
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5.2 Validacion de los métodos analiticos

5.2.1 Validacion instrumental de los métodos analiticos

Un aspecto relevante en este trabajo fue la validacién de ambos métodos analiticos, con el
fin de garantizar la exactitud y precisidn en la cuantificacidon de prednisona durante la prueba,
asegurando que los resultados fueran confiables, reproducibles, exactos y conforme a los
requerimientos regulatorios. A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en la
validacion; el método 1 correspondié al método analitico HPLC MS/MS y el método 2 al
método analitico UV-Vis.

a) Linealidad del método HPLC MS/MS
El intervalo lineal para el método 1 se establecié graficando el area bajo la curva en funcién
de la concentracion dentro del rango de 0.10 a 20.0 mg/L, mediante una inspeccion visual del
grafico, se determind que el intervalo de trabajo es entre 1.0 mg/Ly 20.0 mg/L, en el que se
observd un comportamiento lineal, como se muestra en la Figura 38. Adicionalmente, en la
Figura 39 se presenta la grafica de residuales correspondiente a este intervalo, donde se
observd una distribucion aleatoria de los valores negativos y positivos, lo que indicd que el
modelo lineal es adecuado para describir la tendencia de los datos dentro del intervalo de
trabajo. Cabe destacar que los valores residuales son menores cuando la respuesta analitica,
en el eje y, es baja, lo que reveld que, a concentraciones mas altas los residuales tienden a

aumentar.
300000.0
v = 11451x + 14198

250000.0 E: = 0.9371 g
_ 200000.0 "
rl'-g -
; 150000.0 3
v L
" 100000.0 B

50000.0 e

.
0.0
0.00 5.00 10.00 15.00 20.00

C (mg/L}

Figura 38. Grdfica del intervalo de trabajo para el andlisis de prednisona entre concentraciones de 1.00 a
20.00 mg/L para el método analitico HPLC MS/MS (Elaboracién propia).
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Figura 39. Grdfico de residuales del intervalo de trabajo para el método analitico HPLC MS/MS (Elaboracién
propia).

Los valores de la pendiente y la ordenada al origen se obtuvieron mediante regresién lineal
con su error asociado (ver Apéndice C-2), el cual se determiné considerando el estadistico t
Student al 95% de confianza con n-2 grados de libertad al igual que el coeficiente de
determinacién (r?). Este Gltimo se determind en 0.9971 lo que cumple con el criterio de
aceptacion de la USP (r2 > 0,98). Los parametros de regresion lineal se muestran en la Tabla
7.

Tabla 7. Parametros de la regresién lineal para el intervalo de trabajo en el método HPLC MS/MS.

Pardmetro Valor
Intervalo lineal (mg/L) 1.0-20.0
Intervalo de trabajo (mg/L) 1.0-20.0
Pendiente 11450.75 + 48.6
Ordenada al origen 14198.29 + 579.3
Ecuacién lineal Area = 11450.75 + 48.63 C + 14198.29 + 579.30
Coeficiente de correlacién (r) 0.9986
Coeficiente de determinacién (r?) 0.9971

Ademas, se llevd a cabo una prueba de hipdtesis utilizando el estadistico t-Student para
evaluar la pendiente (Apéndice C-3), la cual resulté estadisticamente diferente de cero. Esto
indicd que hay una dependencia significativa entre la variable independiente (concentracion
de prednisona) y la variable dependiente (respuesta analitica o area bajo la curva), lo que
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sugiere que el método analitico fue efectivo para detectar respuestas especificas en

disoluciones de diversas concentraciones de prednisona dentro del intervalo de trabajo.

b) Linealidad

del método UV-Vis

De forma similar a lo realizado en el método 1, en el método 2 se determiné el intervalo de

trabajo, donde se graficd la absorbancia (Abs) en funcién de la concentracién en un rango de

0.5 a 35.0 mg/L, como se muestra en la Figura 40. Se observé un comportamiento lineal, lo

cual se verifico con la grafica de residuales (Figura 41), en la que se evidencié una distribucion

aleatoria de los valores, indicando que el modelo lineal fue el adecuado para describir la

relacion entre concentracidn y absorbancia en este intervalo de trabajo.

Abs (uA)

1.800

y =0.0434x+0.0452

1.600
1.400
1.200
1.000
0.800
0.600
0.400
0.200

0.000

0.00 5.00 10.00 15.00 20.00

C (mg/L)

25.00

R? =0.9957

30.00 35.00 40.00

Figura 40. Grdfica del intervalo de trabajo para el andlisis de prednisona entre concentraciones de 0.50 a
35.00 mg/L para el método analitico UV-Vis (Elaboracién propia).
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Figura 41. Grdfico de residuales del intervalo de trabajo para el método analitico UV-Vis (Elaboracién

propia).
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Los valores de la pendiente y la ordenada al origen se obtuvieron con su error asociado (ver
Apéndice C-5), el cual se determind de la misma manera que en el método 1. El valor de r?
fue de 0.9957, que cumplié con el criterio de aceptacion de la USP (r? > 0.98). La pendiente
resultd estadisticamente diferente de cero (Apéndice C-6), lo que indicé una dependencia
significativa entre la concentracidn de prednisona y la absorbancia. Por lo tanto, el método
analitico es efectivo para detectar respuestas especificas en disoluciones de diversas
concentraciones de prednisona dentro del intervalo de trabajo. Los parametros de regresion
lineal se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Parametros de la regresion lineal para el intervalo de trabajo en el método UV-Vis.

Pardmetro Valor
Intervalo lineal (mg/L) 0.5-35.0
Intervalo de trabajo (mg/L) 0.5-35.0
Pendiente 0.0434 + 0.0002
Ordenada al origen 0.0052 + 0.0045

L Abs = 0.0434 4+ 0.0002C + 0.0452 £+ 0.0045
Ecuacién lineal

Coeficiente de correlacién (r) 0.9978

Coeficiente de determinacion (r) 0.9957

Se observd y determind que ambos métodos analiticos cumplieron con los criterios de
aceptacion de linealidad establecidos por la USP, mostrando un comportamiento lineal. Los
coeficientes de correlacion (r) fueron cercanos a la unidad y positivos, lo que indica una fuerte
correlacién entre los valores de concentracion y la respuesta analitica. Esto sugiere que las
variables son directamente proporcionales, ya que un coeficiente de determinacién (r?)
cercano a la unidad implica que la mayor parte de la variabilidad en la respuesta analitica
puede ser explicada por la variacidn en la concentracién, confirmando asi la calidad del ajuste
lineal de los modelos.

c) Selectividad del método HPLC MS/MS
Para evaluar la selectividad del método 1, se realizé una comparacion visual entre el
cromatograma del medio de disolucién (Figura 42a) y el cromatograma de una muestra con
aproximadamente 1.0 mg/L de prednisona (Figura 42b). Esta evaluacidén permitié observar la
capacidad proporcionada por el espectrémetro de masas para distinguir de manera
inequivoca el analito en el medio de disolucién.
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Figura 42. Cromatogramas de HPLC MS/MS a) medio de disolucion y b) un estdndar de prednisona a 1.0
mg/L (Elaboracion propia).

d) Selectividad del método UV-Vis

Se realizé una evaluacidn cualitativa de la selectividad del método 2, al comparar los espectros
de absorbancia a una longitud de onda de (241-243 nm) del medio de disolucidn (Figura 43a)
y una muestra extraida del aparato 2 USP con una concentracion de 20 mg/L de prednisona

(Figura 43b). Esta comparacién demostré que el método logré una identificacién clara y
precisa del analito en el medio de disolucién.

a) b)

Abs (u.A
_~

Figura 43. Espectro de absorbancia a una longitud de onda de aproximadamente 242 nm a) medio de
disolucién y b) Estdndar de prednisona a 20 mg/L (Elaboracion propia).

Por lo tanto, ambos métodos analiticos cumplieron con el criterio de selectividad, ya que se
evidencid que los resultados del analito no se vieron afectados por el medio de disolucién.
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e) Exactitud del método HPLC MS/MS

Para evaluar la exactitud del método 1, se graficd la concentracién real de prednisona frente
a la concentracion estimada o recuperada en todo el intervalo de trabajo (Figura 44).
Mediante una regresion lineal, se determind la pendiente y su intervalo de confianza (1.0000
+0.0054, (ver Apéndice C-7) con unar? de 0.9987. Ademads, se realizé una prueba de hipétesis
para la pendiente (ver Apéndice C-8), en la cual se rechazd la hipétesis nula y se confirmé que
la pendiente incluye el valor de la unidad, lo que comprueba la exactitud del método 1.

25

y=x-5E-15

20 R? =0.9987

15

10

Concentracion estimada (mg/L)

0 5 10 15 20 25
Concentracion real (mg/L)

Figura 44. Grdfica de exactitud de la concentracion estimada en funcion de la concentracion real para
evaluar la exactitud del método HPLC MS/MS (Elaboracion propia).

f) Exactitud del método UV-Vis
De manera similar al método 1, para el método 2, se graficd la concentracidn real de
prednisona frente a la concentracidn recuperada a lo largo de todo el intervalo de trabajo
(Figura 45). Mediante una regresion lineal, se determind la pendiente y su intervalo de
confianza (1.0000 + 0.0090, ver Apéndice C-9), con una r? de 0.9964 y se realizé una prueba
de hipétesis (ver Apéndice C-10), en la cual se rechazé la hipétesis nula y se confirmé que la
pendiente incluye el valor de la unidad, lo que corroboré la exactitud del método 2.
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Figura 45. Grdfica de exactitud de la concentracion estimada en funcion de la concentracion real para
evaluar la exactitud del método UV-Vis (Elaboracion propia).

Para ambos métodos, se cumplid con la caracteristica de desempeiio de exactitud establecida
por la USP. En ambos casos, la pendiente es igual a 1, lo que indica que no es
significativamente diferente de este valor. Esto sugiere que el método es exacto, es decir, la
concentracion estimada es proporcional a la concentracidon real. Ademds, dado que la
pendiente incluye la unidad, se puede afirmar que no presenta errores sistematicos.

g) Precision para el método HPLC MS/MS

Se determind la precision del método 1 en términos de repetibilidad y reproducibilidad.
Primero, se midieron por triplicado e independientemente tres niveles de concentracion (1.0,
10.0 y 20.0 mg/L) en un dia por la misma analista (repetibilidad). Para la reproducibilidad, se
prepararon y midieron los mismos niveles de concentracién por la misma analista, pero en
diferente dia. La Tabla 9 muestra los valores promedio de recuperacién (n = 3) para cada nivel
de concentracidn en ambos dias, ademas del intervalo de confianza para la recuperacién de
prednisona en cada nivel de concentracién. En ambos casos, se cumplié el criterio de
aceptacion, que establece que la recuperacidn debe estar dentro del rango de 95-105 % con
una DER tanto para la repetibilidad como para la reproducibilidad menor o igual del 2 %.

89



Tabla 9. Valores de precisién obtenidos para el andlisis de prednisona para HPLC-MS/MS.

smisa D Comeemnadiin - Comeemmciin LA DER
adicionada (mg/L) recuperada (mg/L) e T recuperacion (%) Repetibilidad/Reproducibilidad

1.00

1 0.99 0.9916 99.12 = 1.07
0.99
9.89

1 10 9.88 9.8915 98.84 = 0.37 0.65

9.91
20.02

20 20.10 20.0392 100.04 = 0.69

1 20.00 113

0.99

1 0.597 0.9813 98.52 = 1.40
0.98
9.91

2 10 9.80 5.8568 99.08 = 1.39 1.52

9.86
20.40

20 20.17 20.2206 101.57 = 2.04
20.08

El intervalo de confianza de recuperacion de cada nivel se calculé utilizando el estadistico t-Student con un 95
% de confianza, considerando n-1 grados de libertad en una prueba de dos colas (Ver Apéndice C-11).

h) Precision para el método UV-Vis

Para el método 2 se midieron por triplicado e independientemente tres niveles de
concentracion (0.5, 15.0 y 35.0 mg/L), siguiendo el mismo procedimiento previamente
descrito para el método 1. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 10.
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Tabla 10. Valores de precision obtenidos para el andlisis de prednisona en UV-Vis.

Concentracion Concentracion Media de la
Amalist Dia icionad d concentracion Intervalo de confianza de % DER
: a a"‘““(m g.,]_“) a “f‘;";{“) 2 recuperada recuperacicn (%6) Repetibilidad Reproducibilidad
(mgL)

0.50

0.50 0.50 0.5003 100,10 £ 213
0.50

15.00 15.06

1 14.98 15.2206  100.38 + 5.88 1.96

15.62

35.00 34.72
34.41 35.1141 99,20 + 6.86
36.22

1 1.877

0.50 0.49
0.50 0.4948 57.12 + 4,22
0.50

15.00 15.21

2 15.48 15,1831 101.41 + 5.15 1.8

14.86

35.00 35.13
34.97 35.3599 100.26 + 3.84
35.98

El intervalo de confianza de recuperacién de cada nivel se calculd utilizando el estadistico t-Student con un 95%
de confianza, considerando n-1 grados de libertad en una prueba de dos colas (ver Apéndice C-12).

Para ambos métodos se cumplid con el criterio de aceptaciéon de precisidén, tanto la
repetibilidad como la reproducibilidad, donde ambos parametros deben presentar un % DER
inferior al 2%. En este sentido, la repetibilidad fue de 0.65 % para HPLC MS/MSy 1.96 % para
UV-Vis, mientras que la reproducibilidad fue de 1.13 % para HPLC MS/MSy 1.87 % para UV-
Vis. En términos de precision, el método HPLC MS/MS es superior al UV-Vis debido a su menor
% DER en ambos parametros, lo que indica una mayor consistencia en los resultados. Sin
embargo, ambos métodos cumplieron con los criterios de aceptacion establecidos, lo que
valida su uso en analisis cuantitativos de prednisona.
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5.2.2 Validacion de los modelos in vitro
a) Compatibilidad del filtro

Para determinar la compatibilidad del filtro con el medio de disolucién y la prednisona, de
acuerdo con lo indicado en la USP, la diferencia absoluta entre el promedio de los valores de
al menos 3 muestras de solucién filtrada y sin filtrar de tres niveles de concentracién
diferentes dentro del intervalo de trabajo, debe ser igual o menor al 1%. En la Tabla 11, se
observd que la diferencia absoluta (ver Apéndice C-13) de las muestras en cada nivel de
concentracion fue inferior al 1%. Por lo tanto, se comprobd que no existié adherencia
significativa de prednisona al filtro de nylon tipo PVDF de 0.45 um.

Tabla 11. Compatibilidad del filtro en muestras filtradas y sin filtrar de prednisona por HPLC MS/MS y UV-Vis.

et 3:'1];:]1:;?:: Concentracién vy gi iy igro  COCEMTACION N g o flere  Dcrencla
analitico estindar (mgry S filtro (mg/L) con filtro (mg/L) absoluta (%)
0.99 0.99
1.00 0.99 0.99 0.99 0.99 0.26
1.00 0.99
10.04 10.00
HPLC MS/MS 10.00 9.97 10.05 9.89 10.00 0.45
10.13 10.11
20.08 19.98
20.00 20.18 20.04 20.02 19.94 0.52
19.87 19.80
9.95 9.95
10.00 9.89 9.99 9.87 9.92 0.64
10.11 9.94
20.09 19.96
UV-Vis 20.00 20.10 20.12 20.06 20.01 0.56
20.17 20.00
30.24 29.65
30.00 30.01 30.05 29.99 29.81 0.79
29.90 29.79

Los resultados de la validacion de precisién de ambos modelos se analizaron y se presentaron
en conjunto con las PVT, donde se utilizd prednisona genérica de la marca farmacia del

ahorro.
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5.3 Pruebas preliminares para desarrollar la PVT

a) Prueba de deaireacion

Una especificacion de la PVT es la deaireacion del medio de disolucidn, ya que el oxigeno
disuelto puede generar burbujas de aire durante el desarrollo de la prueba y podrian atrapar
particulas de prednisona, impidiendo su contacto adecuado con el medio de disolucién. En la
Tabla 12, se presentan los resultados obtenidos de las muestras de medios de disolucién con
y sin deaireacién. Se observd que la metodologia de deaireacion fue adecuada para el
desarrollo de las pruebas PVT, ya que la media de la concentracion de oxigeno disuelto se
redujo aproximadamente de 6.67 a 4.9 ppm en ambos analizadores. Los resultados obtenidos
fueron consistentes, lo que confirma la efectividad del método de deaireacion y la fiabilidad
de las mediciones para realizar la disoluciéon de manera efectiva.

Tabla 12. Prueba del método de deaireacion para el medio de disolucion.

Oxigeno Disuelto Oxigeno Disuelto Dil;fdi::e Oxigeno Media de Oxigeno
Muestra (ppm) - METTLER  (ppm) - Detector 1;»];51?1'(19.5? - Disuelto (ppm) -
TOLEDO 02 4100e Portatil TOLEDO O2 4100e Detector Portatil

1 6.93 6.9
Medio de diselucion 2 6.47 6.5

sin desaireacidn ’ ' 6.66 6.67
3 6.57 6.6
1 4.96 4.9
Medio de disolucion 2 4.05 4.9

con desaireacion 491 4.87
3 4.81 4.8

b) Prueba de la presion interna del modelo IV-DGS

Los resultados de la caracterizacion del catéter de manometria esofdgica (ver Apéndice B)
determinaron la ecuacion lineal (ecuacidn 9) y la grafica de presién en funcién del voltaje
(Figura 46) para obtener el perfil de presidn interna en las membranas flexibles del modelo
IV-DGS durante la PVT. Se observé que la grafica presenta un comportamiento lineal, con un
r2de 1, lo que indica que no existen errores ni desviaciones en los datos respecto a la linea de
ajuste.
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Figura 46. Curva promedio de caracterizacion del sensor (Elaboracion propia).
Para obtener el valor de la presion del modelo dinamico, se utilizé la ecuacién (9):

P (mmHg) = 21.449 * X + 0.6023 (9)

Donde:
X = Valor de voltaje obtenido durante las pruebas de disoluciéon

Utilizando la ecuacién (9) se determind el perfil de la presién para el modelo dinamico (Figura
47), se observd que la presién maxima es de 25 mmHg para el flujo de propulsién, en el flujo
de retropulsién fue de 15 mmHg y 3 cpm por cada ciclo, valores fisiolégicos cercanos a los
reportados en la literatura.

Presion [mmHg

.00 20000 A0L00 B0 0 BO.00 100,00 12000 14000
Tiempo [s]
Figura 47. Perfil de presion para la disolucién de prednisona (1) Inicio de la fase de propulsion; (2) Fin de la

fase de propulsién; (3) Inicio de la fase de retropulsion; (4) Fin de la fase de retropulsion (Elaboracién
propia).
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¢) PVT con prednisona genérica en el aparato 2 USP

Se realizaron seis experimentos bajo las especificaciones de la PVT de la USP para la primera
etapa de dos utilizando el medicamento genérico de prednisona. En la Tabla 13, se presentan
los resultados obtenidos de las pruebas preliminares, se analizaron mediante los métodos
analiticos 1y 2. Para el método 1, se registrd un porcentaje promedio de prednisona disuelta
de 95.80 + 1.86 % con un % DER de 2.43. Por otro lado, para el método 2, se obtuvo un 96.70
+ 2.01 % con un % DER de 2.61. Ambos métodos mostraron porcentajes muy similares de
prednisona disuelta, lo que sugiri6 que ambos fueron efectivos para medir la disolucion.
Ademas, los bajos porcentajes de DER indicaron que los resultados tuvieron poca dispersion,
lo que reafirmé la precisidn, en la repetibilidad del modelo estatico.

Tabla 13. PVTs con tabletas de prednisona genérica para el aparato 2 USP.

Vol del . o
;“e’;eo”d: Método % de la masa de S L
Modelo X . . Prueba C(mg/L) m{mg) . ) de la masa de s % DER
disolucion  analitico prednisona disuelta . .
prednisona disuelta
(mt)
1 19.23 9.62 96.16
2 159.10 9.55 95.49
HPIC 3 19.05 9.52 95.24
MS/MS $5.80 + 1.86 * 2.33 2.43
4 19.95 9.97 99.73
5 15.15 9.57 95.74
6 18.49 9.24 52.45
Aparato
500
2 UsP
1 19.29 9.64 96.44
2 19.23 9.62 96.17
3 19.17 9.59 95.87
UV-Vis 96.70 + 2.01* 2.52 2.61
4 20.27 10.13 101.35
5 19.34 9.67 96.71
6 18.74 9.37 93.68

* El IC del porcentaje de prednisona disuelta se calculd utilizando el estadistico t-Student con un 95 % de
confianza, considerando n-1 grados de libertad en una prueba de dos colas.

d) PVT con prednisona genérica en el modelo IV-DGS

Aligual que la anterior prueba se realizaron seis experimentos para el modelo IV-DGS, donde
la PVT se realizd con medicamento genérico de prednisona. En la Tabla 14, se presentan los
resultados obtenidos. Para el método 1, se registré un porcentaje promedio de prednisona
disuelta de 75.99 £ 3.07 % con un % DER de 5.06, mientras que para el método 2 se obtuvo
un 74.38 £ 3.09 % con un % DER de 5.20. Con los resultados obtenidos se confirmd la precision
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en cuestiéon de repetibilidad del modelo con la finalidad de realizar las pruebas con las tabletas
estandarizadas. Cabe destacar, que el uso de un volumen de medio de disolucién reducido de
500 mL (aparato 2 USP) a 150 mL en el IV-DGS reflejo condiciones mas exigentes de disolucion,
gue a su vez destacd la complejidad de realizar esta parte experimental para la disolucion de
la tableta al emular de manera mas realista los movimientos peristdlticos en el modelo IV-
DGS. Un aspecto que se infiere que influyo en los resultados de disolucidon es que no se utilizé
una mesa neumatica para evitar vibraciones externas.

Tabla 14. PVTs con tabletas de prednisona genérica para el modelo IV-DGS.

Volumen def % de Media Geométrica,
medio de Meétodo % de lo masa de s
Modcl disolucidon  analitico cofarn Gk, mimg] prednisona disuelta el masq de prednisona y % DER
disuelta
(mL)

1 5294 7.94 759.41
2 51.14 .87 76.71
wpLC 49.80 7.48 74.85

MS/MS 75599 +3.07 = 3.85 5.06
/! 4 52.97 7.85 79.45
5 50.58 7.85 76.47
5] 46.03 5.90 65.05

V-DGS 150

1 5148 7.72 77.22
2 50.08 7.51 75.12
3 4898 7.35 73.47

UV-Vis 7438 +3.00 = 3.87 5.20
4 5251 7.88 JBIT
5 4940 7.41 74.10
6 45.06 6.76 67.59

*El IC del porcentaje de prednisona disuelta se determiné mediante la prueba estadistica t-Student con un 95 %
de confianza, considerando n-1 grados de libertad en una prueba de dos colas.

5.4 PVT de disolucion en el modelo estatico y dinamico

En la Tabla 15, se muestra el porcentaje de masa de prednisona disuelta para cada tableta
DPVS, analizados en ambos métodos analiticos. Para HPLC MS/MS en el aparato 2 USP, se
logré una disolucion promedio de 54.83 + 1.05 % de la masa del farmaco, con un CV de 2.40
%, mientras que para el método UV-Vis se obtuvo un 55.28 + 1.70 % y un CV de 3.85 %. En
cambio, para el modelo IV-DGS el porcentaje de disolucidon promedio por HPLC MS/MS fue de
57.77 £+ 2.54 %, con un CV de 5.51 % y por UV-Vis de 57.91 + 2.77 % con un CV de 6.00 %. El
certificado de calibracion de la tableta establece que el porcentaje promedio de prednisona
disuelta para la primera etapa de dos debe estar dentro del intervalo de 48 a 57 % con un CV

96



maximo de 4.6 %, los cuales se cumplieron en ambos métodos analiticos para el aparato 2

USP, lo que indica que la PVT fue exitosa para el modelo estatico, en cambio para el modelo

IV-DGS no se cumplié el porcentaje de disolucién que tuvo una diferencia de al menos 0.91 %

y en el CV se obtuvo una diferencia de al menos 1.4 %. Estas diferencias se compararon con

respecto al procedimiento y material estandarizado del aparato 2 de la USP. Sin embargo,

cabe destacar que el modelo IV-DGS es un método no compendial, es decir, no esta

estandarizado, que alcanzé valores aproximados a los establecidos de la PVT de la USP, como

se ha mostrado en los datos de la Tabla 15.

Tabla 15. PVTs con tabletas de prednisona estandar de referencia USP para el aparato 2 USP y modelo IV-DGS.

Volumen del T — % de Media
medio de Método C Y Geométrica, de la
LELED disolucion analitico ot (mg/L) mimg)  de p{edmsana masa de prednisona SRR
disuelta -
fml) disuelta

1129 565 56.46
10.77 5.38 53.84
HPLC 10.97 5.48 54.85

MS/MS 5483 + 1.05= 131 240
11.28 5.64 56.40
10.76 5.38 53.79
10.73 5.36 53.63

Aparato 2
500

usp 1117 558 55.85
10.63 5.32 53.17

UV-Vis 1149 575 57.46 55.28 + 1.70 = 213 385
11.00 550 54.99
10.51 5.25 52.55
11.53 5.77 57.66
37.49 5.62 56.24
36.03 5.40 54.04
3852 578 57.78

h:SPﬁS 5777 £ 254+ 3.18 551
/! 3694 554 55.41
40.86 6.13 61.28
41.22 6.18 61.84

IV-DGS 150

36.91 5.54 55.36
35.84 5.38 53.77
39.39 591 59.08

UV-Vis 5791 + 2.77 = 347 6.00
37.10 5.56 55.65
4130 6.19 61.95
41.08 6.16 61.64

*El IC del porcentaje de prednisona disuelta se determiné mediante la prueba estadistica t-Student con un 95 %

de confianza, considerando n-1 grados de libertad en una prueba de dos colas.
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Para completar la validacion del modelo dinamico, de acuerdo con la hoja certificacidon de la
tableta DPVS, se deben realizar la segunda etapa de dos, que consiste en otras seis pruebas
experimentales mds, para alcanzar los pardmetros del porcentaje de disolucién en un
intervalo de 46 a 59 % y un CV de 6.1 %, dichos criterios de aceptacién permiten validar bajo
una mayor variabilidad en las pruebas, asi como, un mayor porcentaje de disolucién. Como
se observod en los resultados de la primera etapa, se infiere que el modelo IV-DGS entrard en
los criterios establecidos de la segunda etapa de la PVT. Por lo que se realizd un analisis de
varianza.

Para poder realizar una comparacion de la PVT realizada en el aparato 2 USP y en el IV-DGS
gue tienen diferentes disefios, comportamiento hidrodindmico, capacidad volumétrica y
otras diferencias, se utilizd un instrumento estadistico denominado ANOVA al 95% de
confianza por cada método analitico, donde se compararon los porcentajes de recuperacion
obtenidos de cada modelo utilizando la ecuacidn (10), como se muestra a continuacion:

Para el método analitico HPLC MS/MS,

Si

Hy: py = Wy, la media del porcentaje de disolucion de prednisona DPVS en los grupos son similares
H;: 4 # |y, la media del porcentaje de disolucion de prednisona DPVS en los grupos son dif erentes

Donde F es igual a;

Varianza entre grupos

(10)

" Varianza dentro de los grupos

De acuerdo con la Tabla 16, dado que Fcyicuiada(4-3675) < Feritica(4.9646) y el valor P
(0.0631) > a (0.05), se aceptod la hipdtesis nula.

Tabla 16. Resultados de la prueba ANOVA del método HPLC MS/MS de los rendimientos de disolucion
obtenidos para los modelos probados.

Variacié Suma de Grados de Cuadrado F Probabilidad F
ariacton cuadrados libertad medio Coleulade oPapraa Critica
Entre grupos 25.87 1 25.87
4.3675 0.0631 49646
Dentro de los grupos 59.33 10 593
Total 85.2 11

Para el caso del método analitico espectrofotometria UV-Vis:

De acuerdo con la Tabla 17, dado que Fruicuiada (2-4944) < Feritica(4.9646) y el valor P
(0.1453) > a (0.05), se aceptd la hipdtesis nula.
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Tabla 17. Resultados de la prueba ANOVA del método espectrofotometro UV-Vis de los rendimientos de
disolucion obtenidos para los modelos probados.

e Suma de Grados de Cuadrado F Probabilidad F
ariacion cuadrados libertad medio Coleulada opabiLaa Criice
Entre grupos 20.72 1 20.72 2.4944 0.1453 49646
Dentro de los grupos 83.08 10 8.31
Total 103.81 11

En ambos modelos se aceptd la hipdtesis nula de la herramienta estadistica confirmando que
no hay diferencia significativa para decir que los grupos analizados son estadisticamente
diferentes. Es decir, a pesar de que el modelo IV-DGS no cumplié con los criterios de
aceptacién de la primera etapa de la hoja de calibracidn de la tableta, con el anadlisis de
varianza se afirmé que fueron similares los valores obtenidos de la PVT del aparato 2 USP y el
modelo IV-DGS. Por lo tanto, se validé el uso del modelo IV-DGS, lo que abre la posibilidad de
emplearlo en estudios futuros de cinética de disolucién de farmacos a diferentes tiempos,
esto permitira evaluar la concentracién maxima de disolucion y determinar el rendimiento de
disoluciéon en el modelo.

En la Figura 48, se presenta la grafica de los porcentajes de masa disuelta obtenidos de la PVT
para ambos modelos dependiendo del método analitico utilizado. Se observé que el modelo
dindmico IV-DGS logré una disolucidn ligeramente mayor con un promedio de 57.77 £ 2.54 %
en comparacion con el aparato 2 de la USP que obtuvo un promedio de 54.83 + 1.05 %
utilizando el método analitico HPLC MS/MS. En el caso del espectrofotémetro UV-Vis, el
modelo dindamico alcanzé un promedio de disolucion de 57.91 + 2.77 % mientras que el
modelo estatico mostré un promedio de 55.28 + 1.70 %, pero estadisticamente son similares
los resultados, por lo que se cumplié con la validacién operativa en ambos modelos. Ambos
resultados del espectrofotometro UV-Vis fueron similares a los obtenidos con HPLC MS/MS,
aunqgue con una ligera variabilidad, la cual, puede deberse a que el detector de masas del
HPLC proporciona mayor selectividad que el espectrofotdmetro UV-Vis, que podria
sobrestimar el porcentaje de disolucidon debido a la interferencia de componentes de la
matriz, como excipientes o fragmentos no disueltos.
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Figura 48. Grdfica de cajas y bigotes del porcentaje de disolucion de las tabletas de la prednisona DPVS para
el modelo estdtico y dinadmico analizadas en el método HPLC MS/MS y espectrofotometria UV-Vis
(Elaboracion propia).

En la Figura 49, se muestran los espectros de absorcién de las tabletas de prednisona
estandarizada utilizadas para la PVT en ambos modelos de disolucién, donde se observé la
variabilidad de los espectros entre los modelos de disolucién. Lo cual, sugiere que el modelo
IV-DGS emulé de manera mas realista el comportamiento dinamico de la disolucién, como los
flujos de propulsidn y retropulsion, esta mayor dispersién en los resultados podria atribuirse
a que para el modelo dindmico no existen parametros estandarizados de la PVT, por lo cual,
se sugiere realizar un protocolo de calibracién mecénica para el IV-DGS con el fin de disminuir
la variabilidad de los resultados y tener exactitud en el modelo dindmico con respecto al
modelo estatico.
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Figura 49. Espectros de absorbancia de la prednisona DPVS en el a) aparato 2 USP y b) IV-DGS. La longitud
de onda mdxima absorbida por la prednisona es de aproximadamente 242 nm (Elaboracion propia).

En esta comparacién de la PVT los volumenes de disolucién fueron distintos: en el modelo IV-
DGS se empled un volumen de 150 mL, mientras que en el aparato 2 de la USP se utilizaron
500 mL. A pesar del menor volumen en el modelo IV-DGS fue suficiente para disolver la
tableta estdndar de referencia, por lo que se confirmd que se cumplié con la condicién de
sumidero. Aclarando que esta afirmacién se validé en un uUnico tiempo de 30 minutos de
disolucion en ambos modelos.

Ademas, como enfatizan Brito-de la Fuente et al. (2019), el rendimiento del farmaco puede
verse significativamente afectado por cambios en la fisiologia gastrointestinal, como los
movimientos peristalticos, el tiempo de vaciado del estdmago, cambios luminales y
variaciones en el tiempo de transito, aspectos que no proporciona el modelo estdatico. En
consecuencia, el aparato 2 de la USP no es adecuado para evaluar la bioaccesibilidad de
farmacos de baja o escasa solubilidad, como es el caso de la prednisona, que pertenece a la
clase Il del BCS. La disolucién de estos farmacos depende en gran medida de variables
fisioldgicas gastrointestinales, por lo que el uso del modelo dindmico que incorpore estas
variables es de mayor complejidad al intentar imitar ese comportamiento real. Por lo tanto,
el IV-DGS se puede utilizar en un futuro para estudios relacionados con bioaccesibilidad y
biodisponibilidad.

Finalmente, como observaciones experimentales de la PVT, la Figura 50 presenta imagenes
de la prueba de la tableta de prednisona DPVS, donde se observé sedimentacion del material
estandar en ambos modelos (Figura 50 a;b). Para el aparato 2 de la USP se observé el efecto
cono debido a la zona muerta de los flujos de disolucion reportada en la literatura que son
menores en la parte inferior de la paleta en comparacién de las esquinas de la paleta, en
cambio con el movimiento peristaltico del modelo dinamico favorecid el desplazamiento de
las particulas y mezcla del medio de disolucién, reduciendo asi la acumulacién de sedimentos
en forma de cono, a pesar de contar con un volumen menor que el modelo estatico, por lo
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gue se sugiere en un futuro realizar pruebas de velocimetria de imagenes de particulas (PIV,
por sus siglas en inglés) para estudiar el flujo hidrodinamico en el modelo.

Cabe mencionar que el estudio se realizd considerando Unicamente un proceso mecdnico de
la digestidn, por lo que seria necesario incluir también los procesos quimicos de la digestidn,
es decir, utilizar un medio biorrelevante (ver Apéndice A) con enzimas y jugos gastricos para
determinar si existe sedimentacion en condiciones mas cercanas a la fisiologia
gastrointestinal.

Figura 50. Sedimentacién de prednisona estdndar de referencia USP en a) aparato 2 USP y b) modelo IV-DGS
(Elaboracion propia).
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Conclusiones

El desempefio operativo de los modelos se realizé mediante la evaluacién de la primera de
dos etapas de la PVT utilizando tabletas estandarizadas de prednisona DPVS con un intervalo
de 48 a 57 % de disolucion de la tableta y un CV de 4.60 % como criterios de aceptacion. Los
resultados de la evaluacién para el aparato 2 de la USP fueron de 54.83 + 1.05 % y un CV de
2.40 % utilizando el método analitico HPLC MS/MS y de 55.28 + 1.70 % con un CV de 3.85 %
para el espectrofotémetro UV-Vis ambos métodos analiticos lograron los criterios de
aceptacién en conformidad con la hoja de certificacién de la tableta estandarizada. La
importancia de estos datos obtenidos es que se validd la operatividad del aparato 2 USP
manufacturado en el ICAT. Dicha validez fue la referencia estandarizada para cumplir la
implementacion de la PVT en el modelo dindmico IV-DGS.

En lo que respecta a la evaluacion del IV-DGS se obtuvo una media del porcentaje de
disolucién de la tableta de 57.77 £ 2.54 % con un CV de 5.51 % para el HPLC MS/MSy de 57.91
+2.77 % con un CV de 6.00 % mediante espectrofotometro UV-Vis, resultados cercanos a los
criterios de aceptacién, sin embargo, no se lograron resultados dentro del intervalo
establecido por el modelo estatico, ya que al ser un modelo no estandarizado presentd
variabilidad en los resultados del CV de la prueba, la cudl podria ser atribuida a la falta de
calibracion mecdnica, a la posiciéon de la tableta y al volumen géstrico diferente entre los
modelos, que impactaron en los resultados para alcanzar los criterios de aceptacion.

No obstante, a través del instrumento ANOVA se confirmé que los valores de la PVT en el IV-
DGS y aparato 2 USP fueron estadisticamente similares, lo que permitié cumplir con la PVT en
el modelo dindmico, incluso con solo seis experimentos realizados para ambos modelos y
diferentes valores. Sin embargo, aunque los resultados de la PVT fueron comparables, esto
no implica que los modelos sean equivalentes en su funcionamiento, ya que presentan
diferencias significativas en su disefo, comportamiento hidrodindmico y capacidad
volumétrica, si no que ambos modelos mostraron resultados comparables en términos de
precision en la disolucién de las tabletas de prednisona. Por lo tanto, se logré validar la
operatividad del IV-DGS, un método no estandarizado, mediante el desarrollo del protocolo
experimental de la PVT y la comparacion de sus valores con los obtenidos en el aparato 2 de
la USP. Esta validacion garantiza resultados reproducibles y confiables, y abre la posibilidad
de utilizar el IV-DGS en futuros estudios para analizar la cinética de disolucién de farmacos.

Es evidente que los métodos estaticos no representan adecuadamente las condiciones
fisioldgicas gastrointestinales debido a limitaciones en su disefio, como no poder simular los
flujos de retropulsién, propulsidn, vaciado gastrico y cambios en el pH, aspectos que un
modelo dindmico intentan emular. La prueba de disolucién en el aparato 2 de la USP, tiene
inconvenientes como: la sensibilidad a vibraciones, al medio no deaireado y a la posicién de
la tableta en el vaso de disolucion, entre otros (Cascone et al., 2016). En este sentido, las
condiciones descritas en los capitulos 711 y 1092 de la USP para el aparato 2, estan enfocadas
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en el control de calidad del farmaco, por lo que difieren significativamente del entorno in vivo,
incluyendo el volumen, la composicidon del medio de disolucion, el pH y los mecanismos de
agitacion, lo que limita su correlacidn in vivo-in vitro con el rendimiento de disolucidn de los
farmacos. Por lo que, el principal reto al elaborar pruebas de disolucién en modelos dindmicos
es incluir variables fisioldgicas gastrointestinales, lo que incrementa su complejidad, pero es
fundamental, ya que la disolucién de farmacos depende de estas variables.

Se simuldé el comportamiento dinamico de la parte distal del estdmago humano con tres
contracciones por minuto, mediante los movimientos peristdlticos, los cuales fueron mas
suaves y controlados en comparacién con la mezcla “forzada” del elemento de agitacion del
aparato 2 USP, donde el IV-DGS alcanzé un perfil de presidn con amplitudes de 25 mmHg en
la fase de propulsion y 14 mmHg en la fase de retropulsién, que son valores fisioldgicos
similares a los reportados en la literatura (Bellmann et al., 2016; Maqgbool et al., 2009; Urbain
et al., 1990; Kelly et al., 1980). Se validé la repetibilidad del IV-DGS que ofrece resultados
precisos y confiables, ademds proporciona una perspectiva realista para estudios de
disolucion de farmacos de liberacién inmediata de administracion oral bajo una condicidn
dinamica que los métodos tradicionales no proporcionan. Esto refuerza su utilidad como
alternativa o complemento al aparato 2 de la USP en perfiles de disolucion, ofreciendo un
enfoque mas representativo del comportamiento mecdnico del estémago humano.

Asimismo, ambos métodos analiticos fueron validados con éxito para el andlisis de la tableta
de prednisona estandarizada, cumpliendo con las caracteristicas de desempefio y criterios de
aceptacién de validacion establecidos. No obstante, el método HPLC MS/MS mostré una
variabilidad menor en los datos en comparacién con el espectrofotometro UV-Vis, lo que
sugiere una mayor selectividad, exactitud y precisién en las mediciones para la evaluacién de
la disolucién en condiciones de laboratorio. Sin embargo, ambos métodos analiticos fueron
validos y pueden ser utilizados de manera independiente para la PVT y pruebas de disolucién
de farmacos.

Finalmente, el desarrollo de las PVTs en modelos dinamicos es un tema poco estudiado, de
ahi su relevancia académica en comparacion con los aparatos 1y 2 de la USP, donde existe
abundantes estudios sobre la variabilidad de los resultados de estas pruebas usando
condiciones estandarizadas. Aunque, si existen estudios sobre disolucién in vitro de formas
farmacéuticas orales sélidas de liberacidon inmediata en modelos dindmicos que simulan
diversas condiciones gastricas con un enfoque de cinética de disoluciéon, suelen utilizar
farmacos genéricos como objeto de estudio y no un material estandarizado, como las tabletas
de prednisona DPVS. Esto limita la comparabilidad de los resultados entre los modelos
dinamicos.
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Trabajo a futuro
Como actividades futuras encaminadas a las pruebas de disolucion de farmacos en el
simulador gastrico IV-DGS y en el modelo estatico se sugieren las siguientes:

® Realizar otro conjunto de seis pruebas de la segunda etapa de la PVT para validar la
exactitud del IV-DGS.

e Desarrollar protocolos de calibracién mecanica para el IV-DGS que incluyan el uso de
una mesa neumatica como superficie de trabajo, con el fin de eliminar las vibraciones
del entorno.

e Realizar perfiles de disolucién que incluyan la digestion mecdanica y quimica, utilizando
un medio biorrelevante con enzimas y fluidos gastricos simulados en diferentes fases
de la digestiodn, con el fin de evaluar el rendimiento de disolucién y la cinética de
farmacos genéricos en condiciones mas cercanas a la fisiologia gastrointestinal.

o Realizar estudios hidrodindmicos mediante pruebas de PIV para analizar el
comportamiento del flujo en ambos modelos.
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Apéndice A. Medios de disolucion biorrelevantes

Condicion Medio de Disolucion Composicion pH
Medios convencionales USP
Medio Acido (USP) Solucién de acido clorhidrico 1,2
Contenido Gastrico en Ayuno Medio Acid Pensi
edio Acido con Pepsina
P Solucién de acido clorhidrico, pepsina 1,2
(USP)
Contenido Gastrico en . 3 ., 3
i L, Medio Tampdn (USP) Solucién tampdn de acetato 4,5
Alimentacion
Contenido Intestinal en Medio Tampdn Intestinal
P Solucién tampdn de fosfato 6,8
Ayuno (USP)
. . Medio Tampdn Intestinal en ., 3
Contenido Intestinal en R L, Solucién tampdn de fosfato 7,2
X .. Alimentacion (USP)
Alimentacion ) L
Medio Acuoso (USP) Solucién acuosa tamponada 5,5
Medios Biorrelevantes
Fluido Gastrico Simulado Solucidn de acido clorhidrico con pepsina; 12
(SGF) tensidn superficial similar al agua. !
Contenido Gastrico en Ayuno . . L.
L L. . Simula el jugo gdstrico basal humano con
Liquido Gastrico Simulado en . .
un vaso de agua. Contiene pepsina, sales 1,6

Contenido Gastrico en
Alimentacion

Contenido Intestinal en
Ayunas

Contenido Intestinal en
Alimentacion

Contenido Coldénico

Ayunas (FaSSGF)

Secuencia de Medios de
Disolucidn

Medio con pH Variable
Continuo

Liquido Intestinal Simulado
(SIF)

Liquido Intestinal Simulado
en Estado de Ayuno (FaSSIF)

Fluido Simulado en Estado de

Alimentacion (FeSSIF)

Liquido Coldnico Simulado
(SCoF)

biliares y lecitina.

Medios secuenciales que simulan
diferentes etapas de digestidn (temprana,
media, tardia).

Ajuste continuo del pH para simular el

contenido gastrico

Solucidén con pancreatina.

Solucidn con lecitina

Solucion con lecitina, acido acético,
hidréxido de sodio y cloruro de sodio.

Acidos grasos, solucidn con pH ajustable

variable (3-1.2)

6.8

6.8

6.5

variable
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Apéndice B. Implementacion del catéter de manometria
esofagica para medir la presion

Con base en los resultados obtenidos durante la medicidn, se utilizd un software de analisis
matematico para graficar la recta que describe el comportamiento del sensor circunferencial
amarillo para los seis experimentos, el cual corresponde a la parte distal del catéter de manometria
esofagica. Posteriormente, se realizd un ajuste de los valores de presidn utilizando la ecuacién (11),
con el fin de obtener los valores de los residuales para los seis experimentos.

Donde: P = Valor de la presion ajustada,V = Voltaje (12)

P = (pendiente * V) + ordenada al origen

EXPERIMENTO 1

Presién ) Presién ajustada ) Presién ajustada = (V * 21.405) + 0.2111
Voltaje (V) Residuales
(mmHg) (mmHg)
0.00 0.02 0.61 -0.61 30 y=21.405x+ 02111
4.90 0.21 4.71 0.19 80 R*=0.9335
12.10 0.54 11.86 0.24
19.50 0.88 19.05 0.45
26.10 1.22 26.24 0.14
33.40 1.58 34.05 0.65
40.70 191 40.99 0.29 _
47.80 222 47.76 0.04 "
55.30 2.55 54.84 0.46 o2z
62.50 2.88 61.84 0.66
69.90 3.23 69.29 0.61 0 0.5 1 15 2 25 3 35 a as
75.60 3.50 75.17 0.43 Voltaje (V)
81.90 3.88 8331 -1.41

Grdfica de residuales
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EXPERIMENTO 2

B Presion
Presion Voltaje (V)  ajustada Residuales Presién ajustada = (V = 21.462) + 0.5015
[mmHg)
(mmHg)
0.00 -0.03 -0.10 0.10 90 - i
490 0.20 4.82 0.08 80 Voot ot .
. . o 3 R? =0.9999 _.."'
12.10 0.53 11.90 0.20 70
19.40 0.86 19.00 0.40 _ e0 e
26.10 1.19 26.13 -0.03 %” o o -
33.30 1.54 33.47 -0.17 E . o
40.50 1.89 41.06 -0.56 5 - e
w 30 e
47.80 223 48.30 -0.50 g . ._.,,-0 Desviaciin
55.30 2.56 55.49 -0.19 - Pendiente a14ecs aso8
62.50 2.89 62.53 0.03 1 ) Intercepto 0.0743 09883
§9.80 EF)) §9.69 0.11 s 0 o 1 . .. X Ny .
Lo J 1o — - s
75.60 3.50 75.58 0.02 10 Votzie (V)
82.20 3.78 81.63 0.57
.
0. L ]
. -
® L] .
Iv] o 10 12
.
0.4 .
0.€ L
Grdfica de residules
EXPERIMENTO 3
. Presion
Presion Voltaje V] sjustada Residuales Presi6n ajustada = (V * 21.4601) + 0.6501
(mmHg)
(mmHg)
0.00 -0.02 0.12 -0.12 30.00
5.00 0.21 5.14 -0.14 50,00 y=ZLA0%k § .0501 -
12.10 0.53 12.09 0.01 20,00 -
19.50 0.86 19.11 0.39 T 5000 e
26.60 1.19 26.19 0.41 % 000 e
34.00 1.53 33.55 0.45 = o
§ 4000 -
40.70 1.90 41.36 0.66 - e N
- i B - extandar
47.80 2.22 48.38 -0.58 = . — e s
55.20 2.55 55.39 -0.19 2000 . teteccopts o awss
62.40 2.88 62.50 -0.10 10.00 ®
69.80 3.21 69.58 0.22 000 e
75.70 3.49 75.55 0.15 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00
’ ’ . ’ Voltaje (V
81.90 3.78 81.75 0.15 oltzje (V)
0.6C
0.4cC - .
0.20 o
- -
0.0C L ]
0 ? € 8 o 12 a
). 20 . -
). 60 L
L ]

Grdfica de residules
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EXPERIMENTO 4

Presion

Presion ajustada

Presién ajustada = (V » 21.4670) + 0.7146

Voltaje (V Residuales
{mmHg) je (V) (mmHg)
0.00 -0.02 0.21 0.1 5000
4 y = 21467x + 0.7146
4.80 0.20 499 0.19 2000 o N .
12.10 0.53 12.09 0.01 7000 -
19.50 0.86 19.24 0.26 50.00 .
o
26.60 1.19 2630 0.30 w000 .
34.00 1.54 33.77 0.23 S w000 .
41.20 1.90 41.39 -0.19 3 30,00 o ®
= . Crvi
48.40 2.22 48.29 0.11 20,00 o Perdente - 5
55.20 2.55 55.48 -0.28 10.00 e rerespte R e
62.40 2.88 62.43 -0.03 oon ey
69.60 Eal 69.69 -0.09 -0.50 0.00 0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 350 4.00
75.70 3.49 75.57 0.13 Voltaje (V)
81.80 3.78 81.84 -0.04
0.40
0. L ]
L]
o. L]
0.1¢C . °
[ X L ]
o 2 ® 1 L
0.10 .
0.20 . L]
L
0.0
Grdfica de residules
EXPERIMENTO 5
Presid Presién
resion & i -
esio Voltaje (V)  ajustada  Residuales Presién ajustada = (V * 21.500) + 0.61553
(mmHg)
(mmHg)
0.00 -0.03 0.00 0.00 90.00
¥=21.5% + 0.6155 .
4.70 0.19 4.74 -0.04 80.00 R, -
12.00 0.53 11.92 0.08 70.00 L
19.20 0.86 19.04 0.16 6000 =
26.50 1.19 26.14 0.36 E 50.00 P .
33.90 1.54 33.64 0.26 E 20,00 .
40.50 1.89 41.16 -0.66 $ 3000 e
(% N _'." Desviacion
47.70 2 48.15 -0.45 20.00 s - e .e;a;;..
55.10 2.54 55.27 -0.17 1000 . - e -
62.40 2.87 62.34 0.06 =
0.00- &
69.60 3.21 69.52 0.08 050 000 ©50 100 150 200 250 300 350 400
75.50 3.48 75.44 0.06 Voltaje (V)
82.10 3.78 81.82 0.28
[} (0
0.40 .
™ -
0.20 -
- [ - -
0.00
(4] ’ a 8 1( 1 1
0.20 -
0.40
-
0.60
-

Grdfica de residules
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EXPERIMENTO 6 .
Presis Presion
resion P _
Voltaje (V)  ajustada Residuales Presion ajustada = (V = 21.398) + 0.921
(mmHg)
(mmHg)
0.00 -0.04 0.07 -0.07 50.00
y=21.398x + 0.921 -
4.70 0.18 4.97 -0.07 80.00 R = 0.9993 s
12.00 0.51 11.92 0.08 70.00 . '
19.20 0.85 15.00 0.20 = 60,00 s
26.40 1.17 26.02 0.38 E 50.00 _..--"".
33.90 1.53 33.66 0.24 £ 2000 e
40.40 1.88 41.04 -0.64 € 2000 - Desviacién
a - estandar

47.70 2.20 48.00 -0.30 20.00 e Pendionte P .
55.00 2.54 55.21 -0.21 10.00 e Intercepto (10658 aeh
62.30 2.87 62.31 -0.01 000._-"'
69.60 3.20 69.37 0.23 050 0.0 050 1.00 150 2.00 2.50 3.00 350 4.00
75.30 3.48 75.39 -0.09 Voltaje (V)
81.90 3.77 81.63 0.27

.40 -

.20 * - . ®

L ]
1,00 L J
] L L 4 10 - 14
.20 .
L
.60
L ]
.80
Grdfica de residules
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Apéndice C. Calculos de la validacion de los métodos analiticos
(HPLC MS/MS y UV-Vis)

Linealidad
1-Tabla para la curva de calibracion (HPLC MS/MS)
STD STD 50 ppm
Pureza del estandar
mg/L Real (mg/L) Volcac(mL)  Volcaic (ul)  Volea (UL)  Creal (mg/fL)
Prednisona 0.98 mg/mg 1460 1430.8 0.874 873.6 874.0 50.02
L. Concentracion dela  Volumen de la alicuota de la
Pur;:::: la C;:Zj?:a;‘:]n VOM?TJ final solucion 1y 2 de solucion 1 y 2 de referencia
= - referencia (mg/L) (uL)
1 1.00 5.00 200.00
2 2.50 5.00 500.00
3 5.00 5.00 1000.00
4 7.50 50.00 150.00
5 10.00 1000.00 50.00 200.00
6 12.51 50.00 250.00
7 15.01 50.00 300.00
8 17.51 50.00 350.00
9 20.01 50.00 400.00

2-Calculos para el IC de los parametros de regresion lineal (HPLC MS/MS)

Se determind el intervalo de confianza para los pardmetros de la ecuacién lineal, tanto para la
pendiente como para la ordenada al origen, utilizando la ecuacién 2 (ver subtema 4.5.2). Para ello,
se aplicd una prueba de t-Student con un nivel de confianza del 95% y n-2 grados de libertad,
considerando dos colas en la distribucion y el valor critico en tablas con el valor a.
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Para la pendiente:
Dondet = 2.06,s = 122.7yn = 27,

Error asociado = 2.06q s,25) * % = 48.63 (dos colas)

Por lo tanto, el intervalo de confianza de la pendiente es 11450.75 + 48.6

Para la ordenada al origen:
Dondet = 2.06,s = 1461.2yn = 27,

. 1461.2
Error asociado = 2.06g ¢s,25) * 7 = 579.30 (dos colas)

Por lo tanto, el intervalo de confianza de la pendiente es 14198.29 + 579.30

3-Prueba t-Student sobre la pendiente de la curva de calibracion (HPLC MS/MS).
Mediante una prueba de hipdtesis, se buscd determinar si la pendiente de la recta de la curva de
calibracion era estadisticamente diferente de cero. Para ello, se realizé una prueba de t-Student,
comparando la pendiente con el valor de referencia que es una media de cero (u). El valor de t se
calculé utilizando la ecuacién 3 (ver subtema 4.5.2).

U

Hy:
Hl: >ll

XXl

Donde X = 11450.75 es la pendiente, y = 0,n =27 ys = 122.7

o (11450.75 — 0)v/27
o~ 122.7

Sin—2=25ya=0.05; t. = 1.7081 (una cola)

= 484.92

como t, > t. se rechaza H,

Por lo tanto, la diferencia entre las medias es estadisticamente significativa.
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4-Tabla para la curva de calibracion (UV-Vis)

STD S5TD 100 ppm

Pureza del estdndar
mg/L Real (mg/L) Volcaic (ML)  Voleaic (UL)  VOlreal (ML)  Creal (mg/fL)

Prednisona 0.98 mg/mg 1450 1421 1.759 1759.3 1760.0 100.04
Punto de la Concentracion Volumen final Conr:‘e’ntmcién de ‘a_' Volumen de la alicuota de la
solucion de referencia iy .
curva final (mg/L) {uL) (ma/L) solucion de referencia (ul)
1 0.50 25.00
2 1.00 50.00
3 5.00 250.00
4 10.00 500.00
5 15.01 5000.00 100.00 750.00
6 20.01 1000.00
7 25.01 1250.00
8 30.01 1500.00
9 35.01 1750.00

En la siguiente grafica se muestra los espectros de absorcién de las diluciones de prednisona
estandar Sigma-Aldrich del intervalo de trabajo de la curva de calibracién, donde se observé que
la longitud de onda maxima absorbida por la prednisona fue de 242 nm en la regién UV-Vis, lo cual
coincidio con la longitud de onda establecida en la “Guia de la USP sobre procedimientos para la
prueba de calibracion mecdnica y verificacion del rendimiento (aparato 1y aparato 2)” (USP, 2023),
asi como con el capitulo general 711 de la USP. Esto confirmo que las mediciones se realizaron bajo

los parametros oficiales.
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5- Cdlculos para el IC de los pardametros de regresion lineal (UV-Vis)

Se determind el intervalo de confianza para los pardmetros de la ecuacién lineal, tanto para la
pendiente como para la ordenada al origen, utilizando la ecuacion 2 (ver subtema 4.5.2). Para ello,
se aplicéd una prueba de t-Student con un nivel de confianza del 95% y n-2 grados de libertad,
considerando dos colas en la distribucidn.

Para la pendiente:
Donde t = 2.06,s = 0.0005 yn = 27,

) 0.0005
Error asociado = 2.06(g 5,25) *

= = 0.0002 (dos colas)

Por lo tanto, el intervalo de confianza de la pendiente es 0.0434 + 0.0002

Para la ordenada al origen:

Dondet = 2.06,s = 0.0113 yn = 27,
0.0113
= = 0.0045 (dos colas)

Por lo tanto, el intervalo de confianza de la pendiente es 0.0452 + 0.0045

Error asociado = 2.06(g 5,25) *
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6- Prueba t-Student sobre la pendiente de la curva de calibracion (UV-Vis)

Mediante una prueba de hipdtesis, se buscd determinar si la pendiente de la recta de la curva de
calibracion era estadisticamente diferente de cero. Para ello, se realizdé una prueba de t-Student,
comparando la pendiente con el valor de referencia (cero). El valor de t se calculd utilizando la
ecuacion 3 (ver subtema 4.5.2).

Hy:X=pu
H %

Xl
\%

1-

Donde x = 0.0434,u = 0,n =27 y s = 0.0005

o (0.0434 — 0)Vv27
o 0.0005

Sin—2=25ya=0.05; t. = 1.7081 (una cola)

= 451.026

como t, > t. se rechaza H,

Por lo tanto, la diferencia entre las medias es estadisticamente significativa.

Exactitud

7- Calculos para el IC de la pendiente para la exactitud (HPLC MS/MS)

Se determind el intervalo de confianza para la pendiente, utilizando la ecuacién 2 (ver subtema
4.5.2). Para ello, se aplicé una prueba de t-Student con un nivel de confianza del 95% y n-2 grados
de libertad, considerando dos colas en la distribucion.

Para la pendiente:
Dondet = 2.06,s = 0.0136 yn = 27,
0.0136

Error asociado = 2.06(q o5,25) * = 0.0054 (dos colas)

Por lo tanto, el intervalo de confianza de la pendiente es 1.0000 + 0.0054
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8- Prueba t-Student sobre la pendiente del parametro de exactitud (HPLC MS/MS)
Mediante una prueba de hipdtesis, se buscd determinar si la pendiente de la recta de la curva de
calibracion era estadisticamente diferente de cero. Para ello, se realizdé una prueba de t-Student,
comparando la pendiente con el valor de referencia (cero). El valor de t se calculd utilizando la
ecuacion 3 (ver subtema 4.5.2).
Hy:
Hy:

=pu
1

T
\%

Donde X = 1.0000,p=0,n=27ys =0.0136

o (1.0000 — 0)Vv27
o~ 0.0136

Sin—2=25ya=0.05; t. = 1.7081 (una cola)

= 382.0700

como ty > t. se rechaza H,

Por lo tanto, la diferencia entre las medias es estadisticamente significativa.

9- Calculos para el IC de la pendiente para la exactitud (UV-Vis)

Se determiné el intervalo de confianza para la pendiente, utilizando la ecuacién 2 (ver subtema
4.5.2). Para ello, se aplicd una prueba de t-Student con un nivel de confianza del 95% y n-2 grados
de libertad, considerando dos colas en la distribucion.

Para la pendiente:
Donde t = 2.06,s = 0.0228 yn = 27,

) 0.0228
Error asociado = 2.06(g 5,25) *

= 0.0090 (dos colas)

Por lo tanto, el primer intervalo de confianza de la pendiente es 1.0000 + 0.0090

10- Prueba t-Student sobre la pendiente del parametro de exactitud (UV-Vis)
Mediante una prueba de hipodtesis, se buscd determinar si la pendiente de la recta de la curva de
calibracion era estadisticamente diferente de cero. Para ello, se realizdé una prueba de t-Student,
comparando la pendiente con el valor de referencia (cero). El valor de t se calculd utilizando la
ecuacion 3 (ver subtema 4.5.2).
Hy:
Hy:

<l

=
> |
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Donde X = 1.0000,p=0,n =27y s =0.013
P (1.0000 — 0)v27
o~ 0.013

Sin—2=25ya=0.05; t. = 1.7081 (una cola)

= 399.7040

como t, > t. se rechaza H,
Por lo tanto, la diferencia entre las medias es estadisticamente significativa.
Precision
11- Cdlculos para el IC para la recuperacion (HPLC MS/MS)
Para determinar el intervalo de confianza para la recuperacién de cada nivel de concentracion, se
utilizo la ecuacidén 4 (ver subtema 4.5.2), junto con una prueba t-Student al 95% de confianza y con
n-1 grados de libertad (ecuacién 2, subtema 4.5.2). A continuacidn, se presentan los calculos

realizados para el primer nivel de concentracion, y el mismo procedimiento se repite para los
diferentes niveles de concentracion.

Donde C, = 0.9916,C, = 1.0004,s = 0.4310

% Recuperacion = (1)'32(1:; * 100 = 99.12
, 0.4310
Error asociado = 4.303( g5 2) * 5 = 1.0707 (dos colas)

Por lo tanto, el primer intervalo de confianza del porcentaje de recuperacidon es 99.12 + 1.07

Ademas, se calculé el porcentaje de la DER utilizando la ecuacion 5 (ver subtema 4.5.2) para cada
dia y para ambos dias en conjunto. A continuacién, se presenta el calculo realizado con los valores
obtenidos durante el primer dia, los cuales se repiten para el dia 2 y posteriormente para ambos
dias.

Donde s = 0.6470,X = 99.3812 es la media de todos los niveles del primer dia

0.6470

Por lo tanto, el %DER para el dia 1 es de 0.6510 %
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12- Cdlculos para el IC para la recuperacion (UV-Vis).

Para determinar el intervalo de confianza para la recuperacién de cada nivel de concentracidn, se
utilizé la ecuacion 4 (ver subtema 4.5.2), junto con una prueba t-Student al 95% de confianza y con
n-1 grados de libertad (ecuacién 2, subtema 4.5.2). A continuacidn, se presentan los calculos
realizados para el primer nivel de concentracidn, y el mismo procedimiento se repite para todos
los niveles de concentracion evaluados.

Donde C, = 0.5006,C, = 0.5001,s = 0.8573

., 0.5006
% Recuperacion =

0.5001

* 100 = 100.10

0.8573

5 - 2.13 (dos colas)

Error asociado = 4.303 (0.05,2) *

Por lo tanto, el intervalo de confianza del porcentaje de recuperacién es 100.10 + 2.13

Ademas, se calculé el porcentaje de la DER utilizando la ecuacion 5 (ver subtema 4.5.2) para cada
dia y para ambos dias en conjunto. A continuacidn, se presentan los calculos realizados con los
valores obtenidos durante el primer dia, los cuales se repiten para el dia 2 y posteriormente para
ambos dias.

Donde s = 1.9579,x = 99.8933,

1.9579

Por lo tanto, el porcentaje de DER para el dia 1 es de 1.96 %.

13-Calculos de la diferencia absoluta de compatibilidad del filtro.

Para la evaluacion de la compatibilidad del filtro se utilizé la ecuacién 6 (ver subtema 4.5.3), con el
fin de determinar el porcentaje de adherencia del filtro. A continuacién, se presenta un ejemplo
para una muestra con una concentracion de 1 mg/L, preparada y medida mediante HPLC MS/MS.
Se utilizé el mismo procedimiento para todos los niveles de concentracién

Donde Cgr = 0.9941, Copp = 0.9915

0.9941 — 0.9915

% Adherencia del filtro = 09941 * 100 = 0.26
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