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El objetivo principal de este estudio consiste &nnliestigacion y desarrollo de la
formulacion de un nuevo medicamento semisoélido aoetato de hidrocortisona en
forma farmacéutica de enema rectal. Esta nuevaulamdn, novedosa e innovadora,
pretende cubrir un vacio terapéutico en el tratatniele la Enfermedad inflamatoria
intestinal, en concreto la colitis ulcerosa.

Para ello es necesario tener en cuenta las eg@etifinies indicadas en la modificacion
de la Ley del Medicamento (1) y posteriores cinmgadel Ministerio de Sanidad y
Consumo, donde se establecen los requisitos tésartitarios que deben cumplir estos
medicamentos para garantizar su calidad, segurigaédficacia, asi como las
Recomendaciones internacionales “Note for Guidamc®harmaceutical development
(ICH Q8)” (2), en donde se establecen asimismdéses para completar el apartado
3.2.P.2. del desarrollo farmacéutico del documeto registro segun el formato

“Common Technical Document” (CTD).

Para la consecucion de este objetivo general, ef, dgara obtener un nuevo
medicamento en forma semisolida con acetato dedodisona, hace falta realizar una
investigacion galénica que haga del mismo un agtémbedicamento seguro, eficaz,
estable y de calidad. En este caso, es necesaepda cuenta el concepto mas amplio
de la galénica, que comprende una parte tecnoldgice parte de estabilidad que no
pueden separarse, ya que la primera condicionaedansga: la investigacion para
encontrar la formulacién en la forma farmacéutieanisélida mas adecuada, qué
excipientes hace falta utilizar, qué tecnologidadegicacion puede usarse, dara lugar a
un medicamento con unas caracteristicas de edtabitidecuadas que condicionara su
calidad. La importancia de alcanzar una formulacamrecta que vehiculice la
sustancia medicamentosa para hacer posible su iathation en una dosis determinada
y por la via de administracion deseada, que encastees la via rectal, consiguiendo la
Optima estabilidad, se muestra trascendente eguieaimedicamento.

En el desarrollo de la investigacion planteada fsodtencion del nuevo medicamento,
es necesaria la consecucion de una serie de aggtarciales sin los cuales no seria

posible dicha obtencion del nuevo medicamento.s=sbgetivos son los siguientes:

* Investigacion de las caracteristicas quimicas;a$sy tecnolégicas de la materia

prima motivo de estudio (hidrocortisona), con elde establecer su calidad y su
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cumplimiento con los criterios de aceptacion, tad#® Farmacopea como
propios, que aseguren la obtencién de un medicandmtcalidad, seguro y

eficaz.

Disefio de una formulacion robusta y adecuada ecocdancia con el principio

activo y su forma farmaceéutica, lo que implicadalizacion del correspondiente
estudio de preformulacién en donde se incluyavastigacion experimental de
la compatibilidad de excipientes con el principobiao.

Establecimiento de la técnica de elaboracion mé&sustla, lo que implica
establecer las condiciones idoneas de elaboraclanvalidacion de la técnica
establecida. Ello implica también el correspondiezgtudio de transposicion a
escala industrial, con el fin de obtener lotes stdales que den lugar a unidades
de dosificacion que cumplan con las especificac@stablecidas en el disefio y

desarrollo de la formulacion.

Investigacion y desarrollo de una nueva metodicalittca indicativa de la

estabilidad, adaptada a la nueva formulacion, coomirol de calidad y para los
estudios de estabilidad del nuevo medicamentotd?do, uno de los objetivos
en este trabajo es también el desarrollo de metdicaliticas propias junto con
el estudio de validacion correspondiente, metodipas trataran de ser lo mas

sencillas posibles para aplicar posteriormentd &algajo de rutina.

Dado que uno de los objetivos de la tesis es @rdd® de un medicamento
estable, es necesario realizar la correspondientstigacion de la estabilidad
de la formula definitiva, tanto en condiciones #mtas como a tiempo real,
siguiendo los criterios establecidos en la norntd. I&si se podra garantizar que
el medicamento desarrollado mantiene las carattaxgsde eficacia y seguridad

durante su periodo de validez.
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CAPITULO 1: ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINAL
(EID Y TRATAMIENTO

1.1- INTRODUCCION

La enfermedad inflamatoria intestinal (Ell), queluye la enfermedad de Crohn y la
colitis ulcerosa (CU), es un trastorno recidivagteemitente caracterizado por la

inflamacion cronica en diversos sitios en el tragéstrointestinal, 1o que resulta en
diarrea y dolor abdominal. La inflamacion resuléautha respuesta inmune mediada por
células en la mucosa Gl. La etiologia exacta esothegida, pero la evidencia sugiere
que la flora intestinal normal desencadena unaci@aénmune anormal en pacientes
con una predisposicion genética multifactorial (tez con barreras epiteliales

anormales y las defensas inmunitarias de las msicoda se han identificado causas
ambientales, de la dieta o infecciosas como caesasth enfermedad. La reaccion
inmune implica la liberacion de mediadores inflamniats, incluyendo citocinas,

interleucinas, y TNF.

Aunque la enfermedad de Crohn y la CU son similasespueden distinguir en la
mayoria de los casos. En el Cuadro 1.1. se muelstsaparacteristicas diferenciales

entre los dos tipos de enfermedad (3).

Alrededor del 10% de los casos de colitis ulcemesaonsideran indeterminados. El
término colitis se aplica sdlo a la enfermedadaimthtoria del colon (por ejemplo,
ulcerosa, granulomatosa, isquémica, inducida patiacgn, infecciosa). Colitis

espastica (mucosa) es un término equivocado quecasvse aplica a un trastorno

funcional, denominado sindrome del intestino ibliéa
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Diferencias entre la enfermedad del Crohn y la cdis ulcerosas

Enfermedad de Crohn Colitis ulcerosa

Clinicas El sangrado rectal abundante ¢4 sangrado rectal abundante
raro que ocurra siempre esta presente.

Las lesiones perianales s/ Las lesiones perianales

significativas en el 25-35% de Ic¢ significativas nunca ocurren.

casos.

Endoscopicasy Es comun que aparezcan fistulddo suelen aparecer fistulas.

radiologicas y desarrollo de abscesos.

as
S5}

La enfermedad suele atacar La enfermedad suele atacar
parte derecha del colon. parte izquierda del colon.

El Intestino Delgado es elLa enfermedad suele aparecer

afectado en el 80% de los casos en el intestino grueso (colon).

Histopatologicas En la radiografia, la pare La pared intestinal se ve
intestinal se ve afectad afectada simétricamente y de
asimétrica y segmentariamente. forma ininterrumpida desde gl

recto proximal.

La inflamacion es microscopica ya inflamacion es confinada |a
las fisuras se extienden mas alla mucosa excepto en casos

de la mucosa. severos.

En la pared del intestino y de It No se producen granulomas
ganglios linfaticos se detect: epiteloides tipicos.
granulomas epiteloides en el 2

50% de los casos.

Cuadro 1.1.: Caracteristicas diferenciales entreEntermedad de Crohn y la Colitis

Ulcerosa

1.2- EPIDEMIOLOGIA

La EIll afecta a personas de todas las edadesppelo general comienza antes de los
30 afios, con una incidencia maxima de los 14 &24osafios. La Ell puede tener un
segundo pico mas pequeiio entre las edades de®Gin &mbargo, este pico posterior

puede incluir algunos casos de colitis isquémica.
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Ambos sexos se ven igualmente afectados. Los taeslide primer grado de pacientes
con EIll tienen de 4 a 20 veces mayor riesgo der tBhle La tendencia familiar es
mucho mas alta en la enfermedad de Crohn que e@Goldis ulcerosa. Se han
identificado varias mutaciones en los genes quefiezen un mayor riesgo de
enfermedad de Crohn (y algunos posiblemente reladms con la CU). El tabaquismo
parece contribuir al desarrollo o exacerbacion aeehfermedad de Crohn, pero
disminuye el riesgo de CU. La Apendicectomia quesisgle realizar para tratar una
apendicitis también parece disminuir el riesgo d& Cos AINE pueden exacerbar la
Ell. Los anticonceptivos orales pueden aumentatesgo de enfermedad de Crohn.
Algunos datos sugieren que la enfermedad perinat uso de antibidticos en la
infancia pueden estar asociados con un mayor rigsdgl.

1.3.- DIAGNOSTICO

Los pasos a seguir para diagnosticar la enfermddpdnderan de la valoracion que
realice el médico familiar, de los sintomas que@asulten, de los hallazgos que se
observen en la exploracion fisica, asi como derdssltados que se obtengan de los
analisis de sangre y de las heces.

En los andlisis de sangre se puede encontrar aneleigacion de la velocidad de
sedimentacion y de la Proteina C reactiva. La eiéwade estos dos Ultimos parametros
se produce cuando la enfermedad esta en un braietidielad.

La prueba mas importante, porque suele proporciehaiagndstico definitivo de la
enfermedad, es la colonoscopia. Permite obsersgrdeedes del intestino y se pueden
obtener las muestras necesarias (biopsias) queaizasan para tener la confirmacion
del diagnéstico. Esta prueba también es muy imptat&n el seguimiento de la

enfermedad porque puede detectar las posibleméssaancerigenas.

1.4- MANIFESTACIONES EXTRAINTESTINALES

La enfermedad de Crohn y la CU pueden afectaras @girganos ademas del intestino.

La mayoria de las manifestaciones extraintestired@smas comunes en la CU que en
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la enfermedad de Crohn limitada al intestino daigadas manifestaciones

extraintestinales se clasifican en 3 formas:

1. Trastornos que generalmente aumentan y dismincye los brotes de la Ell:
Estos trastornos son la artritis periférica, epezgics, estomatitis aftosa, eritema
nodoso y pioderma gangrenoso. La artritis tiendevalucrar las articulaciones
grandes y ser migratorias y transitorias. Uno o d&gstos trastornos paralelo

se desarrolla en mas de un tercio de los pacibotgstalizados con Ell.

2. Los trastornos que estan claramente asociadasefl, pero aparecen de
forma independiente de la actividad de la Ell: eslldis anquilosante,
sacroileitis, uveitis y colangitis esclerosantenaria. La enfermedad hepatica
(por ejemplo, higado graso, hepatitis autoinmurezjcplangitis, cirrosis) se
produce de 3 a 5% de los pacientes, a pesar denalades menores en las
pruebas de funcién del higado son mas comunesnadgde estas afecciones
(por ejemplo, la colangitis esclerosante primapag¢den preceder a la Ell por
muchos afios y, cuando se diagnostica, se debafizareuna evaluacion de la
Ell.

3. Los trastornos que son consecuencia de ladgimlintestinal alterado: Estos
trastornos se producen principalmente en la enfdgmchele Crohn grave del
intestino delgado. La malabsorcion puede ser coeseta de una amplia
reseccion ileal y causar deficiencias de vitamswables en grasa, la vitamina
B12, o minerales, dando lugar a anemia, hipocakerhipomagnesemia,
trastornos de coagulacion, y la desmineralizacig@a0En los nifios, la mala

absorcion retrasa el crecimiento y desarrollo.

La enfermedad tromboembdlica puede ocurrir comoesnltado de mdltiples factores

en las tres categorias.

1.5- TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD INFLAMATORIA INTESTINA L

Ademas de la atencion y apoyo que las EIll requjet@mbién hay varios tipos de

medicamentos que son utiles para dicha enfermedad:
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-Agentes antiinflamatorios: Acido 5 — aminosaliili
-Corticosteroides

-Medicamentos inmunomoduladores
-Medicamentos anticitoquina

-Antibioticos y probioticos

1.5.1.- Agentes antiinflamatorios: Acido 5 - aminaaicilico (5 - ASA, mesalacina)

El 4cido-5-aminosalicilico es activo sélo intralmaimente y se absorbe rapidamente
por el intestino delgado proximal. Es por ello gleébe formularlse para la absorcion

retardada cuando se administra por via oral.

Entre los medicamentos que contienen este medi¢arserencuentra el Asacol, 5-ASA

recubierto con un polimero acrilico que provoca glanedicamento se libere en

funcidén del pH. En concreto el principio activo, este caso, no se libera hasta la
entrada en el ileon distal y el colon (dosis tigiea800 a 1200 mg por via oral tres
veces al dia). Pentasa (1 g cuatro veces al d&} ASA encapsulada en microgranulos
de etilcelulosa que liberan 35% del medicamentel @mestino delgado.

5 -ASA también esta disponible en supositorios (6A®MO0 mg al acostarse) o enema
(4 g al acostarse) para indicacion de proctitisayehfermedad de colon del lado
izquierdo. Estas preparaciones rectales son eficpaea el tratamiento agudo y de
mantenimiento a largo plazo en la proctitis y lé&eemedad de colon del lado izquierdo

y tienen beneficio adicional en combinaciéon con&Aloral (4).

Se ha evaluado la eficacia y tolerancia de suposstale mesalacina versus enemas de
hidrocortisona en el tratamiento de la proctitisnb®s son igual de bien tolerados a
pesar de que los supositorios de mesalacina somrf@eétsvos en seguin qué parametros

gue el enema de hidrocortisona (5).

Se han desarrollado nuevos medicamentos derivasltasdb-ASAs igual de efectivos
pero con menos efectos adversos. Entre ellos dagrolsalazine, balsalizide y

sulfasalacina.
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1.5.2.- Corticoesteroides

Los corticosteroides son Utiles para los broteslagale la mayoria de las formas de Ell
cuando los compuestos 5 -ASA son inadecuados, gapgoducen una supresion
importante de la inflamacion y un rapido alivio s sintomas. Sin embargo, los

corticosteroides no son apropiados para el mantenim(6).

Los efectos adversos de los corticosteroides @ qaezo en dosis altas incluyen

hiperglucemia, hipertension, insomnio, hiperactdd episodios psicoticos agudos.

Hidrocortisona 300 mg/dia o metilprednisolona @Dang/dia por goteo continuo (0 en
dosis divididas, por ejemplo, 30 a 40 mg) se wilgara la enfermedad severa;
prednisona o prednisolona 40 a 60 mg una vez/dpaisge utilizar para la enfermedad

moderada.

La hidrocortisona en su aplicacion rectal se alespeycialmente (menos del 50%), por
lo tanto tiene efecto topico y en baja magnitudésisco. Cuando se administra por
aplicacion topica, particularmente con vendaje ietuo cuando la piel esté lesionada,
se puede absorber lo suficiente como para prodtaitos sistémicos (7).

Los enemas o espumas de hidrocortisona estan duodiccomo terapia adjunta en el
tratamiento de colitis ulcerosa, especialmenteaefotma distal incluyendo proctitis

ulcerosa y proctosigmoiditis ulcerosa (8). Se habado también en algunos casos
asociados a colon transversal y ascendente; emetonan enema, 100 mg en 60 ml de
solucion isotonica se administra una vez/dia. Ehendebe retenerse en el intestino el
mayor tiempo posible; para prolongar la retencidexiender la distribucion se suele
administrar por la noche, con el paciente acoséadel lado izquierdo con las caderas

elevadas (9).
La budesonida es un corticosteroide con un metaholide primer paso hepatico alto

(> 90%), por lo que, la administracién oral puedeet un efecto significativo en la
enfermedad del tracto GI.
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La budesonida via oral tiene menos efectos advepseda prednisolona pero no es tan
eficaz y se utiliza tipicamente para la enfermeatathos grave (10). Es por ello que,
habitualmente, para el tratamiento de las proatesigitis ulcerosas se administra
budesonida via rectal con similar eficacia y setadique la hidrocortisona en via rectal
(11). La budesonida puede ser eficaz en el manteninde la remision durante 3 a 6

meses (12).
Los corticoides por via tépica tienen menos probkerde efectos adversos que los
corticoides sistémicos y la eficacia de los mismos via topica es parecida a los

derivados de 5-ASA por via topica rectal (13).

1.5.3.- Medicamentos inmunomoduladores

La Azatioprina y la 6-mercaptopurina inhiben ladigm de las células T. Son eficaces a
largo plazo y pueden disminuir los requisitos deicosteroides y mantener la remision
durante afios. Estos medicamentos a menudo requlerdna 3 meses para producir
beneficios clinicos, por lo que los corticoidessegpueden retirar por lo menos hasta el

segundo mes.

El metotrexato 15 a 25 mg por via oral es benef@ipara muchos pacientes con

enfermedad de Crohn refractaria a corticoides tioosteroides dependiente.
La ciclosporina bloguea la activacién de los liitiog y puede beneficiar a los pacientes
con CU grave que no responde a los corticosterojdgse de lo contrario puede

requerir colectomia.

1.5.4.- Medicamentos anticitoguina

Infliximab, Certolizumab y adalimumab, contienertieuerpos del Factor de necrosis

tumoral (TNF). Estos agentes son utiles en |la erddad de Crohn.

Varios anticuerpos anti - interleuquina y las ilequinas pueden disminuir la

respuesta inflamatoria y se estan estudiando pamaférmedad de Crohn.
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Anticuerpos de moléculas de adhesion leucocitammaocNatalizumab, vedolizumab, y
tofacitinib se estan evaluando como agentes dendaglinea para los casos mas
refractarios de la enfermedad de Crohn.

Varios pacientes han muerto de sepsis después dsosanti- TNF, por lo que estos
medicamentos estan contraindicados cuando la idfedsacteriana controlada esta

presente.

1.5.5.- Antibioticos v probioticos

Los antibidticos pueden ser Utiles en la enfermat#ga@rohn, pero son de uso limitado
en la CU.

Metronidazole 500 a 750 mg por via oral tres vedela durante 4 a 8 semanas puede
controlar la enfermedad de Crohn leve y ayudar rarcfistulas. Sin embargo, los
efectos adversos (particularmente neurotoxicidadgaudo se oponen a la finalizacion

del tratamiento (14).

Ciprofloxacino 500 a 750 mg puede ser menos toxWachos expertos recomiendan

metronidazole y ciprofloxacino en combinacion (15)

Varios microorganismos no patdgenos (por ejemp@scherichia colicomensal y
especies delactobacillus y Saccharomyc@s administrados diariamente como
probioticos pueden ser eficaces en la prevencidia geuchitis (inflamacién aguda de

la bolsa construida quirargicamente para reemplalzacto extraido en casos de CU).

El principio para la terapia incluye induccién y mtenimiento de la remision,
prevencion de las complicaciones y optimizacibnndeimento de la cirugia; la terapia
de esta entidad es secuencial, es decir la tedepi@antenimiento esta determinada por

la terapia de induccion (15).

En la siguiente figura (figura 1.1.), se muestraesquema piramidal del tratamiento

propuesto para la colitis ulcerativa de acuerdo severidad:
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Cirugia
Severa
Farmacos

Inmunomoduladores:
cicloesporina

Moderada 7 Corticoesteroides

A sistemicos

Corticoesteroides orales

Leve Agentes antiinflamatorios:
Acido 5 — aminosalicilico

Figura 1.1.: Esquema piramidal del tratamiento pespo para la colitis ulcerativa de

acuerdo con su severidad (15).

La piramide terapéutica propuesta para la enferchelda Crohn de acuerdo con su

severidad, es la indicada en la figura 1.2.:
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Cirugia

Severa

Medicamentos
anticitoquina: infliximab

Farmacos

Moderada — Inmunomoduladores

Medicamentos
Corticoesteroides

Agentes antiinflamatorios:
Leve Acido 5 — aminosalicilico
/
antibioticos

Figura 1.2.: Esquema piramidal del tratamiento pespo para la Enfermedad de Crohn

de acuerdo con su severidad (15).

La accion de mayor transcendencia y la que mayanitente genera su amplia
utilizacion es la accion antiinflamatoria. La actidantiinflamatoria de los

glucocorticoides es evidente a nivedcroscopico,disminuyendo rapidamente el rubor
local, el calor, el dolor y la tumefaccion, signokisicos fundamentales de la
inflamacién. Son también evidentes a nivalicroscépicq disminuyendo la

acumulacion de liquidos en el area inflamada (eflemladeposito de fibrina, la
dilatacion capilar, la migracion de leucocitos raainflamada y la actividad fagocitica.
Los glucocorticoides actian siempre sobre el efedalecir, la inflamacion y no sobre

los agentes etioldgicos. De ahi que su accion @gtipa o supresora, y no curativa.
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CAPITULO 2: TRATAMIENTO CON_ CORTICOESTEROIDES:
HIDROCORTISONA

2.1- INTRODUCCION (16, 17)

La hidrocortisona o cortisol es el principal gluocdoide segregado por la corteza
suprarrenal humana, en concreto en la zona faadiawy el esteroide mas abundante en
la sangre periférica. El precursor en la sintesitachidrocortisona es el colesterol, que
en su mayor parte, proviene de las lipoproteindsptissma, si bien también es

sintetizado a partir de radicales acetato.

La hidrocortisona posee basicamente 21 atomosrberearepartidos a lo largo de un
nucleo central, el ciclopentanoperhidrofenantréoionado por 3 anillos de hexano y un
cuarto de pentano. Posee un doble enlace entsieign 4 y 5, un grupo cetonico en
la posicibn 3 y un grupo hidroxilo en la posicior?, lesencial para el efecto

antiinflamatorio (figura 2.1.).

O

Figura 2.1.: Estructura quimica de la hidrocortgson

La hidrocortisona, y en general los corticoidegnén dos acciones: una accion
glucocorticoide y una accion mineralocorticoide slefectos de dichas acciones son
opuestos y es comun la re sintesis de las molépalasincrementar o reducir uno de

los dos efectos.
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En la busqueda de una mayor accion glucocorticoydereduccion de la

mineralcorticoide, se desarrollé una primera gesiénade glucocorticoides sintéticos
(prednisona y prednisolona) al introducir un dobhdace entre las posiciones 1 y 2.
Posteriormente, mediante la adicion de grupos dldas a la molécula se sintetizaron
compuestos como la dexametasona y la betametasonaina potencia de accion
considerablemente superior a los anteriores, pambiEn con mayores efectos
secundarios. Buscando la reduccion de estos Ultiseosintetizaron los derivados
oxazolinicos, que ejercerian menores efectos ssbretabolismo hidrocarbonado y el

metabolismo del calcio, y cuyo principal represetdas el deflazacort (figura. 2.2.).
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Figura 2.2.: Figuras correspondientes a las difesemoléculas que se obtienen a partir

del anillo basico de los esteroides (17).

33



De todos ellos, la hidrocortisona es la que ha d#rado una accion terapéutica mas
adecuada para el tratamiento de las patologidabies del colon, por lo que es el
medicamento del cual se pretende desarrollar umonmedicamento para al tratamiento

del sindrome del colon irritable.

Existen varias sales de la hidrocortisona: aceto hidrocortisona, butirato de
hidrocortisona, valerato de hidrocortisona, henuswato de hidrocortisona (sodio
hidrogenofosfato de hidrocortisona), fosfato sodleohidrocortisona, succinato sodico
de hidrocortisona, propionato de hidrocortisonagpaoato de hidrocortisona,
glicirricinato de hidrocortisona, alcoholaturo delrbcortisona. Todas estas sales son
insolubles o practicamente insolubles en agua, @epexon de fosfato sédico de
hidrocortisona y succinato sodico de hidrocortisgu@ son totalmente solubles en

agua.

La mayoria de medicamentos formulados que actuanmsenencuentran en el mercado,
contiene hidrocortisona base o acetato de hidrigood como principio activo. Debido

a ello, este trabajo se centra en el estudio dedagentes sales de hidrocortisona:

-acetato de hidrocortisona

-hidrocortisona base

La sintesis comercial mas interesante de la hidiisooa es la siguiente: oxidacion de
170, 21-dihidroxipregn-4-en-3, 20-diona, que se olgiefdcilmente a partir de

diosgenina. El diacetato de este compuesto se samlet hidroxilacion en la posicion
118 mediante microorganismos de diferentes especieRhdeopus Aspergillus o

StreptomycedPor saponificacion posterior se obtiene la hidrisona.
En el siguiente diagrama de flujo (figura 2.3.),a®servan los pasos a seguir en el

proceso de sintesis para la obtencion final de ¢déenla de hidrocortisona segun

informacion recibida del proveedor de la molécafd)
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- OXENOL
Starting material

fMr 346.5

l l (fodine) -

Intermediate t
{not isolated)

«CH,COOH (Acetic Acid)

« Precipitation with water  (H;0)

) Infermediate {
CH,OCOCH, HYOROCORTISONE ACETATE

Mc 404.5

+KOH (Polassium,f{ydroxide)

s

- Finat purification : methano! / watec mixture  { CHOHHM,O)

HYDROCORTISONE ]
T

Mr362.5

Figura 2.3. Esquema representativo del procesdndesis de la hidrocortisona base.
En el siguiente diagrama de flujo (figura 2.4.),adEservan los pasos a seguir en el

proceso de sintesis para la obtencion final dedkécula de acetato de hidrocortisona

segun informacién recibida del proveedor de la owd&(19).
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OXENOL
Starting material

Mr 346.5

STEP 1 b
. Dichloromethane

intermediate |
(not isolated)

- CH,COOH

STEP 2

HYDROCORTISONE ACE‘TATE]

fVir 404.5

Figura 2.4. Esquema representativo del procesintiesss del acetato de hidrocortisona

2.2.- CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS (16, 17)

La secrecion de la hidrocortisona en el cuerpo memdepende de la hormona
adrenocorticotropa (ACTH), segregada por la adgdisis, que a su vez, esta
modulada en su secrecion por una hormona hipotedanta hormona liberadora de
corticotropina (CRF o CRH), sensible a estimulasroendocrinos como el estrés y el
ritmo vigilia-suefio. La ACTH actia sobre la cortezaprarrenal favoreciendo la

captacion de colesterol y estimulando los sistem@asmaticos mitocondriales y
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microsomales para convertir el colesterol en hiofigona (cortisol), que

posteriormente sera liberado a la sangre.

Existe también un mecanismo de retroalimentaciégatiea, mediante el cual la
secrecion de ACTH y de CRF disminuye a medida gqueeata la concentracion de
hidrocortisona en plasma. Por otra parte, la s&grede hidrocortisona y de ACTH
adopta un ritmo circadiano. El nivel mas bajo deresmdon de hidrocortisona se
encuentra alrededor de la media noche, mientraswuésel mas alto aparece hacia las

8 de la mafana, encontrandose niveles inverso<d¢lA CRF a esas mismas horas.
La hidrocortisona es un esteroide con doble funniétabdlica:
-accion glucocorticoide: metabolismo de hidratosa®ono, proteinas y grasas
-accion mineralocorticoide: homeostasis del agles electrolitos

Su empleo en clinica se debe fundamentalmenteetioedntiinflamatorio.

2.2.1. Accion glucocorticoide:

a) Metabolismo de los hidratos de carbono:

La administracion de hidrocortisona, estimula lacgheogénesis, la glucogénesis, y
eleva la glucosa y el piruvato sanguineos (accidperplucemiante de los
glucocorticoides). El incremento de la gluconeogénecurre a partir de las proteinas
principalmente. Debido al efecto antianabdlico dehidrocortisona, aumentan los
aminoacidos plasmaticos, siendo desviados desddejms, sobre todo musculo
estriado, al higado donde son, en gran proportiansformados en glucosa. También
puede ocurrir aumento del glucégeno hepatico ymeaor utilizacion periférica de la

glucosa.

b) Metabolismo protéico

La hidrocortisona disminuye la utilizacién de loaiaoacidos para la sintesis proteica
(efecto antianabdlico) aumentando la desaminaciéonyersion de los aminoacidos en

glucosa (gluconeogénesis). También aumenta la@gararinaria del nitrégeno.

37



En el higado, inducen la sintesis de las enzimasmjervienen en la gluconeogénesis y
en el metabolismo proteico. La movilizacién de araridos desde tejidos periféricos
hacia el higado, accién catabdlica, puede prodifetos patolégicos indeseables, que
deben evaluarse. Este seria el origen de la ostpoque pueden provocar los
glucocorticoides, por reduccion de la matriz éseatgica y pérdida consecutiva de
calcio. El mismo mecanismo, movilizacion periférd®aminoacidos, puede originar el
tipico adelgazamiento de la piel, la disminucion ldemasa muscular (miopatia
corticoidea), la atrofia linfoidea y el balance atgp de nitrogeno.

Por lo tanto, los glucocorticoides estimulan lacglygénesis hepatica, inhiben la sintesis
periférica de proteinas y estimulan la sintesiprdéeinas y enzimas en el higado como
la glucosa 6 fosfatasa, fructuosa 6 difosfatasesfoenolpiruvato-carboxiquinasa.

c) Metabolismo lipidico

La oxidacion, sintesis, movilizacién y depdésito ldegrasa, esta influenciada por la
hidrocortisona. La administracion cronica de lardortisona produce un sindrome de
hiperfuncion suprarrenal o de Cushing, que se texiaa por alteraciones en la
distribucion de los lipidos, que se depositan stbion cérvico dorsal de la columna
(jiba de bufalo), en la fosa supraclavicular, i@mejilla (cara de luna llena), también

en higado y en tronco; por otro lado disminuyeasreixtremidades.

2.2.2. Accidon mineralocorticoide.

Las hormonas corticoadrenales, tienen gran infiaeeo el mantenimiento de un
normal metabolismo de agua y electrolitos, sieradaltiosterona el agente hormonal
mas potente en tal sentido. Los glucocorticoidgse@almente la hidrocortisona,
producen retencién de sodio y agua, y promuevereeXm de potasio e hidrogeno. El
aumento de la reabsorcion de sodio se debe a gitmaenal directa, como en el caso
de la aldosterona que produce un aumento de lasgme enzimas ribosomales que

intervienen en la reabsorcion tubular de sodio.

Los glucocorticoides, disminuyen también la absorcde calcio en la mucosa

intestinal, ya que antagonizan a la vitamina D, emtando su excrecion renal. El
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balance negativo de calcio que puede asi proveceefeja en la utilidad terapéutica

gue pueden tener los glucocorticoides en las hapemias.

2.3- CARACTERISTICAS FARMACOCINETICAS (17, 20)

2.3.1.- Absorcion

Los corticoesteroides en general se absorben répita a través del tracto

gastrointestinal. También se absorben bien cuam@olministran localmente.

Después de su uso via local, particularmente culangiel no es continua o cuando se
administra rectalmente en forma de enema, unademhsuficiente de corticoesteroide
podria absorberse provocando efectos sistémicet t&mbién puede ocurrir con otro
tipo de rutas locales como la via inhalatoria.

Las formas de corticoesteroides solubles en agekersiadministrarse via inyeccion
intravenosa para proporcionar una rapida respuddiectos mas prolongados se
consiguen utilizando formas de corticoesteroideéfilas mediante administracion via

inyeccion intramuscular.

2.3.2.- Distribucion

Mas del 90% de la hidrocortisona esta unida a praseplasmaticas.

La hidrocortisona atraviesa rapidamente la placenta

2.3.3. Metabolismo

La hidrocortisona se metaboliza en el higado y eohwos tejidos del cuerpo humano en

metabolitos de degradacion como la tetrahidroamrtisy el tetrahidrocortisol.

2.3.4. Excrecion

Los metabolitos de degradacidon se excretan enra,grincipalmente conjugados con

glucorénidos y con una proporcién muy pequefia debortisona inalterada.
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2.4- USO TERAPEUTICO, VIAS DE ADMINISTRACION Y DOSIS (20 -23)

La hidrocortisona es un corticoesteroide con ataigiglucocorticoide y con actividad
mineralocorticoide. Como cortisol, es el esteroglacocorticoide mas importante

secretado por la corteza adrenal.

La hidrocortisona se utiliza habitualmente comopotente mineralocorticoide, como
terapia sustitutoria en insuficiencia adrenocokticdambién se podria usar
aprovechando sus propiedades glucocorticoidesipa@iEaciones en las que esta terapia
es necesaria, aunque se prefiere utilizar medicammermon menores efectos

mineralocorticoides.

La dosis se puede expresar en términos de moléoate”. 112 mg de Acetato de
hidrocortisona 0 128 mg de Hemisuccinato (hidrogamxinato) de hidrocortisona, son

equivalentes a 100 mg de hidrocortisona base.

De todas formas, las esterificaciones generalmadtdean la potencia de las moléculas,
y por lo tanto, compuestos con cantidades equitedesie contenido de hidrocortisona,

podrian no tener un efecto clinico equivalente.

En administracionesia oral, normalmente se utiliza hidrocortisona liposoluldemo
el Cipionato ester de hidrocortisona.

En indicaciones deerapia de sustitucion en insuficiencia adrenocortical aguda o
cronica, los requerimientos normales son admimista 20 a 30 mg al dia

(normalmente administrados en dos dosis, la masdgragor la mafiana y la mas
pequefa por la tarde, para imitar el ritmo circadidel cuerpo). Los niflos deben tomar
de 400 a 800 microgramos/kg al dia en dos o tres dbvididas. Es posible que se
necesite adicionar cloruro sodico si hay una semmedefectuosa de aldosterona. La
actividad mineralocorticoide se suplementa normatme@or acetato de fludrocortisona
via oral. Se han usado regimenes similares paragiota deficiencia glucocorticoide

de la hiperplasia adrenal congénita.
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La hidrocortisona también se puede administfarintravenosa a través de inyeccion
lenta o trasfusion, con derivados hidrosolubles@snccinato sédico de hidrocortisona
o fosfato sédico de hidrocortisona, cuando se Iitecas efecto rapido eemergencias
Estas condiciones de emergencia son por ejemplidigrecia aguda adrenocortical
causada por crisis Addisoniana o crisis post adkettania, por retirada abrupta de la
terapia en pacientes tratados con corticoesteraidpesr la inhabilidad de las glandulas
adrenales para poder hacer frente al estrés autoerta pacientes con emergencias
alérgicas como anafilaxis o asma aguda severa gksHa dosis habitual es la
equivalente entre 100 y 500 mg de hidrocortisomeetida 3 60 4 veces en 24 horas,
segun las condiciones de severidad asi como laigstp del paciente. A los nifios
menores de un afio de edad se les debe adminiStrag2a los nifios entre 1 y 5 afos,
se les debe administrar 50 mg y a los nifios eryrébanos se les debe administrar 100

mg.

Se debe administrar fluidos y electrolitos si seecnecesario para corregir cualquier

desorden metabdlico asociado.

Cualquiera de las dosis especificadas puede tanaoigmnistrarse via intramuscular,

pero la respuesta parece ser menos rapida qusdavabla via intravenosa.

Los corticoesteroides son considerados terapiandada en los shocks anafilacticos
debido a su relativamente lento comienzo de acei@esar de que la hidrocortisona via
intravenosa puede ser Util asociada con adrenatina prevencion de futuros deterioros

en pacientes afectados severamente.

En pacientes con estados de deficiencia adrenal,telapia suplementaria
corticoesteroide puede ser necesaria durante opeescquirirgicas. Succinato sodico
de hidrocortisona o fosfato sodico de hidrocortssggueden ser administrados via
intramuscular o via intravenosa antes de la inteé& quirdrgica. Se han propuesto
varias pautas de administracion. En pacientesauart mas de 10 mg de prednisolona
via oral, o su equivalente diario, el formulariotdico nacional, recomienda el

siguiente régimen:
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Intervencidn quirdrgica menor con anestesia genkxradosis de corticoesteroide oral

habitual la misma mafiana de la intervencién, o 8ea250 mg de hidrocortisona
(generalmente como succinato sodico) via intraveerios dosis de corticoesteroide oral

habitual se reanuda después de la intervencion.

Intervencidn quirdrgica mayor: la dosis de cortgteenide oral habitual la misma

mafana de la intervencion y de 25 a 50 mg de hidiisona via intravenosa, seguido
de dosis similares de hidrocortisona 3 veces abdfante 24 horas en intervenciones
moderadas y de 48 a 72 horas en intervenciones remy@uando se paran las

inyecciones de hidrocortisona, se reanuda la dhadigual de corticoesteroide.

En caso deinyecciones localesen tejidos blandos, habitualmente se usa la
hidrocortisona en forma de fosfato sodico 0 éstelessuccinato sodico. La dosis
habitual en términos de hidrocortisona es de 1800amg. En el caso de inyecciones
intra articulares, se usa el acetato de hidroam#isen dosis de 5 a 50 mg dependiendo

del tamafo de la articulacion.

En el caso de aplicaciones tdpicapara el tratamiento de desordenes varios de lla pie
se usa habitualmente la hidrocortisona base, ¢éhtacduteprato, butirato y los ésteres
de valerato en forma de cremas, ungientos o logidrs concentraciones habituales
oscilan en el intérvalo de 0,1 a 2,5%. A pesarue e considera que la hidrocortisona
posee menores efectos adversos sobre la piel yeessnprobable que cause supresion
adrenal que otros corticoesteroides topicos mésnpes, deberia de tenerse en cuenta
que la formulacion o vehiculo en el que se adnmistsi como el tipo de esterificacion
presente, pueden modificar sustancialmente lagqutages. Otros factores que también
influyen en el grado de absorcion son el lugar pléicacion, la utilizaciéon de ropa
oclusiva, el grado de dafio en la piel y el tama@b aea en donde se aplica la

preparacion.
Asimismo, existe un medicamento en el mercado emdode enema rectal con

hemisuccinato de hidrocortisona al 0.02% entresgbrincipios activos, con indicacion
terapéutica para las rectitis, fisuras anales yonmites.
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La hidrocortisona o0 sus ésteres estan también mildes en una gran variedad de
formas farmacéuticas, incluyendo oftadlmicas, destal aplicaciones rectales para el
tratamiento de alteraciones alérgicas e inflamasortomo es el caso de la indicacién

del medicamento objeto de desarrollo.
Otros ésteres de hidrocortisona que ocasionalmsateisan son el aceponato, el
glicirretinato y el propionato. Alguno de estoseéss, como el aceponato, puede

presentar actividad topica modificada.

2.5- EFECTOS SECUNDARIOS O ADVERSOS (20, 24 - 26)

El efecto adverso de los corticoesteroides pueahr y@ovocado por la accion no
deseada mineralocorticoide o glucocorticoide olpanhibicién del eje hipotalamico-

pituitario-adrenal.

Los efectos adversos dedecion mineralocorticoidese manifiestan en efectos sobre el
equilibro electrolitico de los fluidos, como laaetion de sodio y agua con edema e
hipertension y un aumento de la excrecion de potasi la posibilidad de una alcalosis
hipocalcemica. En pacientes susceptibles, pueadebida inducir un fallo cardiaco. Se
han descrito casos de hipopotasemia e hipomagresawmtiado a altas dosis de terapia

con hidrocortisona intravenosa en pacientes alasdton trombocitopenia inmune.

Los efectos adversos dedecion glucocorticoudese manifiestan en:

-Efectos sobre la movilizacion de calcio y fosfoomn la osteoporosis y fracturas
espontaneas.
-Pérdida de musculo (miastenia) y deplecion dégémno.

-Hiperglucemia con una acentuacion o precipitadiéinestado diabético.

Una incapacidad en la reparacién del tejido dafadte la funcion inmune puede
provocar un retraso en la cicatrizacion de herigama susceptibilidad aumentada a
todo tipo de infecciones, incluyendo septicemiabgtculosis, infecciones fungicas e
infecciones virales. Las infecciones se pueden ememascaradas por el efecto

antiinflamatorio, analgésico y antipirético de glsicocorticoides. La severidad de la
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varicela puede verse aumentada en pacientes queemewna terapia con

corticosteroides sistémicos.

Otros efectos adversos incluyen:

-Irregularidades menstruales

-Adelgazamiento de la piel

-Trastornos oculares incluyendo glaucoma y catarata
-Hipertension benigna intracraneal

-Pancreatitis aguda

-Trastornos mentales y neurolégicos

-Necrosis no vascular del hueso.

El aumento en la coagulacion de la sangre puede’opao complicaciones

tromboliticas.

El efecto de retroalimentacion negativa de los agocticoides sobre el eje
hipotalamico-pituitario-adrenal, puede provocar uetaofia adrenal. Esto produce

secundariamente insuficiencia adrenocortical.

Dosis altas de corticosteroides pueden provocéoreas tipicos del efecto Cushing en

la corteza adrenal.

Cuando se aplica tépicamente, particularmente sabreas extensas, sobre piel no
continua o bajo uso de ropa oclusiva, los cortimvegles pueden absorberse en
cantidades suficientes como para causar efecttdmst®s. El uso prolongado de

preparaciones oftalmicas que contienen cortico@ises, puede causar aumento de la

presion intraocular y reduccion de la funcion visua

Hipersensibilidad y anafilaxia:

Se han descrito casos de reacciones de hiperdieglaglby anafilaxis asociado al uso
intravenoso de hidrocortisona. Aplicaciones tépic@snbién pueden producir
hipersensibilidad.
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Los efectos adversos deberian ser tratados sintamd@nte con dosis de

corticoesteroides reducidas o disminuidas en ladaete lo posible.

2.6.- INTERACCIONES (20)

El uso concurrente de barbitaricos, carbamacepemitoina, primidona o rifampicina,
puede aumentar el metabolismo de los corticoesesoy por lo tanto reducir los
efectos sistémicos. En cambio, anticonceptivosesral ritonavir pueden aumentar las

concentraciones plasmaticas de corticoesteroides.

El uso de corticoesteroides con diuréticos redestdel potasio, como las tiazidas o la
furosemida pueden causar excesiva pérdida de pofembién hay un riesgo alto de
hipopotasemia con tratamientos concurrentes conotandina B o terapias con
broncodilatadores como xantinas o agonistas,b&aando los corticoesteroiodes son
administrados con medicamentos Antiinflamatoriosesteroidicos (AINES), el riesgo

de incidencia de sangrado gastrointestinal y Ulaaraenta.

Los corticoesteroides también afectan a la resawstios anticoagulantes. Asimismo
las personas diabéticas e hipertensas pueden tagcesis requerimientos diferentes de

antidiabéticos y antihipertensivos.
Los corticoesteroides también pueden disminuir daacentraciones en suero de
salicilatos asi como disminuir también el efectdadeanticolinesterasas en la miastenia

gravis.

2.7- CARACTERISTICAS QUIMICAS Y FISICO-QUIMICAS

En este apartado, se estudian las diferentes egsdictas quimicas y fisico-quimicas de
las diferentes sales de hidrocortisona que se gaantestudiar describiendo la
nomenclatura, caracteristicas principales, sintasestificacion, perfil de impurezas y

caracteristicas de estabilidad.
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2.7.1. Acetato de Hidrocortisona

Segun la definicibn de la Farmacopea Europea 7éioedi(27), el acetato de
hidrocortisona contiene no menos del 97,0% y no uo&ls 102.0% de 1 17-
Dihidroxi-3,20-dioxopregn-4-en-21-il acetato. Larfiula es GsH3,0g Yy tiene un peso

molecular de 404,5.

Es un polvo cristalino, blanco o casi blanco, pcachente insoluble en agua, poco
soluble en etanol anhidro y en cloruro de metileRande a unos 220 °C, con
descomposicion.

Se debe proteger de la luz porque sufre fotodegi@ua

La estructura quimica del acetato de Hidrocortisemda que se muestra en la figura

siguiente:

Figura 2.5. Estructura quimica del acetato de bmhtsona
Las especificaciones establecidas para el acetatdidiocortisona y que la materia

prima adquirida del proveedor Aventis Pharma hauwteplir, son las siguientes (cuadro
2.1))
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PARAMETRO A ESTUDIAR ESPECIFICACIONES

Caracteristicas(Ph. Eur 7.0.) (27)

Aspecto polvo cristalino, blanco o casi
blanco.

Solubilidad practicamente insoluble en
agua, poco soluble en etanol anhidro y

cloruro de metileno.

en

Identificacion:
-Espectrofotometria de absorcion en ¢
infrarrojo (Ph. Eur 7.0.) (27) (USP 36) (2

-Examinar los cromatogramas obtenidos
en la valoracion(Ph. Eur 7.0.) (27).

-Cromatografia en capa fina(Ph. Eur 7.0.
(27)

-Coloracién roja con éacido sulfurico (Ph.
Eur 7.0.) (27)

-Reaccion del acetildPh. Eur 7.0.) (27)

-Espectrofotometria de Absorciéon UV
(USP 36) (28)

Positiva segun patron
B)

~

D

El del

obtenido con la disolucion problema

pico principal cromatogran

es similar en tiempo de retencion
d
cromatograma obtenido con la disoluc

tamafio al pico principal

de referencia (d).

La mancha principal de cada uno de

cromatogramas obtenidos con
disoluciones problema es similar
posicion y tamafio a la mancha princi

del cromatograma obtenido con

Positiva.

Positiva segun patron

La Absorbancia, calculada sobre

sustancia seca, no difiere mas del 2,5¢

correspondiente disolucién de referenc

ion

oS
las

en

pal

a.
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Solventes residuales por Cromatografia

de gases
-Diclorometano <500 ppm
-Dimetilformamida <3000 ppm
Agua + Solventes residuales <1.0% wiw

(ensayo del proveedor)

Pérdida por desecacion (60 °C, 3 i{Ph. |<1,0% w/w (USP 36) (28)
Eur 7.0.) (27) (USP 36) (28) < 0,5% wiw (Ph. Eur 7.0.) (27)

Cenizas sulfatadas <0,1% wiw

(ensayo del proveedor)

Residuo ignicion(USP 36) (28) <0,5%

Rotacion optica especificdPh. Eur 7.0.) |Entre 158°y 167° (calculado frente a la

(27) (USP 36) (28) sustancia seca como referencia)

Sustancias relacionadas por HPLGPh.
Eur 7.0.) (27) (USP 36) (28)

-Impureza C <0,6% w/w (Ph. Eur 7.0.) (27)
-Impureza A <0,4% wiw (Ph. Eur 7.0.) (27)
-Impureza B, D, E < 0,3% w/w (Ph. Eur 7.0.) (27)
-Impureza G <0,15% w/w (Ph. Eur 7.0.) (27)
-Otras impurezas <1,0% w/w (USP 36) (28)
<0,1% w/w (Ph. Eur 7.0.) (27)
-Impurezas totales < 2,0% w/w (USP 36) (28)

< 1,0% wiw (Ph. Eur 7.0.) (27)

Determinacion cuantitativa por HPLC Entre 97.0 — 102.0% w/w (calculado
(USP 36) (28) (Ph. Eur 7.0.) (27) frente a la sustancia seca como

referencia)

Cuadro 2.1.: Parametros a estudiar para la evaluade la materia prima y sus
especificaciones
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La identificacion de la molécula, se realiza por una serie de tasraoaliticas que se
detallan a continuacion.

1.- Espectro infrarrojo (29)

Mediante pastillas de KBr se realiza el especth@irojo de acetato de hidrocortisona.

Los principales picos se encuentran en las sigeseloingitudes de onda: 1750, 1702,
1640 cmi’* seglin se muestra en la figura 2.6.

Hydrocortisone Acetate RS179 Instrument: Dispersive

Phase: Potassium Bromide Disc

100.0

Transmittance (%)

0.0

2000.0 1800 1600 1400 1200 1000 800 600
Wavenumber (cm™)

400.0

Figura 2.6. Espectro infrarojo del acetato de hidrisona

2.- Espectro Ultravioleta (28, 32)

En una solucién alcohdlica con metanol con unaeainacion de la molécula de 10 pg

por mL, el pico maximo de absorcién se encuentnaalongitud de onda de 242 nm
segun se muestra en la figura 2.7.
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Figura 2.7. Espectro ultravioleta del acetato dedaortisona

El perfil de impurezas del acetato de hidrocortisona puede ser tantdrdesss como
productos de degradacion. Las impurezas descritissraonografia del principio activo

en la Farmacopea europea (27) y en la Farmacojtéaita (29) son las siguientes:

* Hidrocortisona base (B117,21-trihidroxipregn-4-eno-3,20-diona) (Impureéga

Figura 2.8. Impureza A del acetato de hidrocortson

* Oxenol: R1=R2=R3=H: 13, 17-dihidroxipregn-4-eno-3,20-diona (Impureza B).

Figura 2.9. Impureza B del acetato de hidrocorason
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» Acetato de prednisolona (acetato deB,1I-dihidroxi-3,20-dioxopregna-1,4-
dien-21-ilo) (Impureza C)

Figura 2.10. Impureza C del acetato de hidrocaréiso

« Acetato de Cortisona (acetato de 17-hidroxi-3,1-1r@Xopregn-4-en-21-ilo)

(Impureza D).

Figura 2.11. Impureza D del acetato de hidrocanaso

» Acetato de 17-hidroxi-3,20-dioxopregna-4,9(11)-é&nilo (Impureza E).

Figura 2.12. Impureza E del acetato de hidrocartiso
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» Acetato de epi-hidrocortisona: acetato de:,1I-dihidroxi-3,20-dioxopregn-4-

en-21-ilo (Impureza F).

Figura 2.13. Impureza F del acetato de hidrocartiso
» Diacetato de 17-hidroxi-3,20-dioxopregn-4-en@,121-diilo (Impureza G).

Ny w

H CH- [ N\, _-A.:"f"
Q) X
O OH .

C'_': HI
~NN
B }H

Figura 2.14. Impureza G del acetato de hidrocartiso
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Todas estas impurezas pueden identificarse y ¢wansie por cromatografia liquida de
alta resolucién. En la figura 2.15. se muestra egfilpde impuezas del acetato de
hidrocortisona por cromatografia liquida de altsotacion:

1: Impureza A 2: Impureza B  3: Impureza @: Acetato de hidrocortisona
5:ImpurezaD 6:Impureza G 7:Impureza E

Figura 2.15.: Cromatograma que muestra las susgngiacionadas en una solucion de
acetato de hidrocortisona espicada con las impsiezB, C, D, Ey G.

En cuanto a las caracteristicasedéabilidad del acetato de hidrocortisona, la principal
recomendacion que se da en las monografias esegha ge conservar en envases

herméticamente cerrados y protegidos de la luz.

Los datos de estabilidad del proveedor del acetatbidrocortisona empleado en la

parte registrada de estos lotes segun condici@téson los siguientes (30):
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Cuadro 2.2. Cuadro correspondiente al estudio t@itdad del lote CHO01M-7V0375
BC del principio activo acetato de hidrocortisonaexyraido del DMF del proveedor de

la materia prima.
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Cuadro 2.3. Cuadro correspondiente al estudio t@déitdad del lote CHO02M-7V0375
BC del principio activo acetato de hidrocortisonaexyraido del DMF del proveedor de

la materia prima.
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Cuadro 2.4. Cuadro correspondiente al estudio t@itdad del lote CHOO3M-7VvV0408
BD del principio activo acetato de hidrocortisonaxgraido del DMF del proveedor de

la materia prima.
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De los mismos, puede concluirse que el acetatodiedortisona presenta un tiempo de
reandlisis de 60 meses en condiciones climaticasatadas correspondientes a la zona
climatica 1l y que no necesita condiciones espeside almacenamiento en cuanto a la

temperatura y la humedad se refiere.

2.7.2. Hidrocortisona base

Segun la definicién de la Farmacopea Europea £i6ed(31), la hidrocortisona base
contiene no menos del 97,0% y no mas del 103.0%1plel7-Trihidroxipregn-4-ene-
3,20-dione.

La formula es gH3¢0s y tiene un peso molecular de 362,46.

La estructura quimica de la hidrocortisona base es la siguiente:

Figura 2.16. Estructura quimica de la hidrocortésbase.
Es un polvo cristalino blanco o casi blanco. Pris@olimorfismo. Es practicamente
insoluble en agua. Poco soluble en alcohol, acegatialorometano. Se debe proteger

de la luz porque sufre fotodegradacion.

Las especificaciones establecidas para la Hidngood y que la materia prima

adquirida del proveedor Aventis Pharma ha de cupgan las siguientes (cuadro 2.5.)
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PARAMETRO A ESTUDIAR ESPECIFICACIONES

en

Caracteristicas(Ph. Eur 7.0.) (31) Aspecto polvo cristalino, blanco o casi
blanco.

Solubilidad practicamente insoluble éen
agua, bastante soluble en acetona \
etanol al 96 por ciento, poco soluble|en
cloruro de metileno.

Presenta polimorfismo

Identificacion:

-Espectrofotometria de absorcion en ePositiva segin patron

infrarrojo (Ph. Eur 7.0.) (31) (USP 36) (28)

-HPLC (Ph. Eur 7.0.) (31) El pico principal del cromatograma
obtenido con la disolucion problema|es
similar en tiempo de retencion y tamafio
al pico principal del cromatograma
obtenido con la disolucion de referencia
(c).

-Cromatografia de Capa fina (Ph. EunlLa mancha principal de cada uno de|los

7.0.) (31) cromatogramas obtenidos con |las
disoluciones problema es similar |en
posicion y tamafio a la mancha principal
del cromatograma obtenido con |la
correspondiente disolucion de referencia.

-Coloracion roja con &cido sulfurico (Ph.| Positiva

Eur 7.0.) (31)

-Espectrofotometria de Absorcion U\fLa Absorbancia, calculada sobre |la

(USP 36) (28) sustancia seca, no difiere mas del 2,5%.
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Solventes residuales por Cromatografia

de gases
-Diclorometano <500 ppm
-Dimetilformamida < 3000 ppm
Agua + Solventes residuales <1.0% wiw
(ensayo del proveedor)
Pérdida por desecacion (105 °CjPh. Eun< 1,0% w/w
7.0.) (31) (USP 36) (28)
Cenizas sulfatadagensayo del proveedor)< 0,1% w/w
Residuo ignicion(USP 36) (28) <0,5%
Rotacidon oOptica especifica(Ph. Eur 7.0.)Entre 162° y 168° (calculado frente a la
(31) sustancia seca como referencia)
Rotacion optica especificdUSP 36) (28) |Entre 150° y 156° (calculado frente a la

sustancia seca como referencia)

Sustancias relacionadas por HPLC(Ph.
Eur 7.0.) (31) (USP 36) (28)

-lmpureza C, D, E, |
-Impureza G
-Impureza F
-Impureza A, B
-Impureza N, H

-Otras impurezas

-Impurezas totales

< 0,5% wiw

< 0,4% wiw

< 0,3% wiw

<0,2% wiw

< 0,15% wiw

<0,5% w/w (USP 36) (28)
<0,1% w/w (Ph. Eur 7.0.) (31)

< 2,0% w/w

Determinacion cuantitativa por HPLC
(USP 36) (28)

Entre 97.0 — 102.0% w/w (calculado

frente a la sustancia seca como

referencia)
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Determinacion cuantitativa por|Entre 97.0 — 103.0% w/w (calculagdo

espectrofotometria(Ph. Eur 7.0.) (31) frente a la sustancia seca como

referencia)

Cuadro 2.5.: Parametros a estudiar para la evaluade la materia prima y sus

especificaciones

La identificacion de la molécula se realiza por una serie de técnicas analiticassq

detallan a continuacion:

1.- Espectro infrarrojo (29).

Mediante pastillas de KBr se realiza el espectioairojo de hidrocortisona. Los
principales picos se encuentran en la ssiguientegtudes de onda: 1640, 1702, 1610,
1220, 1042, 1115 ci, segln se muestra en la figura 2.17.

Wavelength
5 6 7 8 9 10 1112131415

L L] 1] T ] ] 1 ] LI

§
e W W B

1 1 i 1 1 1
2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 650
Wavenumber

Transmittance

Figura 2.17. Espectro infrarojo de la hidrocortason
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2.- Espectro Ultravioleta (28,32)

En una solucién alcohdlica con metanol con unaeainacion de la molécula de 10 pg

per mL, el pico maximo de absorcién se encuentraaalongitud de onda de 242 nm,

segun se muestra en la figura 2.18.

Absorbance

| 1 i 1 1 1
200 225 250 275 300 325 350 375 400
Wavelength

Figura 2.18. Espectro ultravioleta de la hidrocamia

El perfil de impurezas de la hidrocortisona base puede ser tanto de sintemo

productos de degradacion. Las impurezas estanitdssen la Farmacopea Europea y

en la Farmacopea Britanica, y son las siguient®s3P):

* Impureza A: Prednisolona (8,17,21-trihidroxipregna-1,4-dieno-3,20-diona)

Figura 2.19. Impureza A de la hidrocortisona base
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Impureza B: Cortisona (17,21-dihydroxypregn-4-erfet 20-trione).

Figura 2.20. Impureza B de la hidrocortisona base

Impureza C: Acetato de hidrocortisona (acetato dg,17-dihidroxi-3,20-

dioxopregn-4-en-21-ilo),

Figura 2.21. Impureza C de la hidrocortisona base

Impureza D: R1=R3=0OH, R2=R4=H, R5=gbH: 63,118,17,21-
tetrahidroxipregn-4-eno-3,20-diong¢Bidroxihidrocortisona),

Impureza F: R1=R2=R3=R4=H, R5=@BH: 17,21-dihidroxipregn-4-eno-3,20-
diona (sustancia S de Reichstein)

Impureza G: R1=R2=R4=H, R3=0H, R5=CHO: BlI7-dihidroxi-3,20-
dioxopregn-4-en-21-al (21-aldehido de hidrocort&gon

Impureza H: R1=R4=H, R2=R3=0H, R5=¢BH: 70,118,17,21-
tetrahidroxipregn-4-eno-3,20-dionanffidroxihidrocortisona),

Impureza |I: R1=R2=H, R3=R4=0H, R5=@bH: 118,14,17,21-
tetrahidroxipregn-4-eno-3,20-diona ¢t4idroxihidrocortisona),

Impureza K: R1=R2=R3=R4=H, R5=G#D-CO-CH;: acetato de 17-hidroxi-
3,20-dioxopregn-4-en-21-ilo (21-acetato de sustaBaile Reichstein)
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Figura 2.22. Estructura de las impurezas D, F, Gl, K de la hidrocortisona

base

Impureza E: 18,17,21-trihidroxipregna-4,6-dieno-3,20-diona A6
hidrocortisona)

Figura 2.23. Impureza E de la hidrocortisona base

Impureza J: R1=H, R2=CO-GHR3=0H: acetato de BR1-dihidroxi-3,20-
dioxopregn-4-en-17-ilo (17-acetato de hidrocortegon

Impureza L: R1=R2=R3=H: Bl17-dihidroxipregn-4-eno-3,20-diona (oxenol)
Impureza O: R1=R3=0H, R2=H: f17,19,21-tetrahidroxipregn-4-eno-3,20-

diona (19-hidroxihidrocortisona)
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o)

Figura 2.24. Estructura de las impurezas J, L, @ dédrocortisona base

* Impureza M: 1#&,17,21-trihidroxipregn-4-eno-3,20-dionepf-hidrocortisona)

Figura 2.25. Impureza M de la hidrocortisona base

* Impureza N: 1p,17,21-trihidroxi-21-(1§,17,21-trihidroxi-3,20-dioxopregn-4-
en-21-il)pregn-4-eno-3,20-diona (dimero de hidrtsona)

Ot

Figura 2.26. Impureza N de la hidrocortisona base
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Todas estas impurezas pueden identificarse y ¢uansie por cromatografia liquida de
alta resolucién. En la figura 2.27. se muestraeelilpde impuezas de la hidrocortisona

base por cromatografia liquida de alta resolucion:

o 13
g 6 10 12 15
3 h'| A p‘ ¥ JU\ AA Ao
B B B B A i S B S i S i i L S L S i L i i i i S S e S

Time [min]

1:ImpurezaD 2:ImpurezaH 3:Impureza @: Impurezal 5: Impureza M
6: Impureza G  7: Impureza E  8: Impureza A: Hidrocortisona  10: Impureza B

11: ImpurezaJ 12:Impureza F 13: Impureza T4: Impureza N  15: Impureza K

Figura 2.27.. Cromatograma que muestra las sussngiacionadas en una solucion de

hidrocortisona espicada con las impurezas.

En cuanto a las caracteristicas éstabilidad de la hidrocortisona, la principal

recomendacion que se da en las monografias esegha ge conservar en envases

herméticamente cerrados y protegidos de la luz.

Los datos de estabilidad del proveedor de la hadtsona empleada en la parte

registrada de estos lotes segun condiciones ICHbosaiguientes (33):
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Cuadro 2.6. Cuadro correspondiente al estudio t@éitdad del lote CHO02M-7V0418
BD del principio activo hidrocortisona y extraidelddMF del proveedor de la materia

prima
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Cuadro 2.7. Cuadro correspondiente al estudio @diédad del lote CHOO3M-7V0431
BD del principio activo hidrocortisona y extraidelddMF del proveedor de la materia
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De los mismos, puede concluirse que la hidrocaréismresenta un tiempo de reanalisis
de 60 meses en condiciones climaticas controlaolasspondientes a la zona climatica

'y que no necesita condiciones especiales de canzmniento, en cuanto a la

temperatura y humedad se refieren.
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CAPITULO 3: FORMAS FARMACEUTICAS SEMISOLIDAS

3.1- INTRODUCCION (34-38)

Las formas de dosificacion semisolidas topicasresgmtan normalmente en forma de
cremas, geles, unguentos, o pastas. Cuando urvghamen de gas se dispera en un
liquido o crema, se producen las espumas. Todas fstmas farmacéuticas, contienen
uno o mas ingredientes activos disueltos o disgdessde manera uniforme en una base
adecuada y cualquiera de los excipientes adecutales, como emulgentes, agentes
que aumentan la viscosidad, agentes antimicrobjaansioxidantes, o0 agentes

estabilizantes. Las preparaciones susceptiblegahtiento de microorganismos deben
contener un agente antimicrobiano adecuado en amgentracion apropiada a menos
gue las propias preparaciones tengan propiedadies@nbianas adecuadas (como por
ejemplo, preparaciones farmacéuticas alcohdlic8g). debe asergurar durante los
estudios de desarrollo del preparado farmacéutim dichos excipientes no afecten
negativamente a la estabilidad del producto final la disponibilidad del ingrediente

activo en el sitio de accién; no debe haber ningnoampatibilidad entre cualquiera de

los componentes de la forma de dosificacion.

Las preparaciones semisélidas para aplicacion eatda formulan para conseguir una
liberacion local o transdérmica de los principictvas, 0 para su accion emoliente o

protectora. Tienen un aspecto homogéneo.

La eleccién de una base para formas de dosificaaém-solidas depende de muchos
factores: el efecto terapéutico deseado, la nazmatel ingrediente activo para ser
incorporado, la disponibilidad del ingrediente azten el sitio de accion, la vida util del

producto terminado y las condiciones ambientalesm®ique el producto esta destinado

a ser administrado.

La base no debe irritar ni sensibilizar la pieldebe retrasar la cicatrizacion de heridas.
Debe ser suave, inerte, inodora, estable fisicaimigamente, y compatible con la piel
y el ingrediente activo a incorporar. Normalmengbal tener la suficiente consistencia
de modo que se extienda y ablande facilmente cusmdplica tension.
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Puede ser necesario que una forma de dosificaeidnsélida topica sea estéril, por
ejemplo, cuando se pretende usar en heridas gramulesas o piel severamente

lesionada.

Las disoluciones, emulsiénes y suspensiones regbaleden contener excipientes, por
ejemplo para ajustar la viscosidad de la prepanagéra ajustar o estabilizar el pH,
para incrementar la solubilidad del principio onpipios activos o para estabilizar la
preparacion. Estas sustancias no afectan advertaraeta accion medicamentosa
buscada ni causan una irritacion local excesivéagrtoncentraciones empleadas. Las
disoluciones, emulsiones y suspensiones rectalgsesentan en envases de volumen
comprendido entre 2,5 ml y 2000 ml. El envase adtptado a la administracion en el

recto o bien va acompafiado del aplicador correspoted

3.2- FORMAS FARMACEUTICAS SEMISOLIDAS

Segun comentado previamente, las siguientes foffianasacéuticas se consideran

semisoélidas:

Unguentos.
Pomadas o pastas

v
v
v Cremas
v

Geles

Se detallaran las formas farmacéuticas escogidas eh estudio del preparado
farmacéutico que se pretende desarrollar en leepiegesis, incluyendo la espuma

como forma de dosificacion alternativa a evaluar.
3.2.1.- Crema
3.2.1.1. — Definicion (34)

Las emulsiones son sistemas heterogéneos de utholidigpersado en otro en forma de

gotas normalmente excediendo 0,1 pum de diametr®.dbs liquidos son inmiscibles,
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guimicamente no reactivos y que forman sistemaacts&izados por poca o nada
estabilidad termodindmica. El material dispersad@equefias particulas se denomina
fase interna, dispersada o discotinua. El otro mahtse denomina fase externa,

continua o medio de dispersion.

Las cremas por lo tanto son emulsiones, preparasiomnltifasicas constituidas por una
fase lipdfila y una fase acuosa. Su consistenaasypropiedades dependen del tipo de
emulsién, bien sea agua /aceite (hidréfobas) iedagua (hidrofilas) y la naturaleza de
los sélidos de la fase interna. Las cremas estsimddas para su aplicacion en la piel o
ciertas mucosas con efecto protector, terapéutipmfilactico, en particular cuando
no se necesita un efecto oclusivo. Las cremasgouset:

» Cremas hidréfobas (agua/aceite): Son habitualnarti@ras y absorben
s6lo pequefas cantidades de agua. Estas prepa&mciomtienen agentes
emulgentes del tipo agua en aceite tales como itenoésteres del
sorbitano y monoglicéridos. En las cremas lipofilagase continua es la
fase lipofila.

Este tipo de emulsiénes se usan tipicamente cormbestes. Existen en
un intérvalo amplio de consistencias dependiendogsieomponentes de
la fase oleosa, de la fase acuosa y del emulgente.

» Cremas hidrofilas: Contienen bases miscibles cara.agn las cremas
hidrofilas la fase externa es la fase acuosa. pségmraciones contienen
agentes emulgentes del tipo aceite en agua tates @iones de sodio o0
de trietanolamina, alcoholes grasos sulfatadossqbhtos y ésteres de
acidos y de alcoholes grasos polioxietilenados, bioados, si es
necesario, con agentes emulgentes del tipo agaaeste. Estas cremas

son fundamentalmente miscibles con las secrecitutéseas.

3.2.1.2.- Proceso para preparar una crema (39)

En el proceso de preparacion de una emulsion, ldoéle adicion de la fase oleosa y
de la fase acuosa, el ratio de adicion, la tempexatle cada fase y el ratio de
enfriamiento tras la mezcla de las fases tieneefecoto considerable en el tamafio de

distribucion de la gota, de la viscosidad y en s$salglidad de la emulsion final.
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Asimismo, la localizacién del emulsificante (faseosa o fase acuosa), también se debe

investigar.

En la preparacion de emulsidnes aceite/agua, éadi@®sa se afiade normalmente sobre
la fase acuosa, aunque muchos tecnologos prefeetéonica de la inversion, es decir,

la adicion de la fase acuosa sobre la fase oleosa.

En la preparacion de emulsidones agua/aceite, éadasosa se afiade lentamente sobre
la fase oleosa con agitacion constante. Normalmesites emulsiones se homogeneizan
0 micronizan para disminuir el tamafio de gotitdadfase interna lo que incrementa la

estabilidad y mejora el brillo de la emulsion.

La practica mas habitual para formular emulsibrepreparar una fase oleosa que
contenga todos los ingredientes solubles en ageattdentarla alrededor de 5 — 10 °C
por encima del punto de fusion del ingrediente dgyan punto de fusion. La fase

acuosa normalmente se calienta a la misma tempenagoosteriormente las dos fases
se mezclan. Se debe prestar atencion para no aralast fases excesivamente (por
encima de 85 °C) porque puede ocurrir degradacdlosicomponentes mas sensibles
como hidrélisis de los emulgentes, descomposic&iod conservantes o decoloraciéon

de las aminas (estearato de trietanolamina).

Tras la formacion de la emulsién a elevada tempexael ratio de enfriamiento es
extremadamente importante para determinar la @xfinal y la consistencia de la
emulsidn. Esto es debido al tipo de cristalizadéralguno de los componentes de alto
peso molecular como acido estearico, alcohol cetili glicerii monoestearato. La
transferencia del proceso de enfriamiento de pexgesdala a escala industrial requiere
una evaluacion profunda sobre la agitacién y eli@niento. Es aconsejable usar
equipos con camisas calefactoras por las que pagp& para la preparacion a escala
industrial de emulsiones, de forma que los ciclescdlentamiento y enfriamiento se

puedan controlar con mas cuidado.

Para el desarrollo de un producto a escala lab@atos equipos que se usan deben de
simular el equipo de fabricacion que se necesitaeindo el producto se fabrique a

escala industrial. En este sentido, se deben ewgar equipos de laboratorio que
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pudieran posteriormente no estar disponibles alasodustrial. Sera complicado
predecir el tiempo de mezclado exacto y la velatiddacional del mezclador, pero en
general las caracteristicas generales del proacestep ser bastante acertadas si se usan
mezcladores idénticos a diferentes escalas. Lasa@paes de mezclado y de agitacion
son criticas en la preparacion de emulsiones \ &beratorio a escalas de trabajo de

0,5 kg — 1 kg, estas operaciones pueden contrataidadosamente.

En el desarrollo del proceso de fabricacion, ehie de fabricacion, la temperatura y el
trabajo mecanico son las tres variables en ladabion de semisdélidos emulsificados.

Los tres factores estan interrelacionados y debearodtrolarse durante la fabricacion.

Existen equipos disponibles para controlar autaraatente muchos aspectos de la
fabricacion de emulsibnes como el control complitola temperatura en la camisa

calefactada, la regulacion del tiempo de mezcladiorgtio de agitacion.

Durante la fabricacion industrial, los componerdesla fase oleosa se mezclan en su
totalidad en un reactor de acero inoxidable cosifrey camisa calefactada, de forma
gue se funden y se mezclan. Posteriormente laclassa se transfiere por gravedad o
mediante una bomba al tanque en donde se formamduision, y cuyas paredes han
sido calentadas a la misma temperatura que se rdreuda fase oleosa para prevenir
que alguno de sus componentes con mayor punto siénfuse congelen. Los
componentes de la fase acuosa se disuelven en mgifewada y se filtran. Los
principios activos solubles se suelen adicionaa éate acuosa siempre y cuando las
altas temperaturas no degraden dicho principiov@actsi no puede ser, el principio
activo se suele incorporar a la crema una vez lalsgdm se ha formado y se ha

enfriado.

La fase oleosa y acuosa se mezclan normalmenta seoperatura de entre 70y 72 °C
debido a que a esta temperatura se produce undanmeds intima de ambas fases. La
temperatura de mezclado puede disminuirse unogasignados siempre y cuando el
punto de fusion de la fase oleosa sea suficienteEmiesio como para prevenir una
cristalizacion prematura o congelacion de sus compies. En el caso de que se pueda
disminuir la temperatura de mezclado de las fadggempo de enfriamiento también se

reduce, aspecto positivo sobre todo en tamafosteléndustriales grandes.
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Tras la adicion de las fases, el ratio de enfriaties generalmente bajo de forma que
se permita una mezcla adecuada mientras la emutgiénia es liquida. La temperatura
del medio de enfriamiento de la camisa del rea¢generalmente agua) debe

disminuirse gradualmente con un ratio constantdaomezcla de la emulsion.

El ajuste final del contenido de agua de la emnlsié es facil de realizar una vez la
emulsidn se ha creado. La elaboracién de varies,lalyuda a determinar la cantidad de
agua que se ha perdido durante el calientamierntprdeeso, y esta pérdida de agua

debe de afadirse a la cantidad de agua requeilidiaialde la fabricacién.

Durante el proceso de agitacion, en muchas ocasiemguede formar espuma. Este
fendmeno ocurre porque los tensioactivos soluhlessg necesitan para emulsionar las
dos fases, reducen la tension superficial de lerfage aire-agua. Por lo tanto este
problema se suele producir en lotes de escaladecieépente en productos de alta
viscosidad. Para prevenirlo, el liquido que se ripoa debe entrar en el reactor de

mezclado por debajo de la superficie del otro dqui

Otra forma de evitar la formacion de espuma esjaalen condiciones de vacio. Si aun
asi, todavia no se evita o reduce la creacion qmnes se suele adicionar
antiespumantes (los mas comunes son alcholes daatga), aunque si es posible, se

recomienda no usar porque pueden ser una fuemteatapatibilidad quimica.

En la siguiente figura, se muestra el proceso diectcion de una crema descrito en el

presente apartado.

76



Fase acuosa

Fase oleosa

v

v

Calentar a igual temperatura que la

Calentar 5-102C por encima del

fase oleosa punto de fusion del ingrediente de
mayor punto de fusion
Incorporar con agitacion
Y
Enfriar

Ajustar contenido de agua

Figura 3.1. Esquema del proceso de fabricaciomdectema.

3.2.1.3.- Propiedades de las cremas (40)

1. Apariencia y sensacion

Las emulsiones pueden variar en apariencia debidovéscosidad, caracteristicas de
fluidez, brillo, suavidad, perlescencia, texturapacidad. Pueden variar en aplicacion y
sensacion debido a la oleaginosidad, pegajosidamietiad, propiedades deslizantes,

textura arenosa, propiedades de difusion y tiengpeedado.

Estas propiedades, incluyendo estabilidad y tiperdalsién, dependen en gran medida
de las propiedades fisicas y quimicas de la fas#saly acuosa, el ratio de ambas fases,
la concentracion de tensioactivo utilizado, el arde adicion de los componentes, la

temperatura de emsulficacion y el método y velatidia enfriamiento.
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Las sensaciones tactiles de untuosidad y pegagbgicevienen de los excipientes que
se guedan en la piel formando un film tras la agliin de la emulsion. El acido
estearico y el alcohol cetilico producen films rg@osos en las cremas.

2. Tamafo de gotita de la fase interna

La viscosidad y apariencia de la emulsion se ctatren parte por el tamafio de

partcula de la fase interna (ver cuadro 3.1.).

Tamafo de gotita (um) Apariencia

>1 Blanco

01-1 Azul-Blanco

0.05-0.1 Opalescente, semitransparente
<0.5 Transparente

Cuadro 3.1.: apariencia de la emulsion en funcértaimano de gotita de la fase interna
(40).

Si el tamafio de gotita es mayor de 1 um, la enukssdblanca lechosa. Esta impresion
visual de blancura es debida a la dispersion dikiday los indices de refraccion
diferentes del medio de dispersion y dispersadmfd@me el tamafio de gotita de la
fase interna disminuye, la emulsion cambia de llalechosa a mas transparente.
Cuando la fase interna se reduce a 0,1 um o mepocrea una microemulsion o

emulsion micelar.

El tamafio de gotita depende del tipo y cantidadetsioactivo, de la cantidad de
energia que se aporta para preparar una emulsidal yrden de adicion de los

ingredientes.

Conforme el tamafio de gotita de la fase internaidisye, la emulsion se vuelve mas
estable. De hecho, este parametro se usa paraonwmanitla estabilidad a través del
microscopio. El tamafio de gotita media de una d@dwlecién hecha es de alrededor 1
a 3 um. Tras permanecer a temperatura ambientatdutaa 3 meses, el tamafio de
gotita media de la emulsién puede aumentar a 7 prdasy concluyendo que el producto
tiene un tiempo de vida limitado mostrando inedidnl a temperatura ambiente.
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El andlisis del tamafio de gotita se puede determmauna gran variedad de métodos,
cada uno de ellos proporcionando diferente meditai@fio de gotita de los sitemas
heterodispersos. EI método mas comun es la detecrdm de la distribucion del
tamafo de la gota mediante la observacion de ldse&nuusando un microscopio

provisto de un micrémetro.

3. pH

El pH de la emulsién se considera un parametro itapte de las emulsiones. El pH de
la piel, que suele estar entre 4 y 6, tiende dames a este pH cuando se altera por la

aplicacion de un producto toépico a diferente pH.

El pH del principio activo es el que presenta urfeuéncia mas elevada en el pH de la

emulsion.

4. Viscosidad

Una vez se ha escogido la emulsion y tensioactilecw@ado, se debe trabajar en
conseguir una consistencia de producto adecuada lparestabilidad deseada y
caracteristicas de flujo apropiadas.

La viscosidad es una de las propiedades mas inmpestale las emulsidones ya que las
variaciones en dicho pardmetro son obvias anteaelepte. Las fluctuaciones de
viscosidad durante el almacenamiento son uno demlagores problemas para la
quimica de la emulsion.

La viscosidad es la medida de la resistencia deuigdo a cambiar de forma debido a la
friccion interna. Es un parametro muy importanteeamulsiones tépicas, ya que el
producto esta disefiado para proporcionar una sénssgpecial y ser dispensado de los
diferentes tipos de envases a menudo con restiegien la salida del producto.

La unidad de medida de la viscosidad es el poiseuya se define como la fuerza
tangencial necesaria para mantener la viscosidadm -1 x segundo entre dos planos
cada uno de 1 chde area. El centipoise (cP), que corresponde h foise, es la

unidad comun para definir la viscosidad.
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Aunque es imposible predecir la viscosidad de umalgon con exactitud, en general
hay una relacion lineal entre la viscosidad de emalsion y la viscosidad de la fase
continua. Otros factores que afectan son el prodesfabricacion, la distribucion del

tamano de las gotitas dispersadas, la concentrdeidafase interna, la viscosidad de la
fase externa, la estructura quimica del agente sticahte, las propiedades fisica del

film adsorbido en la interfase aceite-agua y laceatracion.

La mejor forma de usar determinaciones de la vidadspara predecir el tiempo de
vida de la emulsion, es relacionarla con cambiosléamafo de gotita. De una forma
general, la disminucién de la viscosidad con ahfie, refleja un incremento en el
tamafio de gotita debido a la coalescencia y esahdo de un limitado tiempo de vida.
La velocidad de incremento del tamafio medio deotdagy los cambios de viscosidad
resultantes, pueden usarse para predecir los cardbiwiscosidad que ocurriran a lo

largo de un periodo de tiempo largo.

Existen tres métodos basicos para determinar t@sidad o consistencia. El primer
meétodo mide la velocidad de flujo del productoavés de un capilar o un orificio. El
segundo método mide la velocidad a la cual un olgetrafio caerd o subira a través de
un producto. El dltimo método mide el esfuerzoatsién inducido cuando el producto
se somete a una cizalla. La eleccion del métodeeralp del tipo de producto a
examinar asi como de la facilidad con la que eba@puede usarse en dicho producto.
Existe una amplia variedad de viscosimetros comlenente. Se debe seleccionar uno
con el intérvalo de viscosidades adecuado seguaplaacion del producto. El
instrumento debe proporcionar la informacion reiw@@decuada mediante el intérvalo
de velocidad deseado, el tiempo bajo cizalla yelaperatura. Esto a su vez debe
combinarse con la facilidad de la operativa, buss@oducibilidad y relativo bajo
coste.

3.2.1.4.- Estabilidad de las cremas (41)

En una emulsién correctamente formulada, deben ciclin varios criterios.
Probablemente, el mas importante y mas facilmeritkeete es que la emulsion posea
una adecuada estabilidad fisica; sin esto, cualgaielsion pronto se volvera a separar

en sus fases iniciales. Adicionalmente y como ecem otras formas farmacéuticas
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como comprimidos o soluciones, el principio aciilebera ser quimicamente estable en

presencia de todos los excipientes a usar enraufacion.

En general, las emulsiones son sistemas heteraggneomo tal, son susceptibles a
cambios de fases cuando se almacenan incorrecanahecho, no se puede indicar
de ninguna emulsion que sea verdaderamente estalsigue algunos productos son

menos estables que otros.

Tan pronto se prepara una emulsion, los procespsndentes del tiempo y de la
temperatura comienzan a afectar a su separacioranfeuel almacenamiento, la
inestabilidad de la emulsién queda evidenciaddaeedimentacién, por la agregaciéon

reversible (floculacion) y por la agregacion irnesile (coalescencia).

No hay ningun método suficientemente rapido y sdmgiara determinar la potencial
inestabilidad en una emulsién. Para predecir labditad a largo plazo, se requiere la

introduccion de estrés de forma que acelere laah#islad del producto.

Las condiciones de estrés normalmente utilizadaa paaluar la estabilidad de las
emulsiones incluyen envejecimiento y temperatuemtrdfugacion, y agitacion. Es

importante considerar que el test de envejecimiangterado deberia solo acelerar los
procesos que ocurren en un proceso de inestabibdgw condiciones normales de
almacenamiento. Si el estrés es excesivo, puederirgorocesos anormales, no siendo

por lo tanto representativo del comportamiento@rmiciones normales.

El ensayo mas usado para estresar una emulsiarteagperatura. El argumento del por
gue aumentando temperaturas se predice la inédtahilviene de la conocida relacion
entre la constante k para una reaccion quimica temperatura t, expresada en la
ecuacion de Arrhenius. Representando el log k geldli, se puede determinar k a

cualquier temperatura.

Estd generalmente reconocido que en el caso dentagsiones, los cambios en la
temperatura pueden provocar nuevas reaccionexpasieion a 25 °C y a 37 °C ofrece
informacion adecuada. De todas formas, se ha desdostjue hay emulsiones que son

estables a 40 °C y no pueden tolerar temperatlreaedor de los 55 °C o 60 °C aunque
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sea durante pocas horas. Vistos estos problemasigo de vida de una emulsion no
puede ser predicho normalmente estudiando las &metsa temperaturas altas de 50
°C aungue sea durante periodos de tiempo cortoser®ms que haya una razén para

creer que la preparacion se expondra a tan aliget@tura en condiciones normales.

Un uso particular de evaluar el tiempo de vida ke emulsion es realizar ciclos entre
dos temperaturas, intentado evitar temperaturasmas (como maximo entre 4 °C y 45
°C).

El tiempo de vida de una emulsion bajo condiciar@sales de almacenamiento puede
predecirse rapidamente por la observacion de lacgapde la fase interna debido a la
coalescencia o precipitado cuando la emulsién sexpaesto a la centrifugacion. La
Ley de Stokes muestra que la sedimentacion esume#dh de la gravedad y que por lo
tanto un incremento en la gravedad acelerara laraepn. Becher (42) indica que la
centrifugacion a 3750 rpm en una centrifuga de @0 de radio durante 5 h, es

equivalente al efecto de la gravedad durante un afio

La ultracentrifugacion a velocidades extremas ¢deén de 25.000 rpm o0 mas), puede

producir efectos que no se observan durante ejesirgento normal de una emulsion.

Actualmente, no existe un acuerdo general sobrksefio adecuado para realizar los

tests de estress de temperatura y centrifugacion.

3.2.2.- Espumas

3.2.2.1. Definicion (43, 44)

Las espumas medicamentosas son preparaciones qampgenen de un gran volumen
de gas (propelente) disperso en un liquido o seichistipo emulsidon, que generalmente
contiene uno o varios principios activos, un teasiiwvo para permitir su formacion y

otros excipientes. Las espumas medicamentosasdegfinadas a aplicarse en la piel o

en las mucosas.
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El propelente usado en una emulsion es una panperiamte de este sistema y

determina el tipo de espuma producida. El propelanotmalmente se considera pate de

la fase inmiscible, y forma una espuma establedmasta incluido en la fase interna de

la emulsion.

Como se puede observar en la figura 3.2.a, cudnglogelente se encuentra en la fase

interna, el vapor del propelente debe pasar adrdeéla formulacion de la emulsion

para escapar a la atmosfera. En este trayectovéstide la emulsion, el propelente

vaporizado atrapado forma una matriz que se délsa&@n espuma como se observa

en la figura 3.2.b.

Liquid
propellant

Aqueous of
nonaqueous
emulsion

Droplet
(a)

Vaporized
propellant

Emulsion or
dispersed
phase

Emuisified
concentrate

Propellant t

Droplet
{c)

concentrate

Finely dispersed spray
(d)

Figura 3.2. Emulsion tipica con propelente en & fiaterna o externa. (a) Propelente en

la fase interna, (b) formacion de una espuma akrn@d@ropelente en la fase externa, y

(d) formacion de un spray humedo.
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Las espumas medicamentosas se forman generalmentel enomento de su
administracion a partir de una preparacion ligaidatenida en un envase a presion. El
envase lleva un dispositivo consistente en unaulaly un pulsador para administrar la

espuma.

Las espumas medicamentosas destinadas a su us@salgravemente dafiada o sobre

heridas abiertas importantes son estériles.

Las espumas medicamentosas suministradas en engag@esion cumplen los
requisitos de la monografia Preparaciones farmme&uen envase a presion <0523>
(44).

3.2.2.2.- Proceso para preparar una espuma (42)

Las espumas medicamentosas estériles se prepdizandbd productos y métodos que
permitan asegurar su esterilidad y que impidamtieducciéon de contaminantes y el

crecimiento de microorganismos.

El proceso de fabricacion y envasado de una espu®len considerarse
simultaneamente como parte de la operacion globdhbdricacion. La emulsion que
contiene el principio activo y otros excipienteeries e incluso podria contener
pequefas porciones de propelente, se suele formpataseparado y posteriormente
mezclar con el resto de propelente. Seguidamenisasel sistema adecuado de llenado,
ya sea por presion o por llenado en frio. El métdeleleccion suele ser el de presion

por su eficiencia productiva referente a la veladide llenado.

3.2.2.3.- Ensayos a realizar en la espumas (44, 45)

Los ensayos a realizar en las espumas no difiezenirds sistemas usados en formas
farmacéuticas no aerosoles a excepcion de losedifes ensayos en proceso que son
necesarios para asegurar que la concentracionmeparado correctamente.

A tal efecto suele determinarse la riqueza pararah@har el nivel de principio activo

presente.
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Los pesos de la emulsion y del propelente debetratarse durante el proceso de
fabricacion de una forma rutinaria a modo de cdmtngoroceso. Un error en cualquiera
de ambos pesos afectara a la cantidad de prirmiio presente en el producto final.

Otros ensayos esenciales en el proceso de falinicdeiuna espuma son los siguientes:

Distribucién del tamafo de gotita

El tamafio de gotita es una caracteristica impatpara los inhaladores y viene en

parte determinado por la formulacion y valvula dids del producto.

El tamafio de gotita se determina por la técnicangactacion, microscopio o técnica

de rayo laser.

Otro instrumento usado en la determinacion degtibucién del tamafio de gotita es el
Malvern particle sizer. Este instrumento utilizéraicion de laser para determinar el
tamafno de gotita. Cuando una particula dispersaz|gporoduce una intensidad de luz
Gnica que puede ser exactamente medida usandalenagior. La intensidad de la luz

depende del tamafio de la gotita.

Uniformidad de dosis

Generalmente se mide determinando el peso actuptadkicto dispensado cada vez
que la valvula se abre. El dispensador de la dietie estar dentro de especificaciones

desde la primera hasta la ultima dosis.

De todas formas, se debe considerar el problemacals#ddo de la véalvula en las
primeras dosis, asi como la disminucion de prodpotda valvula en las dltimas 10-12
dosis. Con el objetivo de asegurar que el nimerdodées que se administra es el que
aparece en el etiquetado del producto, se sueldiraiia exceso de producto a cada

envase.

Es necesario controlar el peso del producto libkeraw s6lo en un mismo envase, sino

también de envase a envase.
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Uniformidad de contenido

Asimismo se debe analizar la cantidad de princgutivo presente en cada dosis
dispensada. Esto generalmente es la uniformidambiienido. Cada dosis dispensada,
se recoge en un solvente adecuado y se analizagtma ocasion puede ocurrir que la
cantidad de producto dispensado esté dentro deifispeiones, pero en cambio la
cantidad de principio activo presente no sea |lxwaba. Esto puede ser debido a la
aglomeracion de goticulas, a que el principio act& quede pegado en las paredes del

envase y a la absorcién del principio activo pordlula y sus componentes.

Test de integridad (46)

La USP/NF 36 tiene un ensayo especifico para detarmaste parametro debido a que
todos los aerosoles presentan algun tipo de fugatiuun largo periodo de tiempo.

Para realizar este ensayo, se seleccionan 12 eolwes en aerosol. Se pesa cada
contenedor y se registra dicho peso en mg comoAAtontinuacion se dejan dichos
contenedores en posicidon vertical a una temperaterd5.0 °C + 2.0 °C durante un
minimo de 3 dias y de nuevo se pesa cada envasends a registrar el peso en mg
como W,. Se determina el tiempo, T, en horas, durantei@l los envases estuvieron
bajo el ensayo. Se calcula el ratio de fuga, enpmg afio, de cada uno de los

contenedores segun la siguiente formula:

(365 dias) (24 horas / T horas) {WW,)

El ensayo cumple si el ratio de fuga medio por dédos 12 envases no es mas del
3,5% del peso neto de llenado y ninguno de losecmulores fuga mas del 5,0% del
peso de llenado neto por afio. Si un envase fugadet&s0% por afio y ninguno de los

envases fuga mas del 7.0% por afo, determinatie@lda fuga de otros 24 envases de la
manera indicada en el presente documento. No masiddos 36 envases fuga mas del
5.0% del peso de llenado neto por afio y ninguniosi&6 envases fuga mas del 7.0%

del peso medio de llenado por afio.

86



Duracion de la expansion

La evaluacion de este parametro es especialmepttamte con algunos productos en
espuma gue contiene principios activos muy poterae® esteroides tipo el acetato de

hidrocortisona, usado en la presente tesis.

La expansion de la espuma modifica la cantidadrideipio activo dispensado.

A continuacion se presenta un aparato y el ensay@®spondiente para analizar la
expansion de la espuma segun describe la FarmaEopepea en su monografia sobre
el control de espumas.

El aparato (Figura 3.3.) se compone de una buretd0dml y 15 mm de didmetro
interno, con una escala graduada de 0,1 ml, que llea llave de una sola via de 4 mm
de diametro. La sefial correspondiente a 30 mloestd minimo a 210 mm del eje de la
llave. La parte inferior de la bureta esta conex&ddoton pulsador del envase donde se
genera la espuma por medio de un tubo de plasticoayor que 50 mm y de 4 mm de
diametro interno. Mantener el envase a unos 25uf@nte al menos 24 horas. Agitar el
envase, con cuidado de no calentarlo, para homagena fase liquida de su contenido
y expulsar unos 5 ml a 10 ml de la espuma, desdol@ Conectar el pulsador a la
salida de la bureta. Oprimir el botén e introdurios 30 ml de espuma de una sola vez.
Cerrar la llave y, al mismo tiempo, poner en maramarondmetro y leer el volumen de
espuma en la bureta. Leer el volumen cada 10 segydsta que alcance su valor
maximo. Realizar tres medidas. En ninguno de lsesae requiere un tiempo superior

a 5 minutos para obtener el volumen maximo.
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Figura 3.3. Aparato para la determinacion de lacion de la expansion

Densidad relativa de la espuma.

Mantener el envase a unos 25 °C durante al mend®r24. Tomando precauciones
para evitar que se caliente, adaptar al pulsad@ddgnistracion un tubo rigido de 70
mm a 100 mm de longitud y aproximadamente 1 mmidmetro interno. Agitar el
envase para homogeneizar la fase liquida de serddoty expulsar unos 5 ml a 10 ml
de espuma, desechandolos. Tarar una capsula de ftaxtb de unos 60 ml de volumen
y unos 35 mm de altura. Colocar en una esquina défdsula el extremo del tubo rigido
unido al boton de administracion. Presionar el gquds y llenar la capsula
uniformemente con un movimiento circular. Cuandoetppuma se haya expandido
completamente, nivelarla con un portaobjetos, elimdo el exceso de espuma. Pesar.
Determinar la masa del mismo volumen de agua Ratido para ello la misma capsula

con agua R
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La densidad relativa de la espuma equivale a deidai:
m = masa en gramos de la muestra de espuma,

e = masa en gramos del mismo volumen de agua R.

Realizar tres medidas. Ninguno de los valores iddales se desvia del valor medio

mas del 20 por ciento.

3.2.2.4.-Estabilidad de las espumas (45)

Un programa de estabilidad para un aerosol farnti@oéconsiste en examinar todos los
materiales usados en el producto, por separado ywnde forma colectiva. Los
propelentes no presentan problemas de estabilidagug todos ellos son materiales
muy estables cuando se usan con excipientes damsacéutico. La caracteristica mas
importante del programa de estabilidad, especidkngrara inhaladores, es la
compatibiliad entre principio activo y los propekesy envase y valvula.

Ademas del ensayo de riqueza para el principiov@actia mayoria de los otros

parametros del ensayo estan relacionados con llaaeiu@n fisicoquimica del producto.

Los parametros que habitualmente se evallan ensunli@ de estabilidad de una
espuma son densidad de la espuma y sus caractsjstantidad de dosis liberada,
cantidad de principio activo, presién, pérdidamdo, tamafio de gotitas, productos de
degradacion, viscosidad, interacciéon del produaba ta valvula, interaccion del

producto con el envase.

3.2.3.- Geles (34-37)

3.2.3.1- Definicion

Los geles estan formados por liquidos gelificadws la ayuda de agentes gelificantes
apropiados. Son preparaciones homogéneas clammigdidas. Los geles se aplican a
la piel o a ciertas mucosas para fines protectteegpéuticos o profilacticos. Los geles
a menudo proveen una liberacion mas rapida detiprinactivo, independiente de la

hidrosolubilidad de dicho principio activo en cormgeaon con las cremas y pomadas.
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Existen los siguientes tipos de geles:
> Geles lipofilos
Los geles lipdfilos (oleogeles) son preparacionggms bases estan constituidas
habitualmente por parafina liquida con polietilenpor aceites grasos gelificados
con silice coloidal o por jabones de aluminio azin
> Geles hidrofilos
Los geles hidrdfilos (hidrogeles) son preparaciangss bases generalmente son
agua, glicerol y propilenglicol gelificado con Iguala de agentes gelificantes
apropiados tales como almidén, derivados de laasdu carbomeros y silicatos

de magnesio y aluminio.

3.2.3.2.- Excipientes para preparar un gel

Como en la formulacion de cualquier forma farmacéautdeben considerarse las
caracteristicas fisico-quimicas y farmacologicaspdiecipio activo, a las que estara

supeditado el vehiculo excipiente, en este cagelel

Los excipientes que forman o pueden formar partendgel son los siguientes:

» Liquido a gelificar
También llamado diluyente, y es el componente nitya, que en el
caso de los lipogeles suele ser aceites y en eldmaks hidrogeles suele
ser agua, glicerol, propilenglicol u otro liquidialfdfilo.

» Gelificante:
Suele ser un polimero natural o sintético, a unaceatracion baja,
inferior al 10% y que forma una matriz tridimensbeen el seno del
liquido hidrdfilo o lipdfilo.

» Regulador de pH (si procede)
Hay un tipo de polimero que da lugar a un gel dejeewlo del pH del
medio. Dan lugar a soluciones acidas, de aspectoose, que al
neutralizar con las bases adecuadas, aumentan skosidad vy

disminuyen la turbidez del medio.
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» Conservantes y/o antimicrobianos
Deben elegirse de acuerdo con las caracteristelazgente gelificante,
los coadyuvantes y principios activos, y teniengonpre presente cual
sera la utilizacion del gel.

» Antioxidantes
La introduccion de antioxidantes en la formulacie un gel viene
supeditada a la reactividad del principio activdeala oxidacion del
medio.

» Estabilizantes

» Espesante
Se introducen en la formulacion en el caso de gupigra aumentar la

viscosidad de un gel.

3.2.3.3.- Proceso para preparar un gel

En principio, la elaboracion de geles no implickcdltad técnica; sin embargo, segun
el dispositivo empleado puede incorporarse aire faoilidad, perdiendo entonces en

gran medida una de sus principales caracterigiigasolépticas, la transparencia.

En la industria farmacéutica se suele trabajareawtores al vacio o mediante des

aireacion posterior.

Los geles obtenidos con determinados polimeroawaii viscosidad segun la técnica y

el tiempo empleado en su agitacion. En algun dastién influye la temperatura.

Una vez elegido el vehiculo liquido, el productdifpante y la base para la
neutralizacion (cuando sea precisa), solamente peberse el producto gelificante en
contacto con el medio liquido, para que se vayaebiehdo y de lugar al gel

(gelificacion directa) o por posterior gelificacigrediante neutralizacion.

La incorporacion del principio activo, por lo geslerse efectia por disolucion en el
medio liquido, previamente a la incorporacion dedse gelificante.

91



Cuando por las caracteristicas del principio activam permitan incorporarlo

inicialmente, se aflade sobre el gel, una vez aldemediante agitacion.

Los principios activos insolubles o poco miscild@sagua o solubles en otro disolvente

(por ejemplo alcohol), pueden incorporarse mediantede los siguientes sistemas:

-Disolver en un medio hidroalcohdlico y posterionteegelificar.
-Elaborar el gel en agua y afadir el principioactlisuelto en alcohol, considerando el

grado alcohdlico final para evitar la floculacicel golimero.

Si el principio activo no fuera soluble en aguaphbl u otro disolvente hidrofilo, pero
si en aceite, se puede disolver en aceite y adaaligel, ya que los geles acuosos, de
elevada viscosidad, admiten la incorporacion delymtos oleosos a concentraciones

moderadas, dispersandose estos en el gel.

Durante el desarrollo de formas farmacéuticas igatihs, cuya formulacion contenga
un conservante antimicrobiano, debe demostrarseelzesidad y la eficacia del
conservante escogido.

Durante la fabricacion, envasado, conservaciérstriducion de formas farmacéuticas
gelificadas se toman las medidas necesarias paaatgar la calidad microbiologica

del producto.

Durante la fabricacién de las formas farmacéutgelfficadas, se toman las medidas

adecuadas para confirmar que se cumplen las pexg@sedeoldgicas definidas.

3.2.3.4.- Caracteristicas de los geles

Idealmente, los agentes gelificantes para produetosacéuticos deberian ser inertes,
Seguros y no reactivos con otros componentes figrtaulacion. Una incompatibilidad
gue ocurre a menudo es la combinacién de un prinaigivo catidénico, un conservante
0 un tensioactivo con un formado de gel aniénicoeBtos casos, la sustancia catiénica
pierde su actividad o precipita. El alginato sod&mbién ha demostrado en ocasiones

que reduce la concentracion de conservantes cat®en solucion.
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La adicion de un agente gelificante en la formdacilebe proveer a la misma una
naturaleza razonablemente soélida durante el almatento que pueda ser rota
facilmente cuando esté sujeta a fuerzas de cizaifteo por ejemplo las generadas por la

agitacion de una botella, apreton de un tubo orderda aplicacion topica.

El gel debe mostrar ligeros cambios de viscosidajd bariaciones de temperatura
durante el uso normal y el almacenamiento. Estonmza cambios inaceptables en las

caracteristicas del producto.

Muchos geles, particularmente aquellos de natwglelisacarida, son susceptibles de
degradacion microbiolégica. La incorporacion de agonservante adecuado podria
prevenir de contaminacion y consecuentemente @éridida de las caracteristicas del

gel debido al ataque microbioldgico.

Las caracteristicas del gel deben ir alineadastaro propuesto. Un gel por via tépica
no debe ser pegajoso. Una elevada concentraciageliietante o el uso de un excesivo
peso molecular podrian producir un gel dificil depdnsar o de aplicar. Un gel

oftdlmico debe ser estéril.

Capacidad de hinchamiento

Los geles pueden hincharse, absorbiendo liguidaunancremento en el volumen. La
capacidad de hinchamiento puede observarse ersdairizcial de la disolucion. Los
solventes penetran en la matriz del gel. Las intgwaes entre gel-gel son sustituidas

por interacciones gel-solvente.

Una capacidad de hinchamiento limitada es generdéred resultado de cierto grado de

reticulacion en la matriz del gel que previeneisaldicion total.

Sinéresis

Muchos sistemas en gel padecen una contracciérorarge en pie. El liquido
intersticial es expulsado juntandose en la superdiel gel por lo que el gel pasa de ser

una sustancia homogénea a una segregacion de cem@®nsolidos separados y
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contenidos en la fase liquida. Este proceso escadtmoomo sinéresis. La sinéresis no
esta limitada a hidrogeles organicos sino que téméeé ha observado en organogeles e
hidrogeles inorgénicos. Tipicamente, la sinéresisuglve mas pronunciada cuando la

concentracion del polimero disminuye.

El mecanismo de contraccion se ha relacionado @oeldjacion de presiones elasticas
desarrolladas durante la formacion del gel. Cuagstas presiones son aliviadas, el
espacio intersticial disponible para el solventerestuce, forzando la expulsion del
fluido. Efectos osmdticos, asi como pH y conceimbraelectrolitica estan implicadas en

la influencia de la sinéresis.

Estructura

Las particulas inorganicas son capaces de gelificarehiculo mediante la formacion
de estructura “castillo de naipes”. Determinadadllas, como la bentonita o el caolin,
poseen una estructura laminar que se hidrata cdidéal. Las superficies planas de las
particulas de bentonita se cargan negativamentatnage que los bordes se cargan
positivamente. La atraccién de la cara de los soddeesas laminas coloidales, crea una
red tridimensional de particulas a través del tiquiinmovilizando el solvente. Las

interacciones que se producen entre las partisolasiébiles, rompiéndose al agitar.

Las largas cadenas de los agentes gelificantesioogase extienden en buenos
solventes, como seria el caso de geles acuosaslodeba formacion de puentes de
hidrogeno entre el agua y los grupos hidroxilosatginte gelificante. En un solvente
pobre, la molécula de gel estaria mas o menosefuertte enrollada, prefiriendo una
interaccion con ella misma que una interaccion elosolvente. Cada segmento de las
moléculas disueltas estd en constante movimien¢éataio, zarandeadas por el
movimiento de las moléculas del solvente a travék liduido. Este movimiento

aleatorio sirve para entrelazar filamentos del rpeid, siendo dicho entrelazado el

responsable de la viscosidad y estructura de les geganicos.

Los polimeros organicos usados en los hidrogedesléin a ser cubiertos con agua de
hidratacion. Esto permite a las moléculas del padndeslizarse una sobre otra a bajas

concentraciones debido a la lubricidad de las nutd&cde agua que intervienen. Si el
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grado de hidrataciéon es bajo, las fuerzas de abradotermoleculares, como los

puentes de hidrogeno y las fuerzas de Van der \Waatsan unos puentes secundarios
débiles entre las moléculas de polimero. A coneeines de polimero suficientemente
altas, se puede formar una red continua de cadieniateraccion débiles. La asociacion
de estas cadenas podria producir pequeias rediocess de naturaleza cristalina

dispersada en el lecho de polimero entrelazado.

Las sales pueden atraer parte del agua de hidmtael polimero, permitiendo la
formacion de mas puentes secundarios intermolesjlgroduciendo gelificacion y
precipitacion. Esto es conocido como salificaciéws cationes multivalentes tienen un
efecto fuerte en las soluciones de polimeros aréniLa formacion de puentes en los
polimeros por el efecto de los cationes di o temtds, como ocurre en la adicion de
cobre a la soluciones de carboximetilcelulosa sodicalginato sodico y calcico,

produce la formacién del gel.

Los alcoholes tienen un efecto similar. Ademasalosholes alteran las caracteristicas
de los solventes cambiando el parametro de sadabiliLa adicion de un alcohol a
menudo provoca coacervacion en lugar de gelificad@bacervacion es la produccion
de una fase rica en polimero, viscosa y solvatdd@ndo atras una fase que es

mayoritariamente solvente y por lo tanto pobre @mpero.

La mayoria de gelificantes son més solubles en egliente que en agua fria.

Algunos polimeros muestran gelificacion térmicaoEgolimeros son mas solubles en
agua fria; las soluciones de estos materialesfiog@licuando se calientan. Algunos

ejemplos son la metilcelulosa y el poloxamer.

La gelificacion debida a cambios en la hidratagidncambios en la temperatura, tiende
a ser reversible. Los geles licuan y se vuelveresaablecer de nuevo cuando la
temperatura vuelve a su valor inicial. La gelifiéecproducida por reacciones quimicas
como los puentes salinos o reticulacién, es irgbly. Estos geles no pueden licurase

por dilucién o cambios de temperatura.
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El peso molecular es una consideracion importamta érmacion de un gel. Polimeros
muy largos puede enredarse en mayor medida, |dlepsea una mayor viscosidad de
gel a una concentracion dada. De esta forma, sa&epuequerir una menor
concentracion de un polimero de alto peso moleqdaa gelificar el solvente. Esto
puede ser un inconveniente por ejemplo en la difudificil de un gel tépico debido a
las interacciones de alta cohesion entre los fildasede gel. Del mismo modo, un
polimero de bajo peso molecular requiere una alt@entracion para crear viscosidad y
formar un gel, posiblemente con el consecuenteeimento de coste debido a la

cantidad de gelificante utilizada.

Reologia

Soluciones de agentes gelificantes y de dispersiafe solidos floculados son,
tipicamente pseudoplasticos, exhibiendo un commpietzto de flujo no newtoniano
caracterizado por una viscosidad decreciente comemremento en la velocidad de
cizallamiento. Este comportamiento es debido adgresiva rotura de la estructura del

sistema.

La estructura tenue de las particulas inorganitsgetsadas en agua se interrumpe
cuando se aplica una fuerza cortante. Conforme atantkcha fuerza cortante, cada vez

MAas asociaciones interparticulares se rompen exitibiuna mejor tendencia a fluir.
Similarmente, para macromoléculas dispersadas ensalwente, la tension de
cizallamiento aplicada tiende a alinear las mokxutn direccion a dicha tension
aplicada. Las moléculas se enderezan, llegando meeos enredadas a medida que
aumenta el cizallamiento, lo que reduce la resisdeal flujo.

3.2.3.5. Estabilidad de un gel

La formulacion y fabricaciéon de un sistema en fordeagel no es completa sin la

evaluacion de la estabilidad de dicho sistema.
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Definicion

Una formulacion en gel que no es estable o adecyadla comercializar bajo
circunstancias normales, exhibiria cambios irrelles en sus propiedades reoldgicas

de magnitud suficiente como para provocar que fura@eptable en su uso final.

Ejemplos de geles inestables incluyen aquellos gae establecen durante el
almacenamiento y que ya no se pueden exprimirta gef tubo, o aquellos geles que
proceden con separacion de fases, ya sea deldigeodho ocurre en la sinéresis) o del
sélido (como en la sedimentacién de particulasamgbién aquellos que sufren una
pérdida progresiva de viscosidad o consistenciabmamdo de semisélida a liquido

ViSCO0SoO.

Es importante remarcar que el comportamiento rémdgs complejo. Un cambio en el
comportamiento reoldgico debe ser interpretadoweprepio marco de referencia, es
decir las propiedades deseadas del producto #salpues, una pequefia disminucion
de la viscosidad en un champu transparente pogrimscho menos significativa que el

mismo cambio en un producto tépico con un princgumtivo en suspension.

Pruebas

La mayoria de los geles muestran una comportamientdgico no newtoniano y, por
lo tanto, no pueden ser caracterizados por unadaddiica de viscosidad. A pesar de
ello, las determinaciones de viscosidad aparen&rdaadas en una Unica velocidad de
cizallamiento pueden ser Utiles para comparar esitrdiferentes lotes o muestras
almacenadas a lo largo del tiempo. Una medida epuwnio Unico no proporciona
ninguna pista del comportamiento del material aunira otra velocidad de cizalla, y
nadie puede usar el resultado del ensayo a otomigtat de cizalla para extrapolar el
comportamiento a otra velocidad de cizalla. Un goigss valido si duplica la velocidad
de cizallamiento de la propiedad que se esta amal@ Por ejemplo, velocidades de
cizalla muy bajas deberian usarse para determinaia del rendimiento. Del mismo
modo, las pruebas de extensibilidad deberian feantvelocidades de cizalla altas para
aproximar el alto cizallamiento experimentado plopmducto cuando se frota en la

piel.
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El valor del rendimiento de un material viscoel&stpuede determinarse con un
penetrémetro. El penetrémetro es un cono o agujaetal, a pesar de que también se
han usado conos con angulos duales consistentash egono de angulo pequefio
montado sobre un cono con un angulo mas amplioedtE® ensayo se determina la
profundidad de la penetracién resultante del comtdel cono con el producto bajo

condiciones de fuerzas conocidas.

La formula que se aplica para determinar el vaklr réndimiento con un cono de

angulo simple es la siguiente:

en donde:

So= valor del rendimiento

m= masa del cono y de las partes moviles

g= aceleracion debido a la gravedad

p= profundidad de la penetracion

n= constante de la materia, aproximadamente 2

Ki= 1k co€ o cosy (20, es el &ngulo del cono)

Valores de rendimiento dentro del intérvalo de 1000 dinas/cm2 se clasifican como
facilmente extensibles. Por debajo de este inténelmaterial es demasiado blando y
fluido. Por encima de este intérvalo, el material demasiado duro y no puede

extenderse.

La estructura de los geles, como se ha descririamhente, se produce debido a
interacciones particula-particula o entrelazadoemdér. EI movimiento aleatorio
conduce a la rotura continua y la reforma de looes. La teoria viscoeslastica
también considera estos procesos oponentes. A bajasidades, el material se
comporta de una forma elastica debido a los fueritsces. Conforme el stress aplicado

va aumentando, la estructura es modificada al sseeta un proceso de rotura del
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enlace y reforma. Con la fuerza aplicada necessgiapmpen suficientes enlaces de
forma que la estructura se altera y se produckijel ¥iscoso. La elasticidad inherente
en un sistema como éste, permite recuperar parta deformacién, aunque no toda,
cuando el estrés es liberado. Curvas con deslindosielemuestran graficamente este
comportamiento progresivo. La primera ventaja daatarizar este sistema en cuestion
de esta forma es que caracteristicas fundamertalegscosidad y elasticidad pueden
obtenerse con minimo estrés mecanico. Por lo tleg¥@ambios sutiles que ocurren con
el almacenamiento o el uso pueden ser evaluadsimaydarizados, lo que lleva a definir

el valor de una estabilidad aceptable.

Muchos otros ensayos son utilizados para exammaauptos semisolidos en general, y
en concreto geles. Estos ensayos exponen al pmducbndiciones estresantes para
determinar el intérvalo de condiciones bajo ladesual producto se comportaria bien.
Ciclos de congelacion-descongelacién se pueden pssar ver si la separacion o la
sinéresis pueden ocurrir. El almacenamiento de trasesa varias temperaturas
proporciona buena informacion sobre los requeritoede almacenamiento de un gel.
Las temperaturas elevadas usadas para estudiaregterimientos, no deberian de ser
muy altas, probablemente no deberian de sobreps&0 °C. Las conclusiones
obtenidas en este ensayo de temperaturas elevatbesiath ser moderadas con el
conocimiento de que podria no existir una corrélaccon el almacenamiento a
temperatura ambiente durante un largo periodoedgot debido a la posibilidad de que
los cambios en las fases ocurran a altas tempasap@ro no a temperatura ambiente.
Una prueba de envio es Uutil. El envio de un loteudegel lo somete a golpes y
variaciones de temperatura que el producto expetare cuando se comercialice. Si el
gel permanece inalterado en destino, significa ljaepasado satisfactoriamente un

ensayo importante.
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PARTE EXPERIMENTAL
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CAPITULO 4: ESTUDIO DE LA FORMULACION Y TECNICA DE
ELABORACION

Se pretende desarrollar un preparado semisolidocquéenga hidrocortisona como

principio activo en una concentracion del 1%.

Para la seleccion de la formulacién y proceso teidacion final, se trabaja con el
acetato de hidrocortisona y con la hidrocortisoagebcomo principios activos. La
concentracion de hidrocortisona base equivaleideda acetato de hidrocortisona seria
de 1,11%.

Una vez estudiado y seleccionado la formulacionoggso de fabricacion, se realizaran
estudios de estabilidad con las dos formas de iprinactivo utilizados, para evaluar
cual de ellos es el que tiene propiedades de kdtabmejores y por lo tanto el que se

debera escoger en la formulacién final.
La administracion del preparado sera via rectéena de enema.
Se pretende buscar una formulacion, utilizando serée de excipientes, en la que la
hidrocortisona sea estable, segura y eficaz enrlaentracion mencionada y mediante
la administracion rectal en forma de enema panamiento de la colitis ulcerosa.
Para ello se estudiaran las siguientes formas tautiaas:

1. Emulsion

2. Espuma

3. Gel

4.1. EMULSION

Se estudian varias formulaciones y procesos décéatidn de emulsiones con el fin de

obtener un preparado estable y de aspecto correcto.
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4.1.1. Diseno de la formulaciéon

Tal y como esté descrito en el apartado 3.2.5k ¢lamas son emulsidénes constitutidas
por una fase lipofila y una fase acuosa. Asimiserouna crema tiene que haber un

agente emulgente que es el que cohesionara ladassa con la fase oleosa.

En determinadas ocasiones en la fase acuosa se @fiatscosizante para proporcionar
finalmente una emulsion mas estable. En otrasettin de crear una crema de aspecto
MAas suave y con mayor capacidad de penetraciGuese afiadir un emoliente.

En casos como el actual, en donde el pricnpio @as muy insoluble en bastante
medios, se suele utilizar solubilizantes que pemmincorporar el principio activo con

mas facilidad.

Para preservar la crema de posible contaminaci@robiolégica y oxidacién, es
habitual incluir conservantes y antioxidantes. Ti#mbse suele incluir un agente
quelante a base de compuestos organicos capacéwnd@ complejos con iones
metdlicos, que detienen la actividad catalitica dihos iones en el proceso de
oxidacion de reaccién en cadena. Esta reaccidnmavigne que se realice la oxidacion
normal sino Unicamente retarda la formacion debxido y al mismo tiempo prolonga
el periodo de induccion que evitara cualquier tiigoreaccion entre posibles trazas de

metales que pudieran quedar en el preparado.

Por ultimo, se utilizara un agente acidificantenyagente alcalino, para proporcionar a

la crema el pH requerido.

Se realiza una busqueda bibliografica de produgtespuedan realizar las funciones

arriba mencionadas para crear una crema (47):
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Funcion Nombre Farmacopea europea Sinénimo

Fase acuosa Agua purificada Agua purificada

Comentarios:

Se decide utilizar el agua purificada como disdieae la fase acuosa ya que es uno de los

componentes mas comunes y asequibles econémicahaéado en la industria farmacéutjca

y por lo tanto uno de los mas usados.

La concentracion a utilizar, seré la cantidad setfiie para completar el 100% de la totalidad de

los ingredientes de la crema.

Cuadro 4.1. Tabla donde se muestran los diferexigpientes que pueden tener la

funcién de Fase acuosa.

Fase oleosa (48) Aceite de oliva Aceite de oliva
Aceite de almendra Aceite de almendra
Aceite de ricino Aceite de ricino
Aceite de cacahuete Aceite de cacahuete
Lauroyl macrogolglyceridos or Labrafil M
Linoleoyl macrogolglyceridos or
Oleoyl macrogolglyceridos

Comentarios:

En general, cualquier aceite vegetal que comadaitenga una mezcla de glicéridos de ac|dos

grasos, podria ser utilizado como disolvente dada oleosa. En concreto, se escoge el aceite

de oliva porgue es uno de los que mas facilmeneneseentra en el mercado, ademas de| que

econdémicamente tiene también sus ventajas convastitAsimismo, hay experiencia en el Uso
del aceite de oliva en enemas, linimentos, ungéenjabones (49).
El aceite de oliva, contiene la siguiente composide acidos grasos: Acido miristico (14 : 0),
<0.5%, acido palmitico (16 : 0), 7.5-20.0%, aciddnptoleico (16 : 1), 0.3-5.0%, &acido
hepatodecenoico (17 : B0.3%, acido estearico (18 : 0), 0.5-5.0%, acid@ol€l8 : 1), 55.0+
83.0%, acido linoleico (18 : 2), 3.5-21.0%, acigwlenico (18 : 3)<0.9%, acido araquidic
(20 : 0),<0.6%, acido eicosenoico (20 : K0.4%, acido behenico (22 : 030.2%, acido
lignocerico (24 : 0)<1.0%. También hay presencia de esteroles.

[®)
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Como alternativa, se escoge un glicérido de matmmmuopuesto por ésteres de polietilenglicol

y una fraccién de glicéridos. Actua asimismo desitgctivo y estd asociado con una ma

penetracion del medicamento.

Se escoge en concreto el glicérido de macrogolilo{eabrafii M1944) con un balance

hidrofilico-lipofilico (HLB) de 4.

Cuadro 4.2. Tabla donde se muestran los diferexigpientes que pueden tener la

funcién de Fase oleosa.

Agente emulgente Alcohol cetoestearilico Lanette O®

Palmitoestearato de etilenglicol, estearatq @lefose 63®
PEG- 6 y estearato de PEG-32

Laurilsulfato sédico Laurilsulfato sédico
Hidroxipropilcelulosa Hidroxipropilcelulosg
Carbomero Carbopol

Comentarios:

Basado en la experiencia previa con el Alcoholestarilico se escoge este agente emulg

yor

ente

para realizar la preparacion de la crema topicdagformulaciones farmacéuticas tdpicas, este

agente emulgente suele aumentar la viscosidaduaracomo un emulsificante en emulsiénes

A/O y O/A. El Alcohol cetoestearilico estabiliza Emulsion y también actua como
emulsificante disminuyendo por lo tanto la cantideicl de tensioactivo necesaria para ¢
una emulsién estable.

Como alternativa se escoge la mezcla de Palmitrastede etilenglicol, estearato de PEG-

CcO

[ear

6y

estearato de PEG-32 (Tefose 63®) puesto que eselalancon propiedades emulgentes

recomendadas para la fase olesosa anteriormertagigsg¢Labrafil M1944). Es un emulgen
no idnico aceite en agua muy usado para aplicamomucosas debido a la probada tolera
de las mucosas. Las caracteristicas sensoriales tgextura incluyen emulsiénes blanca

brillantes con textura suave, capacidad de exteresiOelente y suavidad durante la aplicacic

Cuadro 4.3. Tabla donde se muestran los diferexigpientes que pueden tener la

funcion de emulgente.
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Emoliente Oleato de decilo Cetiol V
Parafina Vaselina filante
Glicerina Glicerina
Lanolina Lanolina

Comentarios:

Basada en la experiencia previa, se escogen dbateadecilo y la parafina como agentes

emolientes.

Cuadro 4.4. Tabla donde se muestran los diferexigpientes que pueden tener la

funcién de emoliente.

Agente solubilizante | Dietilenglicol monoetil éter tokidiglicol

Ciclodextrina Ciclodextrina

Fosfolipidos Fosfolipidos

Comentarios:

Basado en la experiencia, se escoge el dietilengionoetil éter como agente solubilizan

Este producto suele tener un amplio espectro deatinilidad quimica y es ampliamen
usado en preparaciones farmacéuticas orales, d&ryigarenterales. Asimismo, el age
solubilizante escogido actua como potenciador deelzetrabilidad en la piel para multipl

principios activos, principalmente aquellos coralsglubilidad.

Cuadro 4.5. Tabla donde se muestran los diferexigpientes que pueden tener la

funcién de agente solubilizante.

Conservante Metilparahidroxibenzoico / Metilparabeno Nipagin

antimicrobiano Propilparahidroxibenzoico / Propilparabenag Nipasol

Acido benzoico Acido benzoico

Fenoxietanol Fenoxietanol

Comentarios:

Se escoge el metilparabeno y el propilparabenct@ue® son los conservantes mas usadd

formas farmacéuticas semisolidas.
La combinaciéon de metilparabeno (0,18%) junto coprepilparabeno (0,02%), se suele u

para conservar algunas formas farmaceuticas peaategeya que dicha combinacion tiene

s en

sar

un
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efecto sinérgico.
Los parabenos son efectivos en un intérvalo de pi amplio y tienen un amplio espect

antimicrobiano aunque son mas efectivos frentengd®y levaduras.

=

(0]

En ambos conservantes, se usa la forma no sédiqagya pesar de que es menos soluble en

agua, el pH de la formulacion final se mantieneaores alrededor de 5,0, a diferencia de 4
usa la forma sddica en donde el pH aumenta hakteesalrededor de 9.

51 se

Cuadro 4.6. Tabla donde se muestran los diferexigpientes que pueden tener la

funcién de conservante antimicrobiano.

Agente quelante Edetato disodico EDTA

Acido pentetico Acido pentetico

Comentarios:

Basado en la experiencia formulando este tipo @pagvaciones, se escoge_el EDTA co
agente acomplejante. Este producto es usado enicanmtErvalo de preparaciong
farmacéuticas incluyendo preparaciones tépicasoanentraciones tipicas de entre 0.005¢
0,1%.

Las formas de edetato sodico forman complejos Edubn agua (quelatos) con produc

tos

alcalinos e iones de metales pesados. La formaatgueliene menos propiedadEs

inestabilizadoras que el ion libre y por esta raladmagentes quelantes son frecuentem
descritos como secuestradores de iones de lasswsc

nte

Cuadro 4.7. Tabla donde se muestran los diferexigpientes que pueden tener la

funcion de Agente quelante.

Agente antioxidante Butilhidroxianisol BHA
Butilhidroxitolueno BHT
Acido ascorbico Vitamina C

Comentarios:

Basado en la experiencia formulando este tipo @pgpaciones, se escoge_el BHA co
antioxidante con algunas propiedades antimicrolkiana
Este producto se suele usar en combinacion coa atriioxidantes como butilhidroxitoluena

secuestrantes o sinérgicos como acido citrico.

mo
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El BHA es fendlico y sufre reacciones caractemsticle los fenoles. Es incompatible ¢

agentes oxidantes y sales férricas. De ahi quagrde metales y la exposicién a la luz, cad

pérdida de actividad.

on

Isen

Cuadro 4.8. Tabla donde se muestran los diferexigpientes que pueden tener la

funcién de agente antioxidante.

Agente acidificante Acido citrico Acido citrico
Acido sulfarico
Acido clorhidrico

Comentarios:

Cualquier acido en solucion puede ser utilizado @womgente acidificante. Basado en

experiencia, se usara_el acido citrico para ajestad de la preparacion formulada.

Cuadro 4.9. Tabla donde se muestran los diferexigpientes que pueden tener la

funcién de agente acidificante.

Agente alcalinizante | Trietanolamina Trietanolamina
Hidroxido sodico
Bicarbonato sédico

Comentarios:

Se escoge la trietanolamina como agente alcalit@zégbido a su amplio uso en formulacio

farmacéuticas topicas, principalmente en emulsiénes

Nes

Cuadro 4.10. Tabla donde se muestran los diferext@pientes que pueden tener la

funcién de agente alcalinizante.
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Viscosizante fase Almidén de maiz Almidén de maiz
acuosa Alginato sddico
Maltodextrina

Hipromelosa

Comentarios:

Por la experiencia como agente viscosizante, segesel_almidon de maiz con el objetivo |de

preparar un engrudo de almidén previo a la incagon de la fase oleosa. La preparativa de

este engrudo, se explica ampliamente en el apadtdds.

Cuadro 4.11. Tabla donde se muestran los diferenteipientes que pueden tener la

funcién de viscosizante de la fase acuosa.

4.1.2. Materias primas

4.1.2.1. Principio activo
Los principios activos evaluados en la presents t&m el acetato de hidrocortisona y
la hidrocortisona base. Ambos estdn amplicamentaciizados y descritos en el
apartado 2.7.1. y 2.7.2..

4.1.2.2. Excipientes (47)

En el cuadro 4.12. se lista los excipientes esosgidra la fabricacion de la crema con

acetato de hidrocortisona, asi como su funcioroygedor.
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Nombre Farmacopea europea| Sinbnimo Funcion Proveedor

Aceite de oliva Aceite de oliva Disolvente fasBasf
oleosa

Caprylocaproyl Labrafil M Disolvente fase Gattefosse

macrogolglyceridos oleosa

Lauroyl macrogolglyceridos
Linoleoyl macrogolglyceridos
Oleoyl macrogolglyceridos

Stearoyl macrogolglyceridos

Almidon de maiz Almidon de maiz  Viscosizante faszarqill
acuosa

Alcohol cetoestearilico Lanette Agente emulgente  sfBa

Palmitoestearato deTefose 63 Agente  emulgenté&attefosse

polietilenglicol y etilenglicol no iénico

Oleato de decilo Cetiol V Emoliente Basf

Parafina Vaselina filante Emoliente Parchem

Metilparahidroxibenzoico Nipagin Conservante Clariant

Metilparabeno (*) antimicrobiano

Propilparahidroxibenzoico /Nipasol Conservante Clariant

Propilparabeno (*) antimicrobiano

Edetato disodico EDTA Agente quelante Parchem

Butilhidroxianisol BHA Agente antioxidante

Dietilenglicol monoetil éter Etoxidiglicol Agent®libilizante | Gattefosse

Agua purificada Agua purificada Disolvente fada house
acuosa

Acido citrico Acido citrico Agente acidificante| Bas

Trietanolamina Trietanolamina Agente alcalinizantBasf

(*) En ambos conservantes, se usa la forma no aguimque, aunque es menos soluble

en agua, el pH de la formulacion final se mantienevalores alrededor de 5,0, a

diferencia de si se usa la forma sédica en dongél elumenta hasta valores alrededor

de 9.

Cuadro 4.12. Lista de excipientes escogidos pdvdacta la crema con acetato de

hidrocortisona
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4.1.3. Equipos

Los equipos que se utilizan para fabricar la crema acetato de hidrocortisona, se

listan en el cuadro 4.13.:

Equipos de fabricacion Marca Modelo
Reactor de acero inoxidable cpBIMPLEX RS-45
agitacion y camisa calefactora
Balanza Delta Range PG4002-S
Balanza Mettler Toledo AG204DR
Agitador IKA RW 20 digital
Helice agitadora IKA R 1385
Ancora agitadora IKA R 1330
Contenedor inoxidable Glatt No procede
Placa calefactora IKA C-MAG HP 1
IKATHERM®

Cuadro 4.13.: Listado de los equipos de fabricaandarca y modelo utilizados para

fabricar la crema con acetato de hidrocortisona

4.1.4. Metodologia (50-51)

El estudio de la formulacién se inicia a partirdies formulas base con los siguientes

excipientes propuestos:
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4.1.4.1.Formulaciéon 1

Componentes Cantidad (g)
Acetato de hidrocortisona 1,1100
Aceite de oliva 7,0000
Almidon de maiz 3,0000
Lanette 2,5000
Cetiol V 3,0000
Nipagin 0,1800
Nipasol 0,0200
EDTA 0,0005
BHA 0,0100
Etoxidiglicol 3,300
Agua purificada c.s.p. 79,8795
Acido citrico anhidro C.S.p.
Trietanolamina C.S.p.
Total 100.00

Cuadro 4.14. Lista de excipientes y principio actipie componen la Formulacion 1

4.1.4.2 Formulaciéon 2

Componentes Cantidad (g)
Acetato de hidrocortisona 1,1100
Tefose 63 15,0000
Labrafil M 3,0000
Vaselina Filante 0,1000
Nipagin 0,1800
Nipasol 0,0200
EDTA 0,0005
BHA 0,0100
Etoxidiglicol 3,300
Agua purificada c.s.p. 77,2795
Acido citrico anhidro C.S.p.
Trietanolamina C.S.p.
Total 100,00

Cuadro 4.15. Lista de excipientes y principio axtipe componen la Formulacién 2
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La especificacion del pH de la emulsién es un peatéorimportante para la estabilidad
de la formulacion, ya que las posibles variaciongs ocurran en el resultado de dicho
parametro, son indicativas de la existencia debpexsialteraciones fisicas, quimicas y/o
galénicas de del producto. Dicho parametro, sediestuen el capitulo 8 dedicado a la
estabilidad del preparado farmacéutico en desarrBlara el estudio de la técnica de
elaboracion, el pH de la formulacion lo ajustaremoise 4,00 y 5,00.

Para elaborar el proceso de fabricacion de la edmilfas fases oleosa y acuosa son
preparadas separadamente y después se incorpoeasalre la otra. Ademas la fase
dispersante (fase acuosa) no contiene la totaltkadu disolvente.  El resto del
disolvente de la fase dispersante se afiade dedpua@sncorporacion de la totalidad de
la fase interna en la fase dispersante obteniénalag emulsion primaria. El principio

activo se aflade a continuacion en la emulsion piama
Antes de realizar cada una de las fases del prates$abricacion, el equipo, los utiles
de produccion y la zona de trabajo deben ser aogpeados y estar absolutamente

limpios.

4.1.5. Resultados experimentales y discusion deHarmulacion 1

Partiendo de la formulacion 1 citada en el antejmartado, se inician los estudios de
elaboracion de la emulsién que daréa lugar al meukcdo deseado.

El proceso de fabricacion de la emulsion, y susseomentes pasos, seran las fases

Fasel.l, Fasel.2, Fase2, Fase3 y Fase4.

114



Proceso de fabricacion Fase 1.1 Faselp FaseZ eFagFase 4
-Almidén
Fase acuosa (engrudo dg .. ...
almidon) -Agua
Incorporacién del almidoénpurificada
en caliente “Nipagin
-EDTA 45,00 45,00 | 45,00
""""""""""""""""""""" -Almidén
Fase acuosa (engrudo dg de maiz
almidadn) -Agua
Incorporacién del almidon purificada
en frio -Nipagin
-EDTA - - -
___________________________________ -Aceite de
oliva
Fase oleosa _Lan_ette
-Cetiol V
-BHA
- - -Nipasol - -
___________________________________ Fase
oleosa
Emulsion primaria sobre
fase
- - - acuosa -
Dispersion del principio
activo (acetato Prln(?uc?lo. activo
Etoxidiglicol
Hidrocortisona o Agua
hidrocortisona base) - - - purificada

* Preparacion del engrudo de almidén Fasel.1.:

Se comienza con los estudios experimentales parafcelengrudo de almidén con

la finalidad de optimizar su formacion al considseaun proceso critico que puede

afectar posteriormente a la estabilidad de la edgnfaal.

El engrudo de almidén sera la fase acuosa de lésEmuwque posteriormente se creara
al mezclarse con la fase oleosa.
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Formula:

Productos %

Almidén de maiz 3,0000
Agua purificadacps | 97,0000 |
Total 100,0000

Se prepara un engrudo de almidén siguiendo losiesites pasos del proceso de

fabricacion:

Llenar un recipiente con el agua purificada.
Calentar a 90 °C con agitacion lenta.

Afnadir el almidén y mantener agitacion rapida dte880 minutos.

A

Verificar la formacion del engrudo de almidén.

Se observa que se forma un exceso de espuma g gnleesalir por el recipiente.

Al calentar el agua purificada a 90 °C se obsema gpmienza a evaporarse. Para
evitarlo se cubre el recipiente con una hoja deslpd@ aluminio. Asimismo se observa

dificultad para mantener una temperatura de 90 °C.

El engrudo creado es de alta viscosidad producgasngmblemas a nivel de agitacion.

Se usa un iman de mayor tamario y se disminuyddaigdad de agitacion.

Se observa formacion de grumos incluso despuégitée 80 minutos mas.

La conclusién del proceso de fabricacion del engrdel almidon de la Fase 1.1 es que

no es correcto.

No se llega a afiadir ni el Nipagin ni el EDTA yaedas caracteristicas del engrudo de

almidén creado no son las adecuadas.
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» Se ensaya el proceso de fabricacion del engrudnidon segun los siguientes
pasos (Refl.2.):

1. Llenar un recipiente con agua purificada.
Calentar a 90 °C con agitacion rapida.

3. Afadir el almidén lentamente en agua purificada $r homogeneizar
agitando manualmente.

4. Verificar la formacion del engrudo de almidon.

Enfriar agitando lentamente.

En esta ocasién, el mucilago de almidon creadonasdispersion translucida viscosa
sin grumos, dandose por lo tanto por correcto @gso de fabricacién del engrudo de

almidon.

Posteriormente, se repite el proceso de fabricageélrengrudo de almidén evaluado
antes, pero incorporando el EDTA y Nipagin denteb mroceso de fabricacion segun

los siguientes pasos:

1 Llenar un recipiente con agua purificada

2 Calentar hasta 90 °C de temperatura con agitagpida. Cubrir el recipiente
con una hoja de papel de aluminio para evitar éekacion.
Afnadir el Nipagin y homogeneizar manualmente.
Anadir el almidén lentamente en agua fria y homegam agitando
manualmente.
Verificar la formacion del engrudo de almidon.

Anadir el EDTA y homogeneizar con agitacion raditd minutos)

Se obtiene una solucion translicida muy viscosadded una fuerte evaporacion de

agua.

« [Fase 2:

Se continta con el proceso de obtencion de la fadmale laemulsién final.

Para ello se inicia la preparacion de la fase alelesla emulsion.
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Formula de la fase oleosa de la emulsion:

Productos %
Aceitedeoliva ¢\ 7,0000
Lanette 2,5000
CetiolV 3,0000
BHA o ....00100
Nipasol 0,0200
Total

Proceso de fabricacion de la fase oleosa de lasginul

1 Colocar en un vaso de precipitados:
Aceite de oliva
Lanette
Cetiol V
BHA
Nipasol
2 Calentar hasta 70 °C bajo agitacion lenta.

3 Verificar la homogenizacion de la fase oleosa.

« Fase 3: Preparacion de la emulsién primaria:

1  Verificar que la temperatura de las fases acuadaosa sea a 70 °C.
2  Afadir la fase oleosa sobre la fase acuosa lentameagjo fuerte agitacion.
3  Homogeneizar durante 10 minutos a 1100 rpm

Dejar reposar la emulsién durante 2 horas.

+ Fase 4: Dispersion del princpio activo (acetato kiglrocortisona o

hidrocortisona base)

A continuacion se prepara la dispersion del pringmtivo (acetato de hidrocortisona o

hidrocortisona base) para posteriormente introthuem la emulsién primaria creada:
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Mezclar el principio activo y el etoxidiglicol y spersarlos después en el agua

purificada.
Productos % %
Acetato de Hidrocortisona 1,1100 -
Hidrocortisona base - 1,0000
[Etoxidiglicol | 3,3000 3,3000
(Agua purificadacps | 95,5900 95,7000
Total 100,0000 100,0000

Incorporacion de la dispersién de principio acegvola emulsién primaria:

1 Verificar que la emulsion primaria no esté a umageratura superior a 40 °C.

2 Aidadir la dispersion del principio activo con fieedgitacion de cizalla.

3 Anadir el agua purificada.
La emulsion obtenida presenta un aspecto sin gryrbtanca.
A continuacion se ajusta el pH entre 4,0 y 5,0 woa solucion del 1% de &cido citrico
anhidro utilizando 0,70 ml de dicha solucion pabéeoner una media del pH en tres

ensayos de 4,76 (especificacion entre 4,0 y 5,0).

Se controla la viscosidad de la emulsion obteniamilzvalor de viscosidad media de

3520 cps en tres ensayos (modelo de rotacion Ralé¢idad de rotacion 50).

Se controla la extensibilidad de la emulsiéon olstedd un valor de extensibilidad

media de 504,2 mfren tres ensayos.

Por ultimo se determina el signo de la fase extgmha la fase interna de la emulsion:
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= Por € control dela conductividad:
La conductividad media a 22,5 °C es de 16358m. La fase externa es

la fase acuosa

=  Por & control con ayuda de un colorante:

Se toma un colorante hidrosoluble (rojo 4R E-12dmero de lote
0012001) y se mezcla con la emulsion. Al microsepfmdo se observa

de color rojo excepto los glébulos de aceite.

El colorante hidrosoluble se solubiliza en la endmspor lo tanto la fase

externa es la fase acuosa.

La emulsion obtenida es por lo tanto una emulsith (@ceite en Agua).

Las caracteristicas de la crema obtenida con hauiacion 1 son adecuadas desde el
punto de vista galénico y desde el punto de vistéalricacion industrial. Asi mismo,
se considera que la administracion de esta cremiida es la adecuada ya que se han
obtenido las caracteristicas adecuadas en cuamih, aviscosidad y extensiblidad
adecuadas. Podria ser una de las formulacionesigst@s pendiente a confirmar con

posteriores formulaciones estudiadas.

4.1.6. Resultados experimentales vy discusion deHarmulacion 2

Partiendo de la formulacion 2 citada en el anteajmartado, se inician los estudios de

elaboracion de la emulsion que daréa lugar al metkcdo deseado.

El proceso de fabricacion de la emulsién, y suseomentes pasos, seran las referencias

Fasel, Fase2, Fase3 y Fase4.
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Proceso de fabricacion Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4
-Agua
Fase acuosa purificada
-Nipagin
-EDTA - - -
___________________________________ -Tefose 63
-Labrafil
Fase oleosa _Yasellna
Filante
-BHA
- -Nipasol - -
___________________________________ Fase oleosa
Emulsion primaria sobre fase
- - acuosa -
Dispersion del principio
activo (acetato N .
PrlnC|p|o activo
Hidrocortisona o Etoxidiglicol
hidrocortisona base) - - Agua purificada

 Fase 1: Preparacion de la fase acuosa:

Se comienza con los estudios experimentales paraafola fase acuosa cuyo

componente principal es el agua.

Formula:

Productos %

EDTA 0,0005
Nipagn 01800 |
Agua purificadacps | 97,0000 |
Total 100,0000
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Se incorpora el EDTA y el Nipagin dentro del pracege fabricacion segun los

siguientes pasos:

1. Llenar un recipiente con agua purificada

2. Calentar hasta 90 °C de temperatura con agitaagida. Cubrir el recipiente
con una hoja de papel de aluminio para evitar &pekacion.

3. Afadir el Nipagin y homogeneizar manualmente.

4. Anadir el EDTA y homogeneizar con agitacion rafitd minutos)

Se obtiene una solucion translicida muy viscosadded una fuerte evaporacion de

agua.

* Fase 2: Preparacion de la fase oleosa

Se continta con el proceso de obtencion dade oleosale la emulsion.

Formula de la fase oleosa de la emulsion:

Productos %

Tefose 63 15,0000
Labrafim | 3,000
VaselinaFilante |  0,1000
Npaso | 0020
Total

Proceso de fabricacion de la fase oleosa de lasginul

1 Colocar en un vaso de precipitados:
I. Tefose 63
ii. Labrafil M
iii. Vaselina filante
iv. BHA
v. Nipasol
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N

. Calentar hasta 70 °C bajo agitacion lenta.

w

Verificar la homogenizacion de la fase oleosa.

Fase 3: Preparacién de la emulsién primaria:

[EEN

Verificar que la temperatura de las fases acuadaosa sea a 70 °C.

N

Afadir la fase oleosa sobre la fase acuosa lentameajo fuerte agitacion.

w

Homogeneizar durante 10 minutos a 1100 rpm

Dejar reposar la emulsién durante 2 horas.

« Fase 4: Dispersion del principio activo (acetato Hilrocortisona o

hidrocortisona base)

A continuacion se prepara la dispersion del princgetivo (acetato de hidrocortisona o

hidrocortisona base) para posteriormente introthuem la emulsién primaria creada:

Mezclar el principio activo y el etoxidiglicol y slersarlos después en el agua

purificada.
Productos % %
Acetato de Hidrocortisona 1,1100 -
Hidrocortisona base - 1,0000
[Etoxidiglicol | 3,3000 3,3000
(Agua purificadacps | 95,5900 95,7000
Total 100,0000 100,0000

Incorporacion de la dispersién de principio aceévola emulsién primaria:

1 Verificar que la emulsion primaria no esté a umageratura superior a 40 °C.
2 Anadir la dispersion del principio activo con fieedgitacion de cizalla.

3 Anadir el agua purificada.
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La emulsion obtenida presenta un aspecto sin gryrbtanca.
A continuacion se ajusta el pH entre 4,0 y 5,0 woa solucion del 1% de &cido citrico
anhidro utilizando 0,20 ml de dicha solucidon pabéeoner una media del pH en tres

ensayos de 4,45 (especificacion entre 4,0 y 5,0).

Se controla la viscosidad de la emulsion obteniamilzvalor de viscosidad media de

2552 cps en tres ensayos (modelo de rotacion RAé¢idad de rotacion 50).

Se controla la extensibilidad de la emulsi6on olstedd un valor de extensibilidad

media de 610,5 mfren tres ensayos.

Por ultimo se determina el signo de la fase extgmha la fase interna de la emulsion:

= Por d control dela conductividad:

La conductividad media a 22,5 °C es de 15428m. La fase externa es

la fase acuosa.

=  Por d control con ayuda de un colorante:

Se toma un colorante hidrosoluble (rojo 4R E-124mero de lote

0012001) y se mezcla con la emulsion. Al microszofmdo se observa
de color rojo excepto los glébulos de aceite.

El colorante hidrosoluble se solubiliza en la endmspor lo tanto la fase

externa es la fase acuosa.

La emulsidn obtenida es por lo tanto una emulsith (@ceite en Agua).

Las caracteristicas de la crema obtenida con auiacion 2 son adecuadas desde el
punto de vista galénico y desde el punto de vistéalricacion industrial. Asi mismo,
se considera que la administracion de esta cremiida es la adecuada ya que se han
obtenido las caracteristicas adecuadas en cuamih, aviscosidad y extensiblidad
adecuadas. Podria ser una de las formulacionesigst@s pendiente a confirmar con

posteriores formulaciones estudiadas.
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4.1.7. Diagrama del proceso de fabricacion del pradto acabado y controles en

proceso (IPC) (52-53).

A continuacién se muestra el flujo o diagrama deteso de fabricacion del producto

acabado y sus controles en proceso de la formuldcio

___________________________________

Llenar un recipiente
Agua purificada csp

v

Calentar a 90 °C
Agitacion rapida

v

Agitacion lenta y afadir:
Nipagin. Disolver totalmente

v

Agitacion lenta y afadir:
Almidén de maiz

v

Dejar en agitacion durante 30
minutos

v

Verificar la formacion del
engrudo de almidén

v

Anadir:
EDTA

v

Agitar durante 15 minutos con una
hélice a300 rpn

|

y

Fase acuosa
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Velocidad de agitacion

Temperatura
Velocidad de Agitacion
Solubilizacion

Temperatura
>Ve|ocidad y duracion de la agitacion

Velocidad y duracion de la agitacion
Temperatura
Aspect(

Solubilidad
Temperatura

Aspecto
Temperatura
Velocidad y duracion de la agitacion

Aspecto
Temperatura



___________________________________

Afadir:
Aceite de oliva
Lanette
Cetiol V
BHA y Nipasol

v

Calentar hasta 70 °C
con agitacion lenta

2

Fase oleos

principio activo

Preparacion de la dispersion del

Dispersion del principio activg
en etoxidiglicol con agitacion

Afadir agua purificada

v

Suspensién de principio activo (acetato de
hidrocortisona o hidrocortisona base
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Solubilizacion
Temperatura
Velocidad de agitacion
Aspecto

Temperatura
Agitacion
Aspect



Verificar que la temperatura de las
fases acuosa y oleosa esté a 70 °C. ! Temperatura
Agitacion rapida y eI_evada cizalla i Velocidad de agitacion y duracion
(rotor — stator), afadir la fase oleosa :
sobre la acuosa !
Homo;ene' ar : D
iz ! S
Durante 10 minutos a 1100 rpm : STqub|I|zaE[:|on
! emperatura
v | > Velocidad y tiempo de agitacion
Afadir el resto del agua purificada Aspecto
lentamente !
v 7
_ | Temperatura
Enfriar a 40 °C Velocidad y tiempo de agitacion
v E Aspect(
Afadir la suspension del principio ' Solubilizacié
activo : olubilizacion
! Temperatura
v | Velocidad y tiempo de agitacion
Homogeneizar Aspecto
¥ E
Controlar la temperatura |
Si la temperatura es superior a 25 °C|se Temperatura
sigue agitando hasta una temperatura E Velocidad y tiempo de agitacion
de 25°C :
¥ i
Medir el pH de la emulsién :
: e
Ajustar el pH de la emulsion | pH
entre 4 y 5 si es necesario
» si el pH es superior a 5, afiadir cantidad neceslaria pH
acido citrico anhidro en polvo Velocidad y tiempo de agitacion

= siel pH es inferior a 4, afiadir cantidad necestgiana ~ C2nidacde acido o alcali afadi

solucion al 1% de trietanolamina
\ 4

Producto Final

Figura 4.1.: Flujo del proceso de fabricacion deldpcto acabado y sus controles en

proceso de la formulacion 1.
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A continuacién se muestra el flujo o diagrama deteso de fabricacion del producto

acabado y sus controles en proceso de la formuml&cid

___________________________________

Llenar un recipiente
Agua purificada cps
v

Calentar a 90 °C
Agitacion rapida

v
Agitacion lenta y afadir:
Nipagin. Disolver totalmente
v
Afadir:
EDTA
v
Agitar durante 15 minutos con una

hélicea 300 rpr
v

Fase acuosa

___________________________________

Afadir:
Tefose 63
Labrafil M
Vaselina filante
BHA y Nipasol

v
Calentar hasta 70 °C
con agitacion lenta

y

Fase oleos

Preparacion de la dispersién del
principio activo

Dispersion del principio activg
en etoxidiglicol con agitacion
Afadir agua purificada cps

y

Suspension de principio activo (acetato de [

hidrocortisona o hidrocortisona base

28

-

_________________________________

Velocidad de agitacion

Temperatura
Solubilizacion

Aspecto
Temperatura
Velocidad y duracion de la agitacion

Aspecto
Temperatura

Solubilizacion
Temperatura
Velocidad de agitacion
Aspecto

Temperatura
Agitacion
Aspect



Verificar que la temperatura de las
fases acuosa y oleosa esté a 70 °C. ! Temperatura
Agitacion rapida y eI_evada cizalla i Velocidad de agitacion y duracion
(rotor — stator), afadir la fase oleosa :
sobre la acuosa !
Homo;ene' ar : D
iz ! e
Durante 10 minutos a 1100 rpm ! STOIUb'I'Zaf[:'On
: emperatura
v | > Velocidad y tiempo de agitacion
Afiadir el resto del agua purificada Aspecto
lentamente !
¥ 7
: S | Temperatura
Enfriar a 40 °C Velocidad y tiempo de agitacion
v E Aspect
Afadir la suspension del principio ' Solubilizacié
activo : olubilizacion
! Temperatura
v | Velocidad y tiempo de agitacion
Homogeneizar Aspecto
¥ E
Controlar la temperatura |
Si la temperatura es superior a 25 °C|se Temperatura
sigue agitando hasta una temperatura ! Velocidad y tiempo de agitacion
de 25°C :
y i
Medir el pH de la emulsion :
! 3
: e
Ajustar el pH de la emulsion | \ pH
entre 4 y 5 si es necesario
= si el pH es superior a 5, afiadir cantidad necesigria pH
acido citrico anhidro en polvo Velocidad y tiempo de agitacion

= siel pH es inferior a 4, afiadir cantidad necesdgiana ~ C2ntidad de acido o dlcali afiac

solucion al 1% de trietanolamina
\ 4

Producto Final

Figura 4.2.: Flujo del proceso de fabricacion deldpcto acabado y sus controles en

proceso de la formulacion 2.
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4.1.8. Control de puntos criticos

Temperatura del producto:

Es necesario controlar la temperatura del prodpata asegurar y comprobar que el
producto no ha estado expuesto a una temperatarpaginia deteriorarlo. Ademas para
incorporar la fase oleosa sobre la fase acuosajdasfases deben estar a la misma
temperatura o la fase oleosa a una temperaturai@ugda fase acuosa que actia como

receptora.

Velocidad v duracién de la agitacion

Es necesario controlar la velocidad de agitaci@htyempo de la misma para asegurar
una buena homogeneizacion de todos los componesiespmo la correcta formacién

de la emulsion.

pH:

Es necesario controlar el pH por razones de estaflildel producto, y seguridad de

empleo.

Aspecto

Es necesario controlar el aspecto del productpudssde cada etapa de mezcla para

asegurar y confirmar el buen respecto de los parameel proceso.

4.2. ESPUMA

Dado que el tratamiento de los corticoides paradécacion de proctitis ulcerosa o
proctosigmoiditis en espuma o0 en enema son iguafeeivos y seguros, y que al
parecer los pacientes prefieren la espuma porrisasén de alivio y facilidad en la
aplicacion de la misma, se ha evaluado tambiésta® de la espuma como posible

forma farmacéutica para el medicamento desarrokada presente tesis.
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4.2.1. Disefo de la formulacion

En este caso, se parte de la formulacion en cretodiada en el capitulo anterior, de
forma que la eleccion de los excipientes que foamgarte de la crema mas adecuada
ya viene explicado en el apartado 4.1.1. Disefia flemulacion.

Posteriormente, en el capitulo 4.2.4. se estudigehte espumante mas adecuado para
el preparado con acetato de hidrocortisona.

4.2.2. Materias primas

4.2.2.1. Principio activo
Los principios activos evaluados en la presentis t&m el acetato de hidrocortisona y
la hidrocortisona base. Ambos estdn amplicamentaciizados y descritos en el
apartado 2.7.1. y 2.7.2..

4.2.2.2. Excipientes

En el cuadro 4.16. se lista los excipientes esosgphra la fabricaciéon de la espuma

con acetato de hidrocortisona, asi como su funcignoveedor.
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Nombre Farmacopea| Sin6nimo Funcion Proveedor

europea

Aceite de oliva Aceite de oliva Disolvente faseosle | Basf

Almidén de maiz Almidén de maiz Viscosizante faszarqill

acuosa

Alcohol cetoestearilico Lanette Agente emulgente sfBa

Oleato de decilo Cetiol V Emoliente Basf

Metilparahidroxibenzoico | Nipagin Conservante Clariant

Metilparabeno (*) antimicrobiano

Propilparahidroxibenzoico |/Nipasol Conservante Clariant

Propilparabeno (*) antimicrobiano

Edetato disodico EDTA Agente quelante Parchem

Butilhidroxianisol BHA Agente antioxidante

Dietilenglicol monoetil éter| Etoxidiglicol Agent®libilizante Gattefosse

Agua purificada Agua purificada Disolvente faseasau | In house

Acido citrico anhidro Acido citrico Agente acidificante Basf
anhidro

Trietanolamina Trietanolamina Agente alcalinizante| Basf

(*) En ambos conservantes, se usa la forma no aguimue, aunque es menos soluble

en agua, el pH de la formulacion final se mantienevalores alrededor de 5,0, a

diferencia de si se usa la forma sédica en dongél elumenta hasta valores alrededor

de 9.

Cuadro 4.16. Lista de excipientes escogidos pdmacta una espuma con acetato de

hidrocortisona

4.2.3. Equipos

Los equipos que se utilizan para fabricar la espoomacetato de hidrocortisona, se

listan en el cuadro 4.17.:
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Equipos de fabricacion Marca Modelo
Reactor de acero inoxidable cpBIMPLEX RS-45
agitacion y camisa calefactora
Balanza Delta Range PG4002-S
Balanza Mettler Toledo AG204DR
Agitador IKA RW 20 digital
Helice agitadora IKA R 1385
Ancora agitadora IKA R 1330
Contenedor inoxidable Glatt No procede
Placa calefactora IKA C-MAG HP 1
IKATHERM®

Cuadro 4.17.: Listado de los equipos de fabricaandarca y modelo utilizados para

fabricar la espuma con acetato de hidrocortisona

4.2.4. Metodologia (50-51)

El medicamento es una espuma destinada a ser athada en la zona rectal

(aplicacién topica) donde debe romperse faciiméQaick Breaking Foam”).

Dicho medicamento se basa en la elaboracion deemmdsion para vehiculizar el
principio activo el cual presenta una fuerte hidbid y por este motivo es poco soluble
en agua. La formulacion de una emulsion permite dygameizar la dispersion del
acetato de hidrocortisona o hidrocortisona basestgbdizar la forma farmacéutica.
Ademas, la fase oleosa de la emulsion, facilitpdaetracion del principio activo a

través de la piel y la mucosa.

Como el medicamento esta destinado a ser aplicageeey mucosas inflamadas, su
administracion en forma de espuma ofrece una sénsede frescor agradable para el

paciente.

El problema de este tipo de formulaciones es ab#istad. Para facilitar su empleo se
escoge la preparacion de una emulsion y la de areaespuma en el momento de la

administracion.
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El estudio de la formulacion se inicia partienddalemulsiéon desarrollada y estudiada
en el apartado anterior (FORMULACION 1), debidooa fesultados de estabilidad
mejores obtenidos con la formulacion 1 que con Exfuestos en el capitulo 8. Los

componentes de la formulacion, por lo tanto, sersiguientes:

Componentes Cantidad (g)
Acetato de hidrocortisona 1,1100
Aceite de oliva 7,0000
Almidon de maiz 3,0000
Lanette 2,5000
Cetiol V 3,0000
Nipagin 0,1800
Nipasol 0,0200
EDTA 0,0005
BHA 0,0100
Etoxidiglicol 3,3000
Agua purificada c.s.p. 79,8795
Acido citrico anhidro C.S.p.
Trietanolamina C.S.p.
Total 100.00

Cuadro 4.18. Lista de excipientes y principio axtipe componen la Formulacién 1

El proceso de fabricacion es también el descritoekrapartado anterior para la

Formulacién 1.

4.2.5. Resultados experimentales y discusion

A partir de la creacion de la emulsién final obtleni se procede al estudio de la
formacion de la espuma. Para ello se elabora und#aexperimentacion con el fin de
poder valorar de un modo exhaustivo el efecto fiFatites agentes espumantes.

Dichos agentes espumantes seran las referencia8, Rf 7, Ref 8 y Ref 9 que se

acondicionaran en un pulverizador manual.
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Formulaciones de los ensayos a partir de la emmufgiél obtenida:

Ref 6 Ref 7 Ref 8 Ref 9
Nombre materias

% % % 0
Emulsion final obtenida 50,00 50,00 50,00 50,00
Agua purificada cps 45,00 45,00 45,00 45,00
Lauril sarcosinato Na 5,00 - - -
Tween80 - 5,00 - -
Laurilsulfato de Na - - 5,00 -
Cremophor RH40 - - - 5,00
Total 100,00 100,00 100,00 100,00

Proceso de fabricacion:

* Preparacion de la emulsién Ref 6:

1  Mezclar el lauril sarcosinato de Na con el agusaagib hasta su completa

disolucion.

2  Adadir la solucién del punto anterior 1 a la emandbajo intensa agitacion.

* Preparacion de la emulsién Ref 7

Mezclar el Tween 80 con agua.

2  Calentar bajo agitacion suficiente hasta la disgélucompleta del Tween

80.

3 Adadir la solucién del punto anterior 2 a la emandbajo agitacion intensa.

* Preparacion de la emulsiéon Ref 8:

1  Mezclar poco a poco el

completa disolucion del lauril sulfato de Na.

2  Adadir la solucién del punto anterior 1 a la entuldajo fuerte agitacion
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* Preparacion de la emulsién Ref 9:

1 Mezclar el Cremophor RH40 con agua.

2 Calentar agitando suficientemente para que la wbgm del Cremophor
RH40. sea completa

3 Afadir la solucién del punto anterior 2 a la emandbajo fuerte agitacion.

Posteriormente se controla el pH de las diferergésrencias obtenidas para obtener
una emulsion con un pH entre 4,00 y 5,00, afiadi®t® ml de una solucion de acido
citrico al 1% para obtener un valor 4,64 en la ®ef 4,46 en la ref 7, 0,05 ml de una
solucién de &cido citrico al 1% para obtener urovdl86 en la Ref 8 y 5,07 en la

referencia 9. La referencia 9, en concreto, egidifie ajustar entre un pH de 4,00 y
5,00, ya que pequefias cantidades de solucién @didida no son suficiente para

ajustar la preparacion entre un pH entre 4,00 9 §,@n cambio cuando se afiade un
poco mas de cantidad de dicha solucién &cida, lel d& pH se ajusta por debajo de
4,00.

Acondicionado de las emulsiones Ref 6, Ref 7, ReR&f 9:

Todas las emulsiénes obtenidas han sido aconddasnan un pulverizador manual

plastico de color blanco y opaco con un sistensiidador.

Resultados de |la preparacion y del material dedicmmamiento de las emulsiénes Ref
6, Ref 7, Ref 8 y Ref 9:

Todas las emulsiénes obtenidas son blancas mugafuy con una espuma en la
superficie. La formacion de espuma proviene del gire se introduce en el producto en
el momento de la incorporacion de la solucién eesipactivo a la emulsion.

Al pulsar no sale espuma sino un liquido.
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Conclusion de la formacion de la espuma en lassaonds Ref 6, Ref 7, Ref 8 y Ref 9:

En estas formulas con este tipo de material dadacionamiento los ensayos no son
satisfactorios, por lo que se debe modificar lanida y/o el tipo de material de

acondicionamiento.

Con el fin de conseguir la formaciébn de una espumba salida del recipiente

pulverizador, se plantean tres nuevas formulaciangeartir de las tres formulas viables
del ensayo anterior (Ref 6, Ref 7 y Ref 8, ya qu®éef 9 no se considera viable por
tener unos valores de pH dificiles de ajustar)p paodificando la cantidad de agua
purificada adicionada. Asi, se plantea introducgnor cantidad de agua con el fin de
aumentar la viscosidad de la formula y favorecarcensecuencia, la formacion de

espuma.

Formulaciones de los ensayos a partir de la enmufgiél obtenida:

Ref 10 Ref 11 Ref 12
Nombre materias

% % %
Emulsion final obtenida 75,00 75,00 75,00
Agua purificada cps 20,00 20,00 20,00
Lauril sarcosinato Na 5,00 - -
Tween8 - 5,00 -
Laurilsulfato de Na - - 5,00
Total 100,00 100,00 100,00

Proceso de fabricacion:

* Preparacion de la emulsion Ref 10:

1. Mezclar el lauril sarcosinato de Na con agua adiahasta que esté

completamente disuelto.

137



2. Afadir la solucion del punto anterior 1 a la emansagitando con fuerte

agitacion.

* Preparaciéon de la emulsién Ref 11

1. Mezclar el Tween 80 con agua.
2. Calentar con agitacién suficiente hasta la disélucompleta del Tween 80.
3. Afadir la solucion del punto anterior 2 a la emanston agitacion fuerte.

* Preparaciéon de la emulsién Ref 12:

1. Mezclar el lauril sulfato Na con el agua.
2. Calentar agitando suficientemente hasta su comgistéucion.
3. Afadir la solucién del punto anterior 2 a la emandbajo fuerte agitacion.

Posteriormente se controla el pH de las diferergésrencias obtenidas para obtener
una emulsién con un pH entre 4,00 y 5,00, afiadié5g@0 ml de una solucion de acido
citrico al 1% para obtener un valor de 5,47 endh ®, 0,20 ml de una solucion de
acido citrico al 1% para obtener un valor de 5/i&eRef 11 y 0,10 ml de una solucion

de acido citrico al 1% para obtener un valor d8 8&s8la referencia 12.

Se observa que el pH no es conforme en todasferemeias a pesar de realizar dicho
ajuste, ya que el pH se sitla en todos los casns Briy 5,5. Al tratarse de un pH

cercano a las especificaciones del producto y si€ste un parametro que no afecta a
la formacion de espuma (que es lo que se estai@stiodcon estas formulaciones) se

prosigue con el estudio considerando aceptablesiatsiones obtenidas.

Se controla la conductividad de las emulsionesnxelo los siguientes valores:
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Referencia ensayo

Temperatura (°C)

Conductividad
Media (uS/cm)

Ref 10 21,5 174,33
Ref 11 21,5 144,87
Ref 12 21,5 115,93

Para todas las referencias, la conductividad inglieala fase externa es la fase acuosa.

A continuacién se controla la viscosidad de la emual obteniendo los siguientes

resultados:

Modelo _ _ ) _
_ _ Velocidad de Viscosidad Media
Referencia ensayd movil de - Factor
- rotacion (cps)

rotacion
Ref 10 RV2 50 8 107
Ref 11 RV2 50 8 165
Ref 12 RV2 50 8 401

Las emulsiénes obtenidas son blancas, fluidasfgsieexterna acuosa.

Acondicionado de las emulsi6nes Ref 10, Ref 11fyIRe

Todas las emulsidnes obtenidas han sido guardadas feasco de vidrio o de plastico

opaco o transparente.

A partir de estas emulsiones se realizan dos easigy/formacion de espuma.

El objetivo del primer ensayo es observar si seméoespuma con las emulsiones de las
Ref 10, 11 y 12 en un pulverizador manual.

Para ello, se acondiciona la emulsion en un puaddr manual, se aprieta el sistema
dosificador y se verifica la formacién de la espuowando el producto salga del

recipiente.
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En el caso de este primer ensayo, no sale espuama@ise ejerce presion sobre el

sistema dosificador, sale liquido.

Por lo tanto para las férmulas con este tipo detenah de acondicionamiento, los
ensayos no son satisfactorios, por lo que se delidiocar la formula y/o el material de
acondicionamiento. En este caso, una vez ya salb@ado sobre la formula, se plantea

el cambio de pulverizador, pasando de un sistenmuah@a un sistema presurizado.

El objetivo del segundo ensayo es observar si meaf@spuma con las emulsiones de
las Ref 10, 11 y 12 en un pulverizador de alumicmn gas propulsor (mezcla de

propano-butano).

Datos generales sobre el propelente:

Nombre del producto: KAP 48

Mezcla de propano y butano (25,150 / 74,850)
Insoluble en agua

Densidad: 0,5581

Presién de vapor absoluto a 20 °C: 421 kPa
Presion de vapor absoluto a 25 °C: 483 kPa

Fuentes: Typical Analysis Report
Ficha de Datos de Seguridad

Ficha de Datos Técnicos KAP 48/3.2

Se introducen aproximadamente 20% de un propelemteenvase en funcién de la

cantidad de producto empleada.
Para ello, se acondiciona la emulsion en el retipjese cierra dicho recipiente con
ayuda de un sistema pulverizador y se afiade abedkd10 g de gas y se verifica la

formacion de la espuma cuando el producto salgeedgdiente.

En el caso de este segundo ensayo, los resultatEsdns son los siguientes:
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_ o Formacion de
Referencia dg Cantidad condicionada
espuma Observaciones
ensayo
Emulsién (ml) | Gas (g) Si No
Ref 10 50 10,37 X Bien
Ref 11 50 9,82 X Medio
Ref 12 50 10,38 X Nulo

Cuadro 4.19.: Tabla de Envasado y Resultados enpetales

La formula que contiene el lauril sarcosinato de(Ref 10) presenta unos resultados

muy satisfactorios.

Para la formula que contiene el Tween 80 (Ref 1tpiy este tipo de envasado, los

ensayos son medianamente satisfactorios (formaed@spuma poco consistente).

Para la formula que contiene el Lauril sulfato (Ref 12), los ensayos no son

satisfactorios ya que no forma espuma.

Por lo tanto la eleccion del agente espumante lpai@mula final se decanta hacia el

lauril sarcosinato de Na.

Para verificar la formacién de una buena y céarespuma con el lauril sarcosinato de
Na como agente espumante acondicionado en un faalger con propelente, se vuelve

a elaborar un nuevo lote.

La formula a utilizar es la formula numero 1, cdnmésmo proceso de fabricacion
utilizado anteriormente en la preparacion del edgrde almidon, de la fase acuosa, de
la fase oleosa, de la dispersion de acetato dedudisona y de finalmente la emulsion

final, obteniéndose una emulsion sin grumos derdémca.

Las caracteristicas del nuevo preparado obteniddoscsiguientes:
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Ensayos Resultado Observaciones
Blanca, sin grumos |y
Aspecto de fase externa
acuosa
Se decide ajustar el pH a un ve
pH 6,62 entre 4,0 y 5,0 después de afad
agente espumante
Viscosidad 3027 cps Modelo de rotacion RV4yelocidad
de rotacion 50
Conductividad medig 116,405/cm
Extensibilidad media| 545,3 nfm

Tamaino de lo
glébulos de |3
emulsion

S

aentre 1 y um

Microscopia OpticaEsta medida ¢
caracteristica de una emuls

regular lechosa blanca.

Cuadro 4.20. Cuadro resumiendo las caracterislieds emulsion preparada.

A dicha emulsién se le afiade el agente espumaintédarcosinato de Na, lentamente
con agitacion fuerte y alta velocidad de cizallartoe evitando en la medida de lo

posible la incorporacion de aire al interior deelaulsion segun la formulacion y

proceso de fabricacidn descrito anteriormente (Rgf
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Ensayos Resultado Observaciones

Blanca, sin grumos y de

Aspecto
fase externa acuosa
Se decide ajustar el
o directamente con 4&cido citri
Inicial: 8,03 _ _
pH _ _ anhidro para reducir el pH hasta
Final (tras ajuste): 4,49
valor entre 4,0 y 5,0. Se usan 2
mg de acido citrico anhidro.
. ' modelo de rotacion RV
Viscosidad 1020 cps

velocidad de rotacion 50

Conductividad media 443,6/5/cm

Extensibilidad medial 691,4 mm2

. Entre 1 y Qum. La mayor o )
Tamafio de los Microscopia oOptica.Esta medid

parte de los glébulgs

glébulos de la . es caracteristica de una emuls
y tienen un tamafio de |3
emulsion regular lechosa blanca.
pm
Densidad 0,81 g/ml

Blanca, sin grumos y de
Aspecto
fase externa acuosa

Cuadro 4.21. Cuadro resumiendo las caracteristieasa emulsion preparada tras

adicionar el agente espumante lauril sarcosinasndm.

A continuacion se acondiciona esta emulsién en winepzador de aluminio con

propelente gas liquido (butano/propano) siguiendageiente procedimiento:

Llenar el recipiente del pulverizador.
Cerrar con la valvula.
Llenar con gas un 20%

Poner el botén para presionar.

ok~ 0N PR

Probar la formacion de la espuma.

El resultado obtenido es el siguiente:
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_ Formacion de
Cantidad llenada
N° Presion | espuma _
Observaciones
Botella | Emulsion (Bar)
Gas (g) Si No
9)
Imposibilidad de pong
1 79,74 9,90 |[=5 X )
mas gas.
2 50,29 11,53 <5 X -
3 50,25 9,90 <5 X -
4 50,99 13,34 <5 X -

Cuadro 4.22. Cuadro de seguimiento de llenadoujteso

Las caracteristicas de la espuma obtenida formadéapemulsion de la referencia 10
tras afadirle el agente espumante lauril sarcasoatsodio y el gas propelente liquido
son adecuadas desde el punto de vista galénicanighsd, se considera que la
administracion de esta espuma también es la adecymdjue se han obtenido las
caracteristicas adecuadas en cuanto a pH, visdogidatensiblidad adecuadas. Podria
ser una de las formulaciones propuestas pendientmnérmar con posteriores

formulaciones estudiadas.

4.2.6. Diagrama del proceso de fabricacion del progtto acabado y controles en
proceso (IPC) (52-53).

A continuacién se muestra el flujo o diagrama deteso de fabricacion del producto
acabado y sus controles en proceso para la espuma.
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+  Preparacion de la fase acuosa

___________________________________

___________________________________

Llenar un recipiente
Agua purificada csp
v

Calentara 90 °C
Agitacion rapida

Velocidad de agitacion

v
Agitacion lenta y afadir:
Nipagin. Disolver totalmente
v
Agitacion lenta y afadir:
Almidén de maiz

Temperatura
Velocidad de Agitacion
Solubilizacion

” Temperatura
: . >Ve|ocidad y duracion de la agitaciéon
Dejar en agitacién durante 30
minutos
_/
— v : Velocidad y duracion de la agitacion
Verificar la formacion del Temperatura
engrudo de almidon Aspect
v
Anadir: Solubilidad
EDTA Temperatura
Y Aspecto
Agitar durante 15 minutos con una Temgeratura

hélice a 300 rp
v

Fase acuosa

Velocidad y duracion de la agitacion

Aspecto
Temperatura

i Preparacion de la fase oleosa

___________________________________

Anadir:
Aceite de oliva :
Lanette !
Cetiol V
BHA y Nipasol !
y | Solubilizacion
Calentar hasta 70 °C | Temperatura
con agitacion lenta : Velocidad de agitacion
¥ ; Aspecto
Fase oleos
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Preparacion de la dispersion del
principio activo

en etoxidiglicol con agitacion
Afadir agua purificada cps

Dispersion del principio activg

v

Suspension de principio activo

Verificar que la temperatura de las
fases acuosa y oleosa esté a 70 °C.
Agitacion rapida y elevada cizalla
(rotor — stator), arladir la fase oleosa

Homogeneizar
Durante 10 minutos a 1100 rpm

v

Afadir el resto del agua purificada
lentamente

v

Enfriar a 40 °C

v

Afadir la suspension del principio
activo

v

Homogeneizar

v

Controlar la temperatura
Si la temperatura es superior a 25 °C
sigue agitando hasta una temperatur
de 25°C

se

v

Incorporar la dispersién con el
agente espumante

'

Controlar el pH de la emulsién
Si es necesario ajustar entre 4 y !

O
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Temperatura
Agitacion
Aspect

Temperatura
Velocidad de agitacion y duracion

Solubilizacion
Temperatura
> Velocidad y tiempo de agitacion
Aspecto

Temperatura
Velocidad y tiempo de agitacion
Aspect

Solubilizacion
Temperatura
Velocidad y tiempo de agitacion

Aspecto

Temperatura

Velocidad y tiempo de agitacion

Velocidad de agitacion

pH



= siel pH es superior a 5, afiadir cantidad

necesaria de acido citrico anhidro en polvo pH
Velocidad y tiempo de agitacion
Cantidad de &cido o alcali afadido
= siel pH es inferior a 4, afadir cantidad

necesaria de una soluciéon al 1% de trietanolamina

¥
I Producto final I

Figura 4.3.: Flujo del proceso de fabricacion deldpcto acabado y sus controles en

proceso de la espuma.

4.2.7. Control de puntos criticos

pH:

Es necesario controlar el pH por razones de estaflildel producto, y seguridad de
empleo.

Aspecto

Es necesario controlar el aspecto del productpudssde cada etapa de mezcla para

asegurar y confirmar el buen respecto de los parameel proceso.

4.3. GEL

4.3.1. Disefio de la formulacion

Tal y como esta descrito en el apartado 3.2.3.g#dss estan formados por liquidos
gelificados con la ayuda de agentes gelificantespégdos.

En casos como el actual, en donde el principiovaatis muy insoluble en bastante
medios, se suele utilizar solubilizantes que pemibcorporar el princpio activo con

mas facilidad.

Para preservar el gel de posible contaminacionamiclogica y oxidacion, es habitual

incluir conservantes y antioxidantes, sobre toddoemas farmaceéuticas en donde el
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principal componente es el agua. También se soelgii un agente quelante a base de
compuestos organicos capaces de formar complejo®aes metdlicos, que detienen la
actividad catalitica de dichos iones en el proas@xidacion de reaccidon en cadena.
Esta reaccion no previene que se realice la oxddawbrmal sino Unicamente retarda la
formacion del peroxido y al mismo tiempo prolongperiodo de induccion que evitara

cualquier tipo de reaccion entre posibles trazamdtales que pudieran quedar en el

preparado.

Por ultimo, se utilizara un regulador del pH queutraizara la base adecuada

aumentando la viscosidad de la solucién y pordtotayudando a la creacion del gel.

Se realiza una busqueda bibliografica de produgtespuedan realizar las funciones

arriba mencionadas para crear un gel (47):

Funcion Nombre Farmacopea europea Sinénimo

Fase acuosa Agua purificada Agua purificada

Comentarios:

Se decide utilizar el agua purificada como disdleette la fase acuosa ya que es uno de los
componentes mas comunes y asequibles econémicahaiiéado en la industria farmaceéutjca
y por lo tanto uno de los mas usados.
La concentracién a utilizar, seré la cantidad setfiie para completar el 100% de la totalidad de
los ingredientes del gel.
Cuadro 4.23. Tabla donde se muestran los diferext@pientes que pueden tener la
funcion de Fase acuosa.
Agente gelificante Carbomero Carbopol 934
Goma Agar, goma xantana, goma guar Goma Agar, goma
xantana, goma guar
Alquil éteres de polioxietileno Macrogol
Comentarios:
Se escoge el carbomero por la amplia experien@ahagy en la preparacion de geles con este
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polimero, asi como por las referencias bibliogeifique hay con el mismo en la preparaci

geles para administracion rectal (54-55).

Los carbomeros son polimeros sintéticos del acldia@ de alto peso molecular y ¢
caracter anionico que dan lugar a dispersionesezhonacuoso, hidroalcohdlico y con distin
solventes organicos. Estan reticulados tanto cimsalle sacarosa como con alil éteres
pentaeritritol. Contienen entre un 52% y un 68%ypos acido carboxilico (COOH).

Los carbdmeros dispersados, forman dispersionesdatés acidas que, cuando se neutral
producen geles altamente viscosos. Geles acuostraliEados son mas viscosos a un pH d
11. La viscosidad se reduce considerablementeoaegatle pH de menos de 3 o superior a 1
en la presencia de electrolitos fuertes (56).

Existen diferentes tipos de Carbopol, que vienasigdados por un nimero, pero los que 1

se utilizan actualmente en farmacia son el Carb®psly el Carbopol 940.

oS
de

N

zan,
e 6-
2,0

mas

Cuadro 4.24. Tabla donde se muestran los diferemtgpientes que pueden tener la
funcion de agente gelificante.

Agente solubilizante | Esteres de polioxietileno oban de acidos Polisorbato 80

grasos

Ciclodextrina Ciclodextrina

Fosfolipidos Fosfolipidos

Comentarios:

Se escoge los Esteres de polioxietileno de sorbigdacidos grasos como agente solubiliz

puesto que es el tensioactivo mas comunmenteadadizn productos parenterales aprobg
por la FDA (57). Los polisorbatos también se htilizado para mejorar la estabilidad quim

de la solucién de las formulaciones (58). En apila@es topicas, los polisorbatos también

utilizan como emolientes por sus caracteristicgsobcopicas y por lo tanto por aumentar

capacidad de retencién de agua de la formulacion.

ante
1dos
ca

se

Cuadro 4.25. Tabla donde se muestran los diferenteipientes que pueden tener la

funcién de agente solubilizante.
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Conservante Metilparahidroxibenzoico / Metilparabeno Nipagin

antimicrobiano Propilparahidroxibenzoico / Propilparabenag Nipasol
Acido benzoico Acido benzoico
Fenoxietanol Fenoxietanol

Comentarios:

Se escoge el metilparabeno y_el propilparabenaesiga el mismo racional expuesto en el

apartado 3.1.1.

Cuadro 4.26. Tabla donde se muestran los diferemeipientes que pueden tener la

funcién de conservante antimicrobiano.

Agente quelante Edetato disodico EDTA

Acido pentetico Acido pentetico

Comentarios:

Se escoge el EDTA como agente acomplejante siguiehanismo racional expuesto en|el

apartado 3.1.1.

Cuadro 4.27. Tabla donde se muestran los diferemteipientes que pueden tener la

funcion de agente quelante.

Agente antioxidante Butilhidroxianisol BHA
Butilhidroxitolueno BHT
Acido ascorbico Vitamina C

Comentarios:
Se escoge el BHA como antioxidante siguiendo elnmuoisacional expuesto en el apartado
3.1.1.

Cuadro 4.28. Tabla donde se muestran los diferext@pientes que pueden tener la

funcién de agente antioxidante.
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Agente alcalinizante | Trietanolamina Trietanolamina

Hidroxido sodico Hidroxido sodico

Bicarbonato sodico Bicarbonato soédico

Comentarios:

Para neutralizar la dispersion coloidal acida qumé el carbomero en suspension con el agua,
se necesita un agente alcalinizante. En este dé#sage escoge la trietanolamina debido a su
amplio uso en formulaciones farmacéuticas topicat garacter menos fuerte que tiene dicho
componente versus el hidréxido sédico (pH de ktariolamina en solucion 0,1N es de 10,5
versus al pH del hidroxido sodico en solucion 5%desl4). Ambos pueden perfectamente
usarse en la neutralizacion del carbomero, pepusde controlar mejor con la trietanolamjna

que con el hidréxido sodico.

Cuadro 4.29. Tabla donde se muestran los diferemtgpientes que pueden tener la

funcién de agente alcalinizante.

4.3.2. Materias primas

4.3.2.1. Principio activo

Los principios activos evaluados son el acetatdideocortisona y la hidrocortisona
base. Ambos estan amplicamente caracterizados gritdesen el apartado 2.7.1. y
2.7.2.

4.3.2.2. Excipientes (47)

En el cuadro 4.30. se lista los excipientes esosghra la fabricacion del gel con

acetato de hidrocortisona, asi como su funcioroygedor.
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Nombre Farmacopea| Sin6nimo Funcion Proveedor
europea

Carbomero Carbopol 934 Agente gelificante Lubrizol
Esteres de polioxietileno dePolisorbato 80 [ Tensioactivo Merck
sorbitan de acidos grasos | Tween 80

Trietanolamina Trietanolamina Regulador del pH Basf
Metilparahidroxibenzoico | Nipagin Conservante Clariant
Metilparabeno antimicrobiano
Propilparahidroxibenzoico/| Nipasol Conservante Clariant
Propilparabeno antimicrobiano

Edetato disodico EDTA Agente quelante Parchem
Butilhidroxianisol BHA Agente antioxidante

Agua purificada Agua purificada Diluyente In house

Cuadro 4.30.: Lista de excipientes escogidos pamaichr un gel con acetato de

hidrocortisona

4.3.3. Equipos

Los equipos que se utilizan para fabricar el gel @cetato de hidrocortisona, se listan

en el cuadro 4.31.;

Equipos de fabricacion Marca Modelo
Reactor de acero inoxidable cpBIMPLEX RS-45
agitacion y camisa calefactora

Balanza Delta Range PG4002-S
Balanza Mettler Toledo AG204DR
Agitador IKA RW 20 digital
Helice agitadora IKA R 1385
Ancora agitadora IKA R 1330
Contenedor inoxidable Glatt No procede

Cuadro 4.31: Listado de los equipos de fabricaciarca y modelo utilizados para

fabricar la crema con acetato de hidrocortisona.
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4.3.4. Metodologia (50-51)

El estudio de la formulacion se inicia con los ggtes excipientes propuestos en la

siguiente formulacion:

Componentes Cantidad (g)
Acetato de hidrocortisona 1,1100
Carbopol 934 0,5000
Polisorbato 80 0,4000
Nipagin 0,1800
Nipasol 0,0200
EDTA 0,0005
BHA 0,0100
Trietanolamina 10 N C.S.p.
Agua purificada c.s.p. 97,7795
Total 100,00

Cuadro 4.32: Lista de excipientes y principio aztque componen la formulacion en

forma de gel.

La especificacion del pH del gel es un pardmetrpoitante para la estabilidad de la
formulacién, asi como para la formacién del gelpmmente dicho. Para ello, se
establecera que el pH del gel debe estar comprerditle 5,00 y 6,00, valor necesario

para neutralizar el gel y por lo tanto que adqueseosidad y se forme el gel.

Para elaborar el proceso de fabricacion del gebr@dlucto gelificante es afiadido al
medio liquido y se va incorporando en éste, de doyoe por posterior neutralizacion se

forma el gel.

La incorporacion del principio activo se realizaeste caso una vez se ha neutralizado

el gel.

Antes de realizar cada una de las fases del prates$abricacion, el equipo, los utiles
de produccion y la zona de trabajo deben ser aogpeados y estar absolutamente

limpios.
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4.3.5. Resultados experimentales y discusion

Partiendo de la formulacion 3 citada en el antaajmrtado, se inician los estudios de

elaboracion del gel que daréa lugar al medicameeseatio.

El proceso de fabricacién del gel, y sus conseesepasos, seran las Fase a, Fase b,

Fase c y Fase d.

Proceso de fabricacion Fase a Fase b Fase c Fase d
-Agua
L, -Nipagi
Preparacion del gel pagin
_ » -Nipasol
(neutralizacion) Carbopol 934
-TEA
Adicion del EDTA EDTA - -
Dispersién BHAy BHA
Polisorbato - - -Polisorbato 80 -
Dispersion del principio
. -Principio
activo (acetato de .
. ) activo
hidrocortisona o -Agua
hidrocortisona base) - - - purificada

» Fase a: preparacion del gel (neutralizacion):

Se comienza con los estudios experimentales pamsafoel gel. Dicho gel tiene que

tener unas propiedades de aspecto concretas (icattsl sin grumos).

Férmula:
Productos %
Nipagin 0,1800
Nipasol | 0,0200 |
Carbopol 934 | 0,5000 |
Agua purificadacps | 78,3045 |
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Los pasos del proceso de fabricacion utilizadolgssiguientes:

Llenar un recipiente con el agua purificada.
Afadir el nipagin, nipasol y carbopol 934 con agda rapida.

Mantener la agitacion rapida durante 15 minutos

w0 NP

Dejar reposar durante 3 horas para que el carl®@dose humecte.
Cuando se incorporan los conservantes, se apreeiacyesta dispersar, por ello se
utiliza agitacion rapida.

Una vez el gel ha reposado durante 3 horas, nopsetia visiblemente ninguna

particula de producto sin disolver.

Para neutralizar el gel y por lo tanto viscosizagrigelificarlo se afiade Trietanolamina

10 N. Se afiade cantidad suficiente para consegyHuentre 5y 6.

La cantidad de Trietanolamina utilizada es de 0,8 m

La Trietanolamina se incorpora con velocidad baa el fin de no crear aire ni

burbujas durante dicha incorporacion.

El gel creado tiene una viscosidad media sin ptasguor lo tanto problemas de

agitacion.

El gel creado presenta un aspecto translucido stsgasin grumos, dandose por lo tanto

por correcto el proceso de fabricacion.

* Fase b adicién del EDTA:

Posteriormente, se procede con la incorporaciomedéb de componentes. En concreto

se aflade el EDTA al gel formado mediante agitasi@ve y lentamente.
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+ Fase c Dispersion del BHA vy Polisorbato 80:

A continuacion se prepara la dispersion de BHA énPelisorbato 80 para
posteriormente introducirla en el gel creado.
Para ello, se mezcla el BHA y el polisorbato 8@ \agitan separadamente hasta que se

homogeneicen.

Productos %
BHA 0,0100
Polisorbato 80 0,4000

La dispersion formada, se incorpora en el gel creaebdiante agitacion media y

lentamente con el fin de no crear burbujas durdictea incorporacion.

 Fase d Dispersion del principio activo (acetato Hirocortisona o

hidrocortisona base):

A continuacion se prepara la dispersion de priocipctivo para posteriormente
introducirla en el gel creado. Para ello se dispesk principio activo en el agua

purificada mediante agitacion.

Productos % %
Acetato de Hidrocortisona 1,1100 -
Hidrocortisona base - 1,0000
Agua purificada cps 5,0000 5,0000
Total 100,0000 100,0000

La dispersion formada, se incorpora en el gel aeaetdiante agitacion media y

lentamente con el fin de no crear burbujas durdictea incorporacion.

Se deja agitar el gel con agitaciéon suave durafteminutos mas con el fin de

homogeneizar todos los componentes incorporadegigja reposar.
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Se vuelve a controlar el pH de la formulacion otlat@ncon el fin de verificar que

permanece a pH entre 5y 6 a pesar de los compaiattoducidos.

El gel obtenido presenta un aspecto translucitiogrsimos y con poco aire.

Se controla la viscosidad del gel obteniendo unonvdé viscosidad media de 620 cps en
tres ensayos (modelo de rotacién RV5, velocidamtieion 50).

4.3.6. Diagrama del proceso de fabricacion del pradto acabado y controles en
proceso (IPC) (52-53).

A continuacién se muestra el flujo o diagrama deteso de fabricacion del producto

acabado y sus controles en proceso de la formulacid@el.

______________________________________________________________________

Llenar un recipiente
Agua purificada cps
v
Agitacion rapida
Afadir Metilparabeno,
Propilparabeno y Carbopol 934
v
Mantener agitacion rapida

Velocidad de agitacion

v
Dejar repesar durante 3 h.

Neutralizar con Trietanolamina 10N
hasta pH 5-6

v

Formacién del gel

Aspecto
Velocidad y duracion de la agitacion
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Dispersion del BHA en
Polisorbato 80 con agitacién

v

Suspension de BHA

Preparacion de la dispersién del
principio activo

Dispersion del principio activg
en Agua purificada con agitacion

v

Suspension de principio activo

Anadir EDTA al gel formado con
agitacion suave

4

Afadir la dispersion de BHA al gel
formado con agitacién suave

v

Afadir la dispersion de principio
activo al gel formado con agitacion
suave

v

Homogeneizar y dejar reposar
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Agitacion
Aspecto

Agitacion
Aspecto

\
Solubilizacion
Velocidad y tiempo de agitacion
Aspecto
)




Medir el pH de la emulsion
pH

v

Ajustar el pH de la emulsién
entre 5y 6 si es necesario con
Trietanolamina

v

Producto Final

Figura 4.4.: Flujo del proceso de fabricacion deldpcto acabado y sus controles en

proceso de la formulacién 3 en gel.

4.3.7. Control de puntos criticos

Velocidad v duracién de la agitacion

Es necesario controlar la velocidad de agitaci@htyempo de la misma para asegurar
una buena homogeneizacién de todos los componexgiespmo la incorporacion de

aire a la misma.

pH:

Es necesario controlar el pH por razones de estalildel producto, y seguridad de

empleo.

Aspecto

Es necesario controlar el aspecto del productpudssde cada etapa de mezcla para

asegurar y confirmar el buen respecto de los parameel proceso.
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4.4. ESTUDIOS DE ESTABILIDAD PRELIMINAR

Durante el desarrollo de un medicamento, se reakstudios de estabilidad de una o
varias formulaciones para evaluar los parametiaacteristicas de la misma con el fin

de escoger la formulacién mas estable.

Estos estudios de estabilidad se conocen comarfpnares” y pueden o no cumplir las
condiciones Yy requisitos establecidos por las I@mentadas en el capitulo 8. Estos
estudios no se utilizaran en ningun caso paragpcamar los datos necesarios a incluir
en el documento de registro, sino para obtenersdsificientes para proporcionar
conclusiones relativas a la estabilidad de lasralites formulaciones y parametros
estudiados en cuestion que ayudaran a decidir @ualales son las formulaciones

definitivas de las cuales realizaremos el estudiestabilidad definitivo detallado en el

capitulo 8.

Asimismo, estos datos de estabilidad pueden susditios estudios de preformulacion
debido a que pueden servir para valorar la compd#ll entre excipientes y el

principio activo a evaluar.

Los parametros que se estudiaran en este estudistdeilidad preliminar seran los
siguientes:
-Principio activo: sal o forma del principio activmas adecuada para la
estabilidad de la formulacion. Se estudiara elaoetle hidrocortisona y la

hidrocortisona base.

-Envase: se estudia un envase opaco frente a waserkansparente para ver
cual es el que protege mejor de la luz exterior.

-pH: Se estudiaran dos intérvalos de pH bastamqtarados (entre 3,0 y 4,0 y
entre 5,0 y 6,0) con el fin de evaluar si la ediidul de la formulacion es mejor

en alguno de los pH establecidos.

4.4.1. Disefo del estudio

Se disefian los siguientes estudios de estabilidad:
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4.4.1.1. Estudio de estabilidad con el objetivo ddegir la sal de Hidrocortisona mas

estable

Se disefia un estudio de estabilidad a largo pEBkB)(en tres condiciones diferentes de

humedad y temperatura relativa durante un perieddmeses.

Se estudian tres formulaciones diferentes segimuiacion y metddica de fabricacion
comentada anteriormente; en el caso de la emulsgontiliza la formula numero 1 con
el proceso de fabricacion descrito en el apartatl@ 4y la formulacion 2 con el proceso
de fabricacion descrito en el apartado 4.1.7. Enasb del gel, se utiliza la formula
numero 3 con el proceso de fabricacion descritel @apartado 4.3.6.

Todas las formulaciones estudiadas se preparan uporlado con _acetato de
hidrocortisona como principio activo y se introdu@n el estudio de estabilidad, y por
otro lado con hidrocortisona base y se introduaerbtén en el estudio de estabilidad.

De esta forma, los preparados se disponen endmearas climaticas, cada una de ellas

en las siguientes condiciones de temperatura y Hadelativa:

e Céamara de estabilidad A: 25 °C £ 2°C y 60% + 5% kWl relativa
» Camara de estabilidad B: 40 °C £ 2°C y 75% * 5% élled relativa

+ Estufa a 50 °C + 2°C. Humedad relativa no conteolad
En cada camara climatica se introduce una cansdfdente de unidades de cada lote
para cubrir cada uno de los tiempos a evaluacasd realizar los ensayos previsto a

cada tiempo.

Los tiempos en los que se realizan los ensayoblesidos para determinar la validez

de los preparados se detalle en el cuadro 4.33.
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CONDICION CLIMATICA
TIEMPO Camara A Céamara B Estufa
(25°C / 60% HR) | (40 °C/75% HR) (50 °C)
Inicial Si
7 dias NO Sl Sl
14 dias NO Sl Sl
1 mes SI SI SI
45 dias NO SI Sl
2 meses SI Si Sl
3 meses Sl Sl Sl
6 meses NO Si NO
9 meses NO Sl NO
12 meses Si Sl NO
18 meses Si NO NO
24 meses Si NO NO

Cuadro 4.33.: Cuadro resumen de los tiempos desandél principio activo (acetato de

hidrocortisona o hidrocortisona base) para el éstiel estabilidad preliminar.

En caso de que los resultados de los preparadafyena de las condiciones sean no
conformes, se suspendera el estudio de estabifidesh condicion y se estudiara la

estabilidad en la condicidn siguiente inferior meagresiva.

4.4.1.2. Estudio de estabilidad con el objetivo ddegir el pH de la formulacion mas
estable

Se disefia un estudio de estabilidad a largo plBk®)en la condicién de humedad y
temperatura relativa 25 °C + 2°C y 60% + 5% Humaetativa, durante un periodo de

12 meses.
Se estudian tres formulaciones diferentes segimulacion y metddica de fabricacion

comentada anteriormente; en el caso de la emuls®utiliza la formula numero 1 con

el proceso de fabricacion descrito en el apartatl@ 4y la formulacion 2 con el proceso
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de fabricacion descrito en el apartado 4.1.7. Eoasb del gel, se utiliza la formula

numero 3 con el proceso de fabricacion descritel @apartado 4.3.6.

Las formulaciones en base crema [1 y 2], se prepa@os pH diferentes; un pH entre
3,0y 4,0 y otro pH entre 5,0 y 6,0. Dichos pH $orsuficientemente alejados como
para poder observar tendencias de estabilidad Estriormulaciones preparadas a un
pH u otro.

La formulacion en gel [3] se neutraliza a pH efj@ y 6,0. Por lo tanto, el pH de la
formulacion numero 3 se fijard entre estos limiyeso se estudiara ningun otro

intérvalo de pH.

Los preparados se disponen en una camara climéticlas siguiente condicion de

temperatura y humedad relativa:

e Céamara de estabilidad A: 25 °C £ 2°C y 60% =+ 5% kel relativa

Se introduce una cantidad suficiente de unidadesada lote para cubrir cada uno de

los tiempos a evaluar, asi como realizar los ersspggvisto a cada tiempo.

Los tiempos en los que se realizan los ensayoblesidos para determinar la validez

de los preparados se detalle en el cuadro 4.34.

CONDICION CLIMATICA
TIEMPO Camara A Céamara B Estufa
(25 °C / 60% HR) (40 °C / 75% HR) (50 °C)
Inicial Sl
12 meses Sl NO NO

Cuadro 4.34.: Cuadro resumen de los tiempos dasanéel pH para el estudio de

estabilidad preliminar

En caso de que los resultados de los preparadakyena de las condiciones no sean
conformes, se suspendera el estudio de estabdiéad condicion.
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4.4.1.3. Estudio de estabilidad para elegir el enga primario en la que la

formulacién es mas estable

Se disefia un estudio de estabilidad a largo pEBkB)(en tres condiciones diferentes de

humedad y temperatura relativa durante un peried®dneses.

Se estudian tres formulaciones diferentes segimuiacion y metodica de fabricacion
comentada anteriormente; en el caso de la emulsgontiliza la formula numero 1 con
el proceso de fabricacion descrito en el apartatl@ 4y la formulacion 2 con el proceso
de fabricacion descrito en el apartado 4.1.7. Enasb del gel, se utiliza la formula

numero 3 con el proceso de fabricacion descritel @apartado 4.3.6.

Todas las formulaciones preparadas se envasaaseerivases diferentes:

-envase de plastico de polietileno de alta densidatsitcido de 100 ml. Este
envase se escoge como “peor caso” ya que es de@hapermite el paso de la
luz

-envase de plastico de polietileno de alta densigi@to de 100 ml. Este envase
se escoge como “segundo peor caso” ya que es dicplfpero se evita la
interaccion con la luz

-tubos de aluminio de 60 ml. Este envase se escog® “mejor caso’ O
“control”, ya que es el material mas inerte y eté@abién el paso de la luz.

Los preparados se disponen en tres camaras clanattada una de ellas en las

siguientes condiciones de temperatura y humedativa|

e Céamara de estabilidad A: 25 °C £ 2°C y 60% + 5% kel relativa
» Camara de estabilidad B: 40 °C £ 2°C y 75% * 5% élled relativa

+ Estufa a 50 °C + 2°C. Humedad relativa no conteolad

En cada camara climatica se introduce una cansididente de unidades de cada lote
para cubrir cada uno de los tiempos a evaluacasbd realizar los ensayos previsto a
cada tiempo. El preparado envasado en el envaggadigco de polietileno de alta
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densidad translucido de 100 ml (peor caso) segaeprimero se analice. En el caso de
gue el resultado no sea satisfactorio o salga fderaspecificaciones, se estudiara el
segundo peor caso (envase de plastico de polietileralta densidad opaco de 100 ml),

y Si este a su vez tampoco fuera conforme, el castrol o mejor caso (tubo de
aluminio de 60 ml).

Los tiempos en los que se realizan los ensayoblesidos para determinar la validez
de los preparados se detalle en el cuadro 4.35.

CONDICION CLIMATICA
TIEMPO Camara A Céamara B Estufa
(25°C / 60% HR) | (40 °C/75% HR) (50 °C)

Inicial Si

7 dias NO Sl Sl

14 dias NO SI SI

1 mes Sl Sl Sl
45 dias NO SI Sl
2 meses Sl Sl Sl
3 meses Sl Sl Sl
6 meses NO Sl NO
9 meses NO Si NO
12 meses Si Sl NO
18 meses Si NO NO
24 meses Si NO NO

Cuadro 4.35.: Cuadro resumen de los tiempos désendeél principio activo envasado
en diferentes envases para el estudio de estabpiddiminar.

En caso de que los resultados de los preparadakyena de las condiciones no sean
conformes, se suspendera el estudio de estabifidesh condicion y se estudiara la

estabilidad en la condicién siguiente inferior meagresiva.
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4.4.2. Material y métodos

4.4.2.1. Material

Para la realizacion de los estudios de estabik#athbrican una serie de lotes a escala
laboratorio. En concreto se fabrica un lote cofotenulacion en crema 1 y proceso de
fabricacion descrito en el apartado 4.1.7., otte kon la formulacién en crema 2 y
proceso de fabricacion descrito en el apartadd@ 4ylotro lote con la formulacion en
gel 3 y proceso de fabricacion descrito en el apart.3.6.

El tamafio de cada uno de los lotes fabricados d2@@g.

Para estudiar el efecto de la sal de hidrocortisatiiizada, se fabrican todas las
formulaciones anteriormente descritas con acetato hidrocortisona y con

hidrocortisona base.

En cuanto al acondicionamiento de los lotes elalmsase utiliza un envase de plastico
PE de alta densidad translucido de 100 ml, un endasplastico PE de alta densidad

opaco de 100 ml y tubos de aluminio de 60 ml, guetdizan como material “control”.
4.4.2.2. Métodos
El estudio de estabilidad se realiza en base aetarminacion de los siguientes
parametros, considerados como criticos, cuyos emsag realizaran en todos los
tiempos establecidos y comentados anteriormente:

1. Aspecto

2. Determinacioén de la riqueza de hidrocortisona (lmeseetato segun proceda).

3. pH

Los métodos de cada uno de los ensayos se de&crésirel capitulo 7 correspondiente

al control de producto acabado, por lo que enagiéulo no se describen.
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4.4.3. Especificaciones

Para cada uno de los ensayos a realizar se despeeifecacion, especificacion que se

habra de cumplir a lo largo de todo el estudio stak@lidad y que por tanto sera el

marcador de la calidad o no calidad del productamte todo el periodo en que dura

dicho estudio.

En el cuadro 4.3Ge resumen los ensayos a realizar, junto con losdoe utilizados y

las especificaciones establecidas para llevar @ esiie estudio.

ENSAYO METODO DE ANALISIS ESPECIFICACIONES
] o Emulsion blanca o gel
Aspecto Método organoléptico
transparente

Valoracién HPLC (Método propio) 100% (95 — 105%)

3.5(3.0-4.0)055(5.0-6.0
Farmacopea Europea )

pH segun corresponda (en el caso

72 ed [2.2.3]

las formulaciones 1y 2)

Cuadro 4.36. Tabla resumen de los métodos y egmidnes establecidos para el

estudio de estabilidad

4.4.4. Evaluacion de los métodos de estudio

4.4.4.1. Aspecto

Los resultados obtenidos en el estudio, permitesemiar las posibles variaciones

habidas en el transcurso del almacenamiento, geflej la existencia de posibles

alteraciones fisicas, quimicas y/o galénicas dedywto.

4.4.4.2. Ensayo de riqueza

Los resultados experimentales obtenidos a lo laejoestudio, junto con el resto de

caracteristicas analizadas deben permitir evatuatoneidad del principio activo en la

formulacién en las condiciones de ensayo, asi darposible disminucion significativa

de su concentracion.
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4.4.4.3. Control del pH

Los resultados experimentales obtenidos a lo ldejoestudio, permiten observar las

posibles variaciones habidas en el transcursolaelcenamiento. Un cambio en el pH

de los preparados puede indicar un futuro probldmastabilidad tanto fisica como

quimica.

4.4.5. Resultados experimentales

A continuacion se presentan los resultados expatates obtenidos para cada uno de

los lotes estudiados, tiempos estudiados y difesetémperaturas. Estos resultados se

resumen en los cuadros que a continuacion se adjyanto con diferentes graficas

representativas de cada uno de los ensayos remdizad

CONDICIONES 25°C £2°C Y 60% *+ 5% HR

FORMULACION 1

API: Acetato de hidrocortisona / pH3.5
Tiempo Envase Aspecto Valoracion | pH
0 - Crema blanca 100.5% 3.58
1 mes Envase plastico translucido Crema blanca liquida 99.3% -
2 meses Envase plastico translucido Crema blanca liquida 101.0% -
Envase plastico translucido Crema blanca liquida 101.3% -
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 102.5%
Envase Aluminio Crema blanca liquida 99.9% -
Envase plastico transluciddg Crema blanca liquida  0.286 -
12 meses _ _
Envase plastico opaco Crema blanca liquida 99.4% 4.30
18 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida102.8% -
Envase plastico opaco Crema blanca liquida 99.7% -
24 meses _ _
Envase Aluminio Crema blanca liquida 100.5%
Cuadro 4.37.: Cuadro correspondiente al estudiestigbilidad para la formulacion 1

con acetato de hidrocortisona y pH 3.5 a las camuiés climaticas 25 °C/60% HR
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FORMULACION 1

API: Acetato de hidrocortisona / pH5.5
Tiempo Envase Aspecto Valoracion | pH
0 - Crema blanca 100.7% 5.80
1 mes Envase plastico translucido  Crema blanca liquida | 103.8% -
2 meses Envase plastico translucido Crema blanca liquida 101.9% -
Envase plastico translucido Crema blanca liquida 102.9% -
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 98.5¢
Envase Aluminio Crema blanca liquida 98.1% -
Envase plastico translucidd Crema blanca liquida .9%38 -
12 meses i _
Envase pléstico opaco Crema blanca liquida 103.9% 3.90
18 meses Envase plastico opaco Crema blanca liguida 98.8% -
Envase plastico opaco Crema blanca liquida 97.6% -
24 meses _ _
Envase Aluminio Crema blanca liquida 99.8%
Cuadro 4.38.: Cuadro correspondiente al estudiestigbilidad para la formulacion 1

con acetato de hidrocortisona y pH 5.5 a las camuiés climaticas 25 °C/60% HR

FORMULACION 1

API: Hidrocortisona base / pH: 3.5
Tiempo Envase Aspecto Valoracion | pH
0 - Crema blanca 99.8% 3.20
Envase plastico translucido Crema blanca liquida 100.0% -
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 97.14¢
Envase Aluminio Crema blanca liquida 102.1% -
Envase plastico translucidg Crema blanca liquida .6%5 -
12 meses __ _
Envase plastico opaco Crema blanca liquida 95.6% 2.90
18 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida101.6% -
Envase pléstico opaco Crema blanca liquida - -
24 meses _ _
Envase Aluminio Crema blanca liquida 90.0%

Cuadro 4.39.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad l@aformulacion 1

con hidrocortisona base y pH 3.5 a las condiciatiegticas 25 °C/60% HR
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FORMULACION 1

API: Hidrocortisona base / pH: 5.5

Tiempo Envase Aspecto Valoracion | pH
0 - Crema blanca 99.2% 5.04

1 mes Envase plastico translucido  Crema blanca liquida | 101.2% -
2 meses Envase plastico translucido Crema blanca liquida 100.9% -

Envase plastico translucido Crema blanca liquida 98.2% -

3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 97.6¢

Envase Aluminio Crema blanca liquida 98.2% -

12 meses Envase plastico translucidg Crema blanca liquida  4.90@ -
Envase pléstico opaco Crema blanca liquida 102.3% 5.00

18 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida101.1% -

o4 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida -% -

Envase Aluminio

Crema blanca liquida

101.8%

Cuadro 4.40.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad laformulacion 1

con hidrocortisona base y pH 5.5 a las condiciatiesticas 25 °C/60% HR

FORMULACION 2

API: Acetato de hidrocortisona / pH3.5
Tiempo Envase Aspecto Valoracion | pH
0 - Crema blanca 101.9% -
1 mes Envase plastico translucidg Crema blanca liquida 97.3% -
2 meses Envase plastico translucido Crema blanca liquida 94.3% .
Envase plastico translucido Crema blanca liquida 86.6% -
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 83.3(
Envase Aluminio Crema blanca liquida 80.9% -
Envase plastico translucidd Crema blanca con partgs - -
12 meses
Envase plastico opaco negras debido a - -
18 meses Envase plastico opaco contaminacion -
Envase plastico opaco microbiana - -
24 meses

Envase Aluminio

Cuadro 4.41.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 2

con acetato de hidrocortisona y pH 3.5 a las camulés climaticas 25 °C/60% HR
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FORMULACION 2

API: Acetato de hidrocortisona / pH5.5
Tiempo Envase Aspecto Valoracion | pH
0 - Crema blanca 102.5% 5.50
1 mes Envase plastico translucido Crema blanca liquida | 101.6% -
2 meses Envase plastico translucido Crema blanca liquida 99.7% -
Envase plastico translucido Crema blanca liquida 99.7% -
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 96.5%
Envase Aluminio Crema blanca liquida 97.9% -
15 meses Envase plastico translucidd Crema blanca con partes - -
Envase plastico opaco negras debido a - -
18 meses Envase plastico opaco contaminacion -
o4 meses Envase plastico opaco microbiana - -
Envase Aluminio - -
Cuadro 4.42.: Cuadro correspondiente al estudiestigbilidad para la formulacion 2
con acetato de hidrocortisona y pH 5.5 a las camuiés climaticas 25 °C/60% HR
FORMULACION 2
API: Hidrocortisona base / pH: 3.5
Tiempo Envase Aspecto Valoracion | pH
0 - Crema blanca 99.1% 3.80
1 mes Envase plastico translucidg Crema blanca liquida 98.1% -
2 meses Envase plastico translucido Crema blanca liquida 102.5% .
Envase plastico translucido Crema blanca liquida 97.1% -
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 98.1%
Envase Aluminio Crema blanca liquida -% -
12 meses Envase plastico translucidd Crema blanca con partgs - -
Envase plastico opaco negras debido a - -
18 meses Envase plastico opaco contaminacion -
o4 meses Envase pléstico opaco microbiana - -

Envase Aluminio

Cuadro 4.43.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad fa formulacion 2

con hidrocortisona base y pH 3.5 a las condiciatiegticas 25 °C/60% HR
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FORMULACION 2

API: Hidrocortisona base / pH: 5.5
Tiempo Envase Aspecto Valoracion | pH
0 - Crema blanca 101.9% 5.87
1 mes Envase plastico translucido Crema blanca liquida | 101.3% -
2 meses Envase plastico translucido Crema blanca liquida 99.9% -
Envase plastico translucido Crema blanca liquida 100.7% -
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 100.1%
Envase Aluminio Crema blanca liquida 99.2% -
15 meses Envase plastico translucidd Crema blanca con partes - -
Envase plastico opaco negras debido a - -
18 meses Envase plastico opaco contaminacion -
o4 meses Envase plastico opaco microbiana - -
Envase Aluminio - -
Cuadro 4.44.: Cuadro correspondiente al estudiestigbilidad para la formulacion 2
con hidrocortisona base y pH 5.5 a las condiciatiesticas 25 °C/60% HR
FORMULACION 3
API: Acetato de hidrocortisona
Tiempo Envase Aspecto Valoracion | pH
0 - Gel transparente 98.9% 5.57
1 mes Envase plastico translucidg ~ Gel transparente 99.1% -
2 meses Envase plastico translucidg Gel transparente 100.5% -
Envase plastico translucidg Gel transparente 98.8% -
3 meses Envase plastico opaco Gel transparente 100.8%
Envase Aluminio Gel transparente 99.0% -
12 meses Envase plastico translucidg Gel transparente 98.7% -
Envase plastico opaco Gel transparente 98.5% 5.30
18 meses Envase plastico opaco Gel transparente .6%00| -
o4 meses Envase pléstico opaco Gel transparente 100.9% -
Envase Aluminio Gel transparente 101.7%

Cuadro 4.45.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad l@aformulacién 3

con acetato de hidrocortisona a las condicionesaticas 25 °C/60% HR
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FORMULACION 3

API: Hidrocortisona base

Tiempo Envase Aspecto Valoracion | pH
0 - Gel transparente 100.0% 5.57
1 mes Envase plastico translucidg ~ Ge€l transparente 100.9% -
2 meses Envase pléstico trans'ucidc Gel transparente 102.0% -
Envase plastico translucidg Gel transparente 98.1% -
3 meses Envase plastico opaco Gel transparente 99.5% -
Envase Aluminio Gel transparente 95.8% -
Envase pléstico translucidg Gel transparente 99.0% -
12 meses _
Envase plastico opaco Gel transparente 99.3% 4.90
18 meses Envase plastico opaco Gel transparente 97.6% -
Envase plastico opaco Gel transparente 93.4% -
24 meses __
Envase Aluminio Gel transparente 85.5% -

Cuadro 4.46.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad laformulacion 3

con hidrocortisona base a las condiciones clima&a°C/60% HR

Variacion del % de HC en funcidon del tiempo (252C/60%HR)

110,00%

105,00%

100,00%

F1, Acetato HC, pH, 5,5 Transl
95,00%
- = F1,Acetato HC, pH, 5,5 Opaco

9000% —— — e F1, Acetato HC, pH, 5,5 Al

85.00% F1, Acetato HC, pH, 3,5 Transl|

- = F1,Acetato HC, pH, 3,5 Opaco

80,00% ———— e F1, Acetato HC, pH, 3,5 Al

Valoracidn de Hidrocortisona (%)

75,00%

70,00%
0 Im 2m 3m 12m 18m 24m

Figura 4.5.: Representacion grafica correspondiemtda variacion del % de

hidrocortisona en funcion del tiempo para flermulacion 1 con acetato de

hidrocortisona, a dos pH diferentes y envasado en tres envafegsrdes.
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Variacion del % de HC en funcién del tiempo (252C/60%HR)

110,00%

105,00%
g
‘g‘f 100,00%
.§ F1,HC base, pH, 3,5 Transl
S 9500% |
2 = = F1,HC base, pH, 3,5 Opaco
2 9000% — 00— . F1, HC base, pH, 3,5 Al
§ 85,00% | F1,HC base, pH, 5,5 Transl
2 F1,HC base, pH, 5,5 Opaco
2 8000% | F1,HC base, pH, 5,5 Al
>

75,00% |

70,00%

Im 2m 3m 12m 18m 24m
Figura 4.6.: Representacion grafica correspondiemtda variacion del % de

hidrocortisona en funcion del tiempo parddemulacion 1 conhidrocortisona base a

dos pH diferentes y envasado en tres envasesriésre

Variacion del % de HC en funcién del tiempo (252C/60%HR)

105,00% |

100,00% |
S
@ 9500% |
.§ e 2, Acetato HC, pH, 5,5 Transl
§ 90,00% - = F2,Acetato HC, pH, 5,5 Opaco
7:%- ------- F2, Acetato HC, pH, 5,5 Al
§ 85,00% | F2, Acetato HC, pH, 3,5 Trans|
18 - = F2,Acetato HC, pH, 3,5 Opaco
S 80,00% |
=\~~~ eseeees F2, Acetato HC, pH, 3,5 Al
>

75,00% |

70,00% |

0 im 2m 3m
Figura 4.7.: Representacion grafica correspondieatda variacion del % de

hidrocortisona en funcién del tiempo para farmulacion 2 con Acetato de

hidrocortisona, a dos pH diferentes y envasado en tres envasesrdes.
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Variacion del % de HC en funcion del tiempo (252C/60%HR)

105,00%

100,00% | ___k/,/\
g T ‘\ - ——
e 9500% |
g
k= F2, HC base, pH, 3,5 Transl
g 90,00% |
5 = == F2,HC base, pH, 3,5 Opaco
::':’ 85,00% F2,HC base, pH, 5,5 Transl|
T ’ °
:§ F2,HC base, pH, 5,5 Opaco
g 80,00% | F2,HC base, pH, 5,5 Al
s

75,00%

70,00% *

0 Im 2m 3m
Figura 4.8.: Representacion grafica correspondiemtda variacion del % de

hidrocortisona en funcion del tiempo parddemulacion 2 conhidrocortisona base,a

dos pH diferentes y envasado en tres envasesriésre

Variacion del % de HC en funcién del tiempo (252C/60%HR)

105,00%

100,00%
g
@ 9500%
.§ ------ e F3, HC base, Transl
g 90,00% | e = = F3,HC base, Opaco
2 | T e F3, HC base, Al
é 85,00% : e 3 Acetato HC, Transl
:§ - = F3, Acetato HC, Opaco
S 80,00%
< | eeeeee F3, Acetato HC, Al
>

75,00%

70,00%

0 Im 2m 3m 12m 18m 24m
Figura 4.9.: Representacion grafica correspondieatda variacion del % de

hidrocortisona en funcién del tiempo para farmulacion 3 con Acetato de

hidrocortisona e hidrocortisona base y envasado en tres envases diferentes.
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CONDICIONES 40° £ 2°C Y 75% + 5% HR

FORMULACION 1
API: Acetato de hidrocortisona / pH3.5

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 100.5%
7 dias Envase plastico translucidg ~ Crema blanca liquida 98.0%
14 dias Envase plastico translucidg ~ Crema blanca liquida 98.0%
1 mes Envase plastico translucidg ~ Crema blanca liquida 99.3%
45 dias Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 99.1%
2 meses Envase plastico translucidg ~ Crema blanca liquida 98.4%
Envase plastico translucidg Crema blanca liquida .6%8
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 98.5%
Envase Aluminio Crema blanca liquida 101.5%
6 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 97.8%
9 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 99.6%
12 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida  102.5%

Cuadro 4.47.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad laformulacion 1

con acetato de hidrocortisona y pH 3.5 a las camuiés climaticas 40 °C/75% HR
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FORMULACION 1 (API: Acetato de hidrocortisona / pH: 5.5)
Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 100.7%
7 dias Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 99.0%
14 dias Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 100.0%
1 mes Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 101.8%
45 dias Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 99.2%
2 meses Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 98.2%
Envase plastico transluciddg Crema blanca liquida 97.1%
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 98.1%
Envase Aluminio Crema blanca liquida 103.4%
6 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 101.5%
9 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 100.9%
12 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida  99.8%

Cuadro 4.48.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 1

con acetato de hidrocortisona y pH 5.5 a las camuiis climaticas 40 °C/75% HR.

FORMULACION 1 (API: Hidrocortisona base |/ pH:3.5)

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 99.8%
7 dias Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 102.0%
14 dias Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 101.0%
1 mes Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 97.0%
45 dias Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 96.4%

2 meses Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 96.7%
Envase plastico transluciddg Crema blanca liquida 87.7%

3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 85.4%

Envase Aluminio Crema blanca liquida 87.9%
6 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 72.4%
9 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 59.1%
12 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 51.2%

Cuadro 4.49.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad l@aformulacion 1

con hidrocortisona base y pH 3.5 a las condiciatiegaticas 40 °C/75% HR.
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FORMULACION 1 (API: Hidrocortisona base /| pH:5.5)

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 99.2%
7 dias Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 103.7%
14 dias Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 102.1%
1 mes Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 99.9%
45 dias Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 99.6%

2 meses Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 98.7%
Envase plastico transluciddg Crema blanca liquida 100.4%

3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 99.9%

Envase Aluminio Crema blanca liquida 100.5%
6 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 95.1%
9 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 89.2%
12 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida  86.1%

Cuadro 4.50.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad l@aformulacion 1

con hidrocortisona base y pH 5.5 a las condiciatiesticas 40 °C/75% HR

FORMULACION 2 (API: Acetato de hidrocortisona / pH: 3.5)
Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 101.9%
7 dias Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 101.8%
14 dias Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 103.8%
1 mes Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 102.7%
45 dias Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 103.9%
2 meses Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 93.5%
Envase plastico transluciddg Crema blanca liquida 96.9%
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 98.4%
Envase Aluminio Crema blanca liquida 98.4%
6 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 98.2%
9 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 97.5%
12 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 100.8%

Cuadro 4.51.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 2

con acetato de hidrocortisona y pH 3.5 a las camuiés climaticas 40 °C/75% HR
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FORMULACION 2 (API: Acetato de hidrocortisona /

pH: 5.5)

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 102.5%
7 dias Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 104.5%
14 dias Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 101.7%
1 mes Envase plastico translucido ~ Créma blanca liquida 101.7%
45 dias Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 103.5%
2 meses Envase plastico translucido ~ Crema blanca liquida 102.5%
Envase plastico transluciddg Crema blanca liquida 100.0%
3 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 98.3%
Envase Aluminio Crema blanca liquida 97.4%
6 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 101.5%
9 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida 99.8%
12 meses Envase plastico opaco Crema blanca liquida  99.3%

Cuadro 4.52.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 2

con acetato de hidrocortisona y pH 5.5 a las camuiés climaticas 40 °C/75% HR

FORMULACION 2 (API: Hidrocortisona base |/ pH:3.5)
Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 99.1%
7 dias Envase plastico translucidg ~ Crema blanca liquida 101.2%
14 dias Envase plastico translucidd Crema amarillenta 98.1%
1 mes Envase plastico translucidg Crema amarillenta 100.5%
45 dias Envase plastico translucidd Crema amarillenta 102.2%
2meses | Envase plastico translucidg Crema amarillenta 103.4%
Envase plastico translucidd Crema amarillenta -%
3 meses Envase plastico opaco Crema amarillenta 98.5%
Envase Aluminio Crema amarillenta 93.3%
6 meses Envase plastico opaco Crema amarillenta 100.2%
9 meses Envase plastico opaco Crema amarillenta 101.4%
12 meses Envase plastico opaco Crema amarillenta 63.9%

Cuadro 4.53.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 2

con hidrocortisona base y pH 3.5 a las condiciatiesticas 40 °C/75% HR
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FORMULACION 2 (API: Hidrocortisona base /| pH:5.5)

Tiempo Envase Aspecto Valoracion

0 - Crema blanca 101.9%

7 dias Envase plastico translucidg ~ Crema blanca liquida 100.0%

14 dias Envase plastico translucidd Crema amarillenta 104.6%
1 mes Envase plastico translucidg Crema amarillenta 103.4%
45 dias Envase plastico translucida Crema amarillenta 98.6%
2meses | Envase plastico translucidg Crema amarillenta 101.5%
Envase plastico translucidd Crema amarillenta 102.4%
3 meses Envase plastico opaco Crema amarillenta 99.2%
Envase Aluminio Crema amarillenta 102.4%
6 meses Envase plastico opaco Crema amarillenta 102.3%
9 meses Envase plastico opaco Crema amarillenta 102.9%
12 meses Envase plastico opaco Crema amarillenta 83.8%

Cuadro 4.54.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 2

con hidrocortisona base y pH 5.5 a las condiciatiesticas 40 °C/75% HR

FORMULACION 3 (API: Acetato de hidrocortisona)

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Gel transparente 98.9%
7 dias Envase plastico translucidg Gel transparente 102.1%
14 dias Envase plastico translucidg Gel transparente 100.9%
1 mes Envase plastico translucida Gel transparente 99.9%
45 dias Envase plastico translucidg Gel transparente 101.4%
2 meses Envase plastico translucida Gel transparente 98.6%
Envase plastico transluciddg Gel transparente 101.3%
3 meses Envase plastico opaco Gel transparente 98.4%
Envase Aluminio Gel transparente 99.6%
6 meses Envase plastico opaco Gel transparente 102.4%
9 meses Envase plastico opaco Gel transparente 103.0%
12 meses Envase plastico opaco 99.8%

Gel transparente

Cuadro 4.55.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad l@aformulacién 3

con acetato de hidrocortisona a las condicionesaticas 40 °C/75% HR
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FORMULACION 3 (API: Hidrocortisona base)

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Gel transparente 100.0%
7 dias Envase plastico translucidg Gel transparente 101.0%
14 dias Envase plastico translucidg Gel transparente 99.2%
1 mes Envase plastico translucidg Gel transparente 99.4%
45 dias Envase plastico translucidg Gel transparente 96.5%
2 meses Envase plastico translucida Gel transparente 96.3%
Envase plastico translucidg Gel transparente 89.0%
3 meses Envase plastico opaco Gel transparente 92.0%
Envase Aluminio Gel transparente 87.9%
6 meses Envase plastico opaco Gel transparente 89.2%
9 meses Envase plastico opaco Gel transparente 70.8%
12 meses Envase plastico opaco 73.9%

Gel transparente

Cuadro 4.56.: Cuadro correspondiente al estudiestigbilidad para la formulacion 3

con hidrocortisona base a las condiciones climad@a®C/75% HR

110,00%

105,00%

100,00%

95,00%

90,00%

85,00%

80,00%

Valoracion de Hidrocortisona (%)

75,00%

70,00%

7d 14d 1mes 45d 2m

Variacion del % de HC en funcidn del tiempo (402C/75%HR)

- == F1,Acetato HC, pH, 5,5 Opaco
~~~~~ F1, Acetato HC, pH, 5,5 Al

- = F1,Acetato HC, pH, 3,5 Opaco
------- F1,Acetato HC, pH, 3,5 Al

9m 12m

=1, Acetato HC, pH, 5,5 Transl

F1,Acetato HC, pH, 3,5 Transl|

Figura 4.10.: Representacion grafica corresponglieat la variacion del % de

hidrocortisona en funcion del tiempo para flarmulacién 1 con acetato de

hidrocortisona, a dos pH diferentes y envasado en tres envasesli¢s.




Variacion del % de HC en funcién del tiempo (402C/75%HR)

110,00%
__ 100,00% |
]
©
S 90,00%
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0 7d  14d 1mes 45d 2m 3m 6m 9m 12m

Figura 4.11.: Representacion grafica corresponglieat la variacion del % de

hidrocortisona en funcion del tiempo parddemulacion 1 conhidrocortisona base a

dos pH diferentes y envasado en tres envasesriisre

Variacion del % de HC en funcién del tiempo (402C/75%HR)
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Figura 4.12.. Representacion grafica corresponeliemt la variacion del % de

hidrocortisona en funcién del tiempo para farmulacion 2 con Acetato de

hidrocortisona, a dos pH diferentes y envasado en tres envafegsrdes.
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. ez s .
Variacion del % de HC en funcidn del tiempo (402C/75%HR)
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0 7d 14d 1mes 45d 2m 3m 6m 9m 12m

Figura 4.13.. Representacion grafica corresponglieat la variacion del % de
hidrocortisona en funcion del tiempo parddemulacion 2 conhidrocortisona base a

dos pH diferentes y envasado en tres envasesriisre

Variacion del % de HC en funcién del tiempo (402C/75%HR)
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Figura 4.14.. Representacion grafica corresponglieat la variacion del % de

hidrocortisona en funcién del tiempo para famulacion 3 con Acetato de

hidrocortisona e hidrocortisona base,y envasado en tres envases diferentes.
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CONDICIONES 50° + 2°C

FORMULACION 1

API: Acetato de hidrocortisona / pH3.5

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 100.5%
14 dias Envase plastico translucidc Crema liquida amarilla ~ 102.0%
1 mes Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla ~~ 98.6%
45 dias Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~~ 101.9%
2 meses Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla 88.7%
Envase plastico translucidg  crema liquida amarilla 76.7%
Envase plastico opaco Crema liquida amarilla 68.6%

3 meses - _
o Crema liquida amarilla cor

Envase Aluminio 13.5%

separacion de fases

Cuadro 4.57.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad laformulacion 1

con acetato de hidrocortisona y pH 3.5 a las camuiés climaticas 50 °C

FORMULACION 1

API: Acetato de hidrocortisona / pH5.5
Tiempo Envase Aspecto Valoracion

0 - Crema blanca 100.7%

7 dias Envase plastico translucido Crema muy liquida blancg 101.9%
14 dias Envase plastico translucidg ~ Crema muy liquida tdanc ~ 98-7%
1 mes Envase plastico translucidg ~ Crema muy liquida tdanc ~ 97-7%
45 dias Envase plastico translucidg ~ Crema muy liquida danc ~ 100.7%
2 meses Envase plastico translucidg ~ Crema muy liquida danc =~ 101.3%
Envase plastico translucido crema muy liquida blanca 98.1%
3 meses Envase plastico opaco | crema muy liquida blanca 100.5%
Envase Aluminio 101.3%

Crema muy liquida blancd

Cuadro 4.58.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad lgaformulacion 1

con acetato de hidrocortisona y pH 5.5 a las camuiés climaticas 50 °C
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FORMULACION 1

API: Hidrocortisona base / pH: 3.5

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 99.8%

7 dias Envase plastico translucido ~ Crema liquida amarilla 102.0%
14 dias Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~~ 100.0%
1 mes Envase plastico translucida Crema liquida amarilla 93.4%
45 dias Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~ 80.6%
2 meses Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla ~ 75-9%
Envase plastico translucidd  crema liquida amarilla 57.7%
3 meses Envase pléstico opaco Crema liquida amarilla 47.0%
Envase Aluminio Crema liquida amarilla corn 37 1%

separacion de fases

Cuadro 4.59.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 1

con hidrocortisona base y pH 3.5 a las condiciatiegticas 50 °C

FORMULACION 1

API: Hidrocortisona base / pH: 5.5

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 99.2%

7 dias Envase plastico translucido ~ Crema liquida amarilla 103.0%
14 dias Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~ 100.0%
1 mes Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla ~ 102.3%
45 dias Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla 93.8%
2meses | Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~ 92.2%
Envase plastico translucido  crema liquida amarilla 70.1%
3 meses Envase plastico opaco Crema liquida amarilla 75.4%
Envase Aluminio Crema liquida amarilla corn £ 0%

separacion de fases

Cuadro 4.60.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 1

con hidrocortisona base y pH 5.5 a las condiciatiesticas 50 °C
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FORMULACION 2

API: Acetato de hidrocortisona / pH3.5

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 101.9%

7 dias Envase plastico translucido ~ Crema liquida amarilla 102.2%
14 dias Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~~ 103.7%
1 mes Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla 99.9%
45 dias Envase plastico translucidc Crema liquida amarilla ~ 100.1%
2meses | Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~ 99.2%
Envase plastico translucido  crema liquida amarilla 96.5%
3 meses Envase plastico opaco Crema liquida amarilla 76.3%
Envase Aluminio Crema liquida amarilla corn 29 2%

separacion de fases

Cuadro 4.61.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 2

con acetato de hidrocortisona y pH 3.5 a las camués climaticas 50 °C

FORMULACION 2

API: Acetato de hidrocortisona / pH5.5

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 102.5%

7 dias Envase plastico translucido ~ Crema liquida amarilla 102.9%
14 dias Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~ 101.4%
1 mes Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla ~ 101.3%
45 dias Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla ~ 104.8%
2meses | Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~ 100.3%
Envase plastico translucido  crema liquida amarilla 99.1%
3 meses Envase plastico opaco Crema liquida amarilla 99.7%
Envase Aluminio Crema liquida amarilla corn 91.9%

separacion de fases

Cuadro 4.62.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 2

con acetato de hidrocortisona y pH 5.5 a las camuiés climaticas 50 °C
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FORMULACION 2

API: Hidrocortisona base / pH: 3.5

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 99.1%

7 dias Envase plastico translucido ~ Crema liquida amarilla 97.7%
14 dias Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla 99.2%
1 mes Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla ~~ 101.2%
45 dias Envase plastico translucidc Crema liquida amarilla ~ 101.2%
2meses | Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~ 103.9%
Envase plastico translucido  crema liquida amarilla 101.3%
3 meses Envase plastico opaco Crema liquida amarilla 100.9%
Envase Aluminio Crema liquida amarilla corn 26.5%

separacion de fases

Cuadro 4.63.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad l@aformulacion 2

con hidrocortisona base y pH 3.5 a las condiciatiegticas 50 °C

FORMULACION 2

API: Hidrocortisona base / pH: 5.5

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 - Crema blanca 101.9%

7 dias Envase plastico translucido ~ Crema liquida amarilla 102.9%
14 dias Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~ 102.4%
1 mes Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla ~~ 100.7%
45 dias Envase plastico translucidg Crema liquida amarilla 99.0%
2meses | Envase plastico translucidd Crema liquida amarilla ~ 102.0%
Envase plastico translucido  crema liquida amarilla 102.3%
3 meses Envase plastico opaco Crema liquida amarilla 102.4%
Envase Aluminio Crema liquida amarilla corn 83 4%

separacion de fases

Cuadro 4.64.: Cuadro correspondiente al estudiesti@bilidad para la formulacion 2

con hidrocortisona base y pH 5.5 a las condiciatiesticas 50 °C
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FORMULACION 3
API: Acetato de hidrocortisona

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 ) Gel transparente 98.9%
7 dias Envase plastico translucido  Gel transparente alexaial 103.0%
14 dias Envase plastico translucido  Gel transparente alexaial 104.3%
1 mes Envase plastico translucidd  Gel transparente alexatdl 104.8%
45 dias Envase plastico translucido  Gel transparente alevatal 99.2%
2 meses Envase plastico translucidd  Gel transparente aleatdl 100.4%
Envase plastico translucido gg transparente amarillento ~ 102.1%
3 meses Envase plastico opaco | ggl transparente amarillento 100.8%
Envase Aluminio 96.1%

Gel transparente amarillent

(0]

Cuadro 4.65.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad l@aformulacién 3

con acetato de hidrocortisona a las condicionesaticas 50 °C

FORMULACION 3
API: Hidrocortisona base

Tiempo Envase Aspecto Valoracion
0 ; Gel transparente 100.0%
7 dias Envase plastico translucidd Gel transparente 101.0%
14 dias Envase plastico translucidg Gel transparente 90.8%
1 mes Envase plastico translucidd Gel transparente 90.7%
45 dias Envase plastico translucidq Gel transparente 90.5%
2 meses Envase plastico translucida Gel transparente 77.2%
Envase plastico transluciddg Gel transparente 67.8%
3 meses Envase pléstico opaco Gel transparente 70.6%
Envase Aluminio 62.3%

Gel transparente

Cuadro 4.66.Cuadro correspondiente al estudio de estabilidad l@aformulacién 3

con hidrocortisona base a las condiciones clima&a®C
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.y ., .
Valoracion del % de HC en funcién del tiempo (502C)
120,00%
— 100,00%
S
'
c
2 80,00% F1,Acetato HC, pH, 5,5 Transl
g S~ — = F1,Acetato HC, pH, 5,5 Opaco
T 60,00% S e F1, Acetato HC, pH, 3,5 Al
§ ’ e [ 1, Acetato HC, pH, 3,5 Transl
:§ 40,00% - = F1,Acetato HC, pH, 3,5 Opaco
S e e F1,Acetato HC, pH, 3,5 Al
> 20,00%
0,00%
0 7dias 1l4dias 1mes 45dias 2meses 3 meses

Figura 4.15.. Representacion grafica corresponeliemt la variacion del % de

hidrocortisona en funcion del tiempo para flarmulacibn 1 con acetato de

hidrocortisona, a dos pH diferentes y envasado en tres envafegsrdes.

Valoracion del % de HC en funcion del tiempo (502C)
120,00%
= 100,00% |
3\—
©
c
2 80,00% | —— F1,Base HC, pH, 3,5 Trans|
§ — = F1,Base HC, pH, 3,5 Opaco
T 6000% NN e F1,Base HC, pH, 3,5 Al
§ F1,Base HC, pH, 5,5 Transl
:§ 40,00% F1,Base HC, pH, 5,5 Opaco
2 F1,Base HC, pH, 5,5 Al
> 20,00% |
0,00%
0 7dias  14dias 1mes 45dias 2meses 3 meses

Figura 4.16.. Representacion grafica corresponglieat la variacion del % de
hidrocortisona en funcion del tiempo parddemulacion 1 conhidrocortisona base a

dos pH diferentes y envasado en tres envasesriisre

189



Valoracion del % de HC en funcion del tiempo (502C)
110,00%
105,00%
S
o 100,00% |
.g F2,Acetato HC, pH, 5,5 Transl
5 9500% |
g - == F2,6Acetato HC, pH, 5,5 Opaco
Tg 90,00% S e eeeees F2,Acetato HC, pH, 5,5 Al
D scon | F2, Acetato HC, pH, 3,5 Trans|
:§ - = F2, Acetato HC, pH, 3,5 Opaco
- 0, |
2 B0 < T e F2, Acetato HC, pH, 3,5 Al
>
75,00% |
70,00% !
0 7dias 1lddias 1mes 45dias 2meses 3 meses

Figura 4.17.. Representacion grafica corresponeliemt la variacion del % de

hidrocortisona en funcién del tiempo para fmulacion 2 con Acetato de

hidrocortisona, a dos pH diferentes y envasado en tres envafegsrdes.

Valoracion del % de HC en funcion del tiempo (502C)
110,00%
105,00%
g =
< —_ -
5 10000% ot e — e == ==
2 | T F2,Base HC, pH, 3,5 Transl
£ 9500% e
s | T - = F2,Base HC, pH, 3,5 Opaco
2 9000% e e F2, Base HC, pH, 3,5 Al
P oo L e F2,Base HC, pH, 5,5 Transl|
c y C L
.§ ......... F2,Base HC, pH, 5,5 Opaco
- ol e
2 8000% M F2,Base HC, pH, 5,5 Al
>
75,00% |
70,00% *
0 7dias 1l4dias 1mes 45dias 2meses 3 meses

Figura 4.18.. Representacion grafica corresponeliemt la variacion del % de

hidrocortisona en funcion del tiempo parddemulacion 2 conhidrocortisona base a

dos pH diferentes y envasado en tres envasesrisre
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Valoracion del % de HC en funcion del tiempo (502C)
110,00%

100,00%

90,00% e F3, BAse HC, Transl|

= = F3,Base HC, Opaco
80,00% " “+:3759N§ ——————————————— ceesees F3,Base HC, Al

= [3, Acetato HC, Transl
70,00%

- = F3,Acetato HC, Opaco
------- F3, Acetato HC, Al

Valoracion de Hidrocortisona (%)

60,00%

50,00%

0 7dias  1l4dias 1mes 45dias 2meses 3 meses

Figura 4.19.. Representacion grafica corresponeliemt la variacion del % de

hidrocortisona en funcién del tiempo para farmulacion 3 con Acetato de

hidrocortisona e hidrocortisona base y envasado en tres envases diferentes.

4.4.6. Discusion

4.4.6.1. Aspecto

Para la formulacién 1 en base crema y para la flacran 3 en base gel realizadas tanto
con acetato de hidrocortisona asi como hidrocoréidiase a diferentes pH en el caso de
la formulacion 1, y en las siguientes condicioneslinacenamiento: 25 °C / 60%HR y
40 °C / 75%HR, y a todos los tiempos de muestrapbdiene un aspecto correcto,

acorde con las especificaciones establecidas ppradicto acabado.

Para la formulacién 2 en base crema se observaroordcion microbiana a partir del
tercer mes de almacenamiento (no incluido) a tddespH estudiados y solo en la
condicion de almacenamiento de 25 °C / 60% HR;hdegae a esta condicion no se
pueda proseguir con los analisis planificados stdite de valoracion de la riqueza del
producto.

En general, en todas las muestras de las tres laciooes (formulacion 1, 2 y 3)

almacenadas a 50 °C se observa un color amarifeotm cierta separacion de fases.
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Este fendmeno se considera normal a esta condigi@macenamiento puesto que se
produce oxidacion de la fase grasa de las fornuiasi
Este aspecto se hace mas patente en las muestagadas en envases de aluminio.

Por lo tanto puede concluirse que tanto la formakacl como la formulacion 3
mantienen las caracteristicas relativas al aspetastas a lo largo del tiempo. En
cambio no ocurre lo mismo con la formulacion 2 endke se produce contaminacion

microbiana.

4.4.6.2. pH

La formulacion 1 en base crema con acetato de ¢odisona es la que presenta mas
inestabilidad puesto que dificilmente mantiene abw del pH conseguido a tiempo

inicial. Esta observacion ocurre tanto al pH 3.810@ pH 5.5, en donde el valor de pH
aumenta y disminuye en el tiempo respectivamente.

La formulacibn 1 en base crema con hidrocortisoaseb por el contrario, si que

mantiene las condiciones de pH iniciales en elpg@m

La formulacién 3 en base gel en general mantiermehicial en el tiempo tanto con
acetato de hidrocortisona como hidrocortisona bassjue se aprecia una ligera mayor

estabilidad con acetato de hidrocortisona.

Para la formulacion 2 en base crema se observaroordcion microbiana a partir del
tercer mes de almacenamiento (no incluido) a tddespH estudiados y solo en la
condicion de almacenamiento de 25 °C / 60% HR;hdegae a esta condicién no se
pueda proseguir con los andlisis planificados pHelpor lo tanto no se haya podido

determinar a lo largo del tiempo.
4.4.6.3. Estudio de la riqueza / valoracion de hidcortisona
Los resultados obtenidos en el estudio del ensayta ccuantificaciéon del principio

activo hidrocortisona en las diferentes formulaemrse encuentran recogidos en los

cuadros anteriormente expuestos.
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En el caso de la formulacibn 1 los resultados otitsn a la condiciones de
almacenamiento de 25 °C / 60% Humedad relativa [mmradiferentes tiempos de
estudio se encuentran dentro de los intervaloblesidos como limites (90-110%).

En el caso de las condiciones de almacenamierd® d€ / 75% humedad relativa, los
resultados obtenidos son muy buenos ya que se rdramoiedentro de los intervalos
establecidos como limites (90-110%) y tan solols®eva una bajada significativa de
hidrocortisona en el caso de la formulacion comdudrtisona base y a pH 3.5 (51%) a
12 meses. A destacar que los valores de hidroopéisn la formulacion con acetato de
hidrocortisona permanecen inalterados a esta dondiacluso a los 12 meses de
estudio.

En el caso de las condiciones de almacenamien&BD®€, los resultados obtenidos,
como era de suponer, presentan una bajada sigvidiade hidrocortisona durante los
tres primeros meses de estudio a excepcién deriaufacion 1 con acetato de

hidrocortisona a pH 5.5 que permanece inalterada.

En el caso de la formulacion 2 los resultados otdtsn a la condiciones de
almacenamiento de 25 °C / 60% Humedad relativaasgbdido estudiar solo hasta los
tres meses del estudio puesto que es cuando sgadetetaminacion microbiana en
todas las formulaciones. Hasta entonces, todagfodtados para los diferentes tiempos
de estudio se encuentran dentro de los intervatablecidos como limites (90-110%) a
excepcion de la formulacién con acetato de hidtsmra, pH 3.5 y en todos los

diferentes envases escogidos para su almacenamiento

En el caso de las condiciones de almacenamierd® d€ / 75% humedad relativa, los
resultados obtenidos son muy buenos ya que se r@ramoiedentro de los intervalos
establecidos como limites (90-110%) y tan sololseva una bajada significativa de
hidrocortisona en el caso de la formulacién comrdudrtisona base y a los dos pH
estudiados (3.5 y 5.5) a 12 meses. A destacaragugalores de hidrocortisona en la
formulacién con acetato de hidrocortisona permameénalterados a esta condicion

incluso a los 12 meses de estudio.
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En el caso de las condiciones de almacenamien&D €, los resultados obtenidos,
como era de suponer, presentan una bajada sigvidiade hidrocortisona durante los
tres primeros meses de estudio a excepciéon denasifaciones que se han conservado
en envase translucido en donde la cantidad dedudisona no ha bajado por debajo de
los limites definidos (90-110%).

En el caso de la formulacion 3 los resultados otdtsn a la condiciones de

almacenamiento de 25 °C / 60% Humedad relativa [madiferentes tiempos de

estudio se encuentran dentro de los intervaloblesidos como limites (90-110%).

En el caso de las condiciones de almacenamierd® d€ / 75% humedad relativa, los
resultados obtenidos son muy buenos ya que se r@ramoedentro de los intervalos

establecidos como limites (90-110%) y tan sololseva una bajada significativa de
hidrocortisona en el caso de la formulacion comdudrtisona base (70%) a 12 meses.
A destacar que los valores de hidrocortisona erfotenulacion con acetato de

hidrocortisona permanecen inalterados a esta dondiacluso a los 12 meses de

estudio.

En el caso de las condiciones de almacenamien&8Dd€, los resultados obtenidos,
como era de suponer, presentan una bajada sigvidiade hidrocortisona durante los
tres primeros meses de estudio principalmente eorfaulacion con hidrocortisona
base. A destacar que las muestras correspondizriteformulacion 3 con acetato de

hidrocortisona se mantienen estables en el tiempo

A destacar en general en todas las formulaciormmgliciones estudiadas, que el tipo

de envase escogido no impacta en la riqueza gerecsentre en el producto
En todas las formulaciones se observa una altzmigm en el valor de hidrocortisona
obtenido. Esto es debido a que el tamafio del Isted@mdo es muy pequefio y la

homogeneidad del mismo no es la adecuada.

A pesar de ello, este estudio preliminar de esthoil es muy valido para poder

comparar entre las diferentes formulaciones y cioes estudiadas.
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CAPITULO 5: TECNOLOGIA DE FABRICACION INDUSTRIAL

En el presente capitulo se procede a describiedaotogia de fabricacion que se ha
seguido a nivel industrial para dos de las tresfdaciones desarrolladas (emulsion y
gel). En el caso de la espuma, esta formulaciolego a escalarse a nivel industrial,

debido a la dificultad en la busqueda de la tegial@adecuada para elaborar los lotes
industriales.

Para describir la tecnologia de fabricacion a nindulstrial, se presentan las guias de
fabricacion elaboradas en dicha fabricacion indalstr

En concreto, se fabricaron dos lotes de la formmdheen crema y dos lotes de la

formulacion en gel con una concentracion de prinagtivo al 1%.

El tamafio de lote de la crema fue de 10 kg y ehfeode lote del gel fue de 20 kg.

5.1. GUIA DE FABRICACION DE LA EMULSION DE ACETATO DE
HIDROCORTISONA

A modo de ejemplo, se muestra la guia de fabricapidrespondiente para el lote 1 de

la crema al 1%.
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SDM GUIA DE FABRICACION  |Fecha:
A210510¢
Producto: Seccion: semisélidos [ Lote: 4/ |Caducidad: --
Técnico responsable:_,% Observaciones: Crema 1% Hoja: 1de7
FORMULA DE FABRICACION
Componentes ‘ % 10.000,- g
Aceite de oliva 7,000 700,000 g
Almidon 3,000 300,000 g
Lanette N 2,500 250,000 g
Cetiol V 3,000 300,000 g
Dimetilpolisiloxano 0,500 50,000 g
Acetato de hidrocortisona 1,110 111,000 g
Metilparaben (no sédico) 0,180 18,000 g
Prolpilparabeno 0,020 2,000 g
EDTA 0,005 0,500 g
BHA 0,010 1,000 g
Etoxidiglicol 0,500 50,000 g
Agua desionizada c.s.p. 82,180 8218,000 g
TOTAL 100,000 10.000,000 g

PRECAUCIONES:

Para manejar la materia prima se debe:

- Utilizar mascarilla que cubra nariz y boca.
- Emplear gafas de proteccion ocular.

- Colocarse guantes.

En caso de contacto directo de dichos productos con la piel, lavarse con agua y jabon
inmediatamente.

® Controlar tiempo operacion v'T Verificar

Fecha: Firmado:
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GUIA DE FABRICACION | Fecha:
SDM s I8

Producto: Seccidn: semisolidos |Lote: /I |caducidad: - -
Técnico responsable: ,M‘l/()bservaciones: Crema 1% Hoja: 2 de 7
CONDICIONES PREVIAS

Comprobacion Firma

v Verificacién de la limpieza de salas y maquinaria W\S
v Pesada de materias primas y verificacion etiquetas -NAAPQLS
v Presencia de la guia de fabricacién «PQA)‘DQ&S
ol

v Verificacién de condiciones ambientales de la salas

ANNNN

Codigo sala:_ S, RO

Humedad relativa sala (%): ND Temperatura de la sala: ) l )

EQUIPOS: MAQUINA
Reactor de acero inoxidable LACER, SA. Ryma
Balanzas
ESPECIALIDAD PROCESADA LOTE
GEENN SDM 0, A). | 2
PRESENTACION FECHA FABRICACION
0
- AT (05
EFECTUADOPOR: Ay FECHA: ﬂm& |
. . “
VERIFICADO POR: FECHA:
@ Controlar tiempo operacién ¥'T Verif PUE D ELIt’M_rTII_-ozA R
_ ' SE -
Fecha: ‘ Firmado:
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SDM GUIA DE FABRICACION | Fecha:
A210S (o< |
Producto: Seccion: semisélidos ILote: /{ Caducidad: - -
Técnico respohsable: -Aﬁ\./ Observaciones: Crema 1% Hoja: 3de 7

PROCEDIMIENTO DE ELABORACION:

a) PESADA DE MATERIAS PRIMAS

En sala de pesadas, con balanza adecuada, pesar los componentes siguientes:

Componentes P Tedrico (g)
Aceite de oliva 700,000 g
Almidon 300,000 g
Lanette N 250,000 g
Cetiol V 300,000 g
Dimetilpolisiloxano 50,000 g
Acetato de hidrocortisona 111,000 g
Metilparaben (no sédico) - 18,000 g
Prolpilparabeno 2,000 g
EDTA 0,500 g
BHA 1,000 g
Etoxidiglicol 50,000 g
Agua desionizada c.s.p. 8218,000 g

v Verificar contenedores y etiquetas de las pesadas.

Modelo balanza: % H"Q C Gm{g >
Fecha: A2 {Qﬁ( Qe

® Hora inicio: _ QR R0
Firma: Pt

©® Controlar tiempo operacion v'T Verificar

P Real (g) Ne lote Técnico
Ao ¥ B85 e
200, 3 XAB2 AR

250, 2 23U XMMe Aru
299 A x 39 A
spo R A
A { }7” XBZ‘:B A
480
2,0 A LICN A
060 234G . oo .
1,0 D2 oYU LV
oo, VAARD (Y4 9%
Codigo balanza: DAL 03

® Hora final: _Jll)_'\;_

Fecha:

Firmado:
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GUIA DE FABRICACION |Fecha:
SDM PINaty

Producto: Seccién: semisdlidos [Lote: /{ Caducidad: -

Técnico responsable: "PSA’I/ Observaciones: Crema 1% Hoja: 4 de 7

Firma del verificador de pesadas:

Observaciones en la fase de pesadas (excipientes y principio activo):

b) FASE DE PREPARACION DE LA CREMA

Fecha: @ 1S— 172 (@5 O ®Hora inicio: (JP| AS

Preparacion de la fase acuosa

1. Colocar en un reactor de acero innoxidable los siguientes componentes

Componentes Peso Verificacién
Agua destilada 3500,000 g & 35 .0 9
Almidon e

Adgitar con agitacion de hélice.

Calentar hasta 90 °C con agitacion de hélice.

Temperatura real: 89 N S RS

2. Cuando se alcance esta temperatura afiadir los siguientes componentes:

Componentes Verificacién
Metilparaben E/
Propilparabeno

@ Controlar tiempo operacién v'T Verificar

Fecha: Firmado:
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SDM GUIA DE FABRICACION {Fecha:

RS (T |

Producto; Seccién: semisdlidos [Lote: Caducidad: - -
Técnico responsable:.M{/ Observaciones: Crema 1% Hoja: 5de 7

. N &
Agitar con agitacién répida durante lf minutos. { (\A: wuo A0 B5
T U4 US

Tiempo de agitacion real: Zo haan

w

Transcurrido este tiempo comprobar que se ha formado el engrudo de almidén.

4. Siel engrudo es correcto dejar enfriar hasta llegar a una temperatura de 70 °C
manteniendo la agitacién lenta.

5. Afiadir los siguientes componentes:

Componentes Verificacién

EDTA ?
Dimetilpolisiloxano

-

TOUIA N> . (|
Agitar durante 15 minutos conlisél-in&a_'iﬂﬂ.:pm__ lowas = A 25h .

Reas., /g .
Tiempo de agitacién real: 1% omu & A1 4o é,/
Temperatura real:__ (5,3} ¢

Preparacion de la fase oleosa
6. A parte mezclar los siguientes componentes:
Componentes Verificacién
Aceite de oliva
€ .
v aé*iEroxiﬂTgircn‘l' Canrdte N/

Cetiol V
BHA

R

Calentar hasta 70 °C y agitar cqp agitacion-de-hétice. FC:?( e )
Temperatura real: i C

® Controlar tiempo operacion v'T Verificar

Fecha: Firmado:
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-

o A4

Ao

Tinss

D GUIA DE FABRICACION [Fecha:
S M 2R 06

Producto: Seccidén: semisolidos lLote: (l Caducidad: --
Téenico responsable: APVL/ Observaciones: Crema 1% Hoja: 6 de 7

7. Comprobar que la temperatura de la fase oleosa y la acudsa es de 70 °C y addicionar la
fase oleosa sobre la acuosa con agitacién rapida (1100 rpm) y dispersor, durante 10

minutos. R
WWen A4S
Tiempo de agitacion real: AO ML . j\:t.[b\ . J\ A BS n.
Temperatura real: ™42, 2 - '

QO /
8. Afladir el resto de agua muy poco a poco con agitacién-miee: OP(W 40 ey
Componentes Peso Verificacién ( ’ J2. OD\/‘
< .
Agua destilada 500000500 & Teal A2 (00 X
2650, G%, )
Preparacién de la disolucién de hidrocortisona.

9. Dispersar los siguientes componentes a parte: (EnA aem X2 DO

Componentes Peso Verificacion ;é:;‘ |

Acetato de Hidrocortisona ?

Etoxidiglicol N

Agua destilada 2218,000g v [ wao=(1i1Sh
22, Z‘% ol =23

10. Cuando la emulsidn esté a 40 °C, afiadir la mezclael paso 9 al reactor de acero
inoxidable. = el FHe o .

11. Homogenizar durante 8§ minutos (guardar parte del agua anterior para limpiar el vaso)

12. Analizar el producto segin especificaciones.

13. Trasvasar el producto y envasar segun la prueba a realizar.

(® Hora final: J( . A0
Peso final: {\/ D

Firma del verificador de la pesada:

(I

@ Controlar tiempo operacion v'T Verificar
Firmad | s L300
Fecha: irmado: ' -
Do, Suan e - 428
Hecer = Vaed a YO m/)’)a/jc@%qm 1 4e erceds

fiar ed QO o 2.5 < Gon cOPrmve (ron —a
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SDM GUIA DE FABRICACION  |Fecha:
L2400/
Producto: Seecién: semisélidos [Lote: A |Caducidad: - -
Técnico responsable: —Afk1_ |Observaciones: Crema 1% Hoja: 7de 7
Observaciones en la fase de preparacion de la crema:
® Controlar tiempo operacién ¥'T Verificar
Fecha: Firmado:
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El flujo del proceso de fabricacion se presentadfnigura 5.1.

PESADA DE MATERIALES MEZCLA EASE ACUOSA

Agu_a . Calentar hasta 90°C con agitacion
Almidoén
%
MEZCLA
PESADA DE MATERIALES Incorporar los materiales pesados en
Metilparabeno W continua agitacion durnate 15 minutos
Propilparabeno Comprobar formaciéon Engrudo almidén

y enfriar a 70°C

Incorporar los materiales pesados en
continua agitaciéon durnate 15 minutos

PESADA DE MATERIALES MEZCLA

EDTA »
Dimetilpolisiloxano

MEZCLA EMULSIFICACION

Incorporar la mezcla realizada sobre el
Calentar hasta 70°C vy agitar engrudo de almidén en continua
vigorosamente agitacion
PESADA DE MATERIALES
Aceite de oliva
Lanette
Cetiol V
BHA

A

MEZCLA MEZCLA

Incorporar la dispersion de Acetato de

Dispersar los componentes con Hidrocortisona cuando la emulsion esté
agitacion a 40°C. Homogeneizar

?

PESADA DE MATERIALES
Acetato de hidrocortisona
Etoxidiglicol

Agua

Figura 5.1. Flujo del proceso de fabricacion de elmulsion con acetato de

hidrocortisona.

5.2. GUIA DE _FABRICACION DEL GEL DE __ACETATO DE
HIDROCORTISONA

A modo de ejemplo, se muestra la guia de fabricaoddrespondiente para el lote 1 del

gel al 1%.
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SDM GUIA DE FABRICACION  |Fecha: -
(0§ JOe
Producto: Seccién: semisolidos lLote: 7 Caducidad: - -
Técnico responsable: M/ Observaciones: Gel 1% Hoja: 1 de 7
FORMULA DE FABRICACION
Componentes % 20.000,- g

Polisorbato 80 0,400 80,000 g
Trietanolamina 0,250 50,000 g
Carbopol 934 0,500 100,000 g
Acetato de hidrocortisona 1,110 222,000 g
Metilparaben 0,180 36,000 g
Prolpilparabeno 0,020 4,000 g
EDTA 0,001 0,100 g
BHA 0,010 2,000 g
Agua desionizada c.s.p. 97,529 19.505,800
TOTAL 100,000 20.000,000 g

PRECAUCIONES:

Para manejar la materia prima se debe:

- Utilizar mascarilla que cubra nariz y boca.
- Emplear gafas de proteccion ocular.

- Colocarse guantes.

En caso de contacto directo de dichos productos con la piel, lavarse con agua y jabén
inmediatamente.

® Controlar tiempo operacién v'T Verificar

Fecha: Firmado:
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SDM GUIA DE FABRICACION | Fecha:

Mios (s
Producto: Seccién: semislidos |Lote: 2 |Caducidad: --
Técnico responsable: AR | Observaciones: Gel 1% Hoja: 2 de 7
CONDICIONES PREVIAS
Comprobacion Firma

v Verificacion de la limpieza de salas y maquinaria M

v Pesada de materias primas y verificacion etiquetas Q/ Nﬁd"
v Presencia de la guia de fabricacion g// NP{A/‘)

v Verificacion de condiciones ambientales de la salas

Cédigo sala: __ Shtp 24

Humedad relativa sala (%): D Temperatura de la sala: Py ( 2'C

EQUIPOS: _
MAQUINA
Reactor de acero inoxidable
Balanzas LACEH’ SA .B(D[ h SOuVs
ESPECIALIDAD PROCESADA LOTE
hel s A A
PRESENTAGION FEGHA FABRICAGION
A0/ gsroe
T -
. erectuaboPor: AR FecHA: /0T 6
| VERIFIGADO POR: | recHa
~ LIMPIO |
. PUEDE UTILIZARSE
@ Controlar tiempo operacién ¥'T Verificar
Fecha: Firmado:
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SDM GUIA DE FABRICACION  (Fecha:
MO 6.

Producto: Seccién: semisélidos !Lote: 2 |Caducidad: - -

Técnico responsable:-ﬁ%_, Observaciones: Gel 1% Hoja:3de7

PROCEDIMIENTO DE ELABORACION:
a) PESADA DE MATERIAS PRIMAS

En sala de pesadas, con balanza adecuada, pesar los componentes siguientes:

Componentes P Teorico (g) P Real (g) N° lote Técnico
Polisorbato 80 80,000 g 8D\ 02, X ~A376 fapes
Trietanolamina 50,000 g 50 A D *‘*"f?}”
Carbopol 934 100,000g  AO 00 NE Y apdy
Acetato de hidrocortisona 222,000 g 222 0% Pie ML)
Metilparaben 36,000 g 0N X-303 :
Prolpilparabeno 4,000 g Yy W37 W )
EDTA 0,00g o, 40n. T-S¥3. ~wpehs .
BHA 2,000 g 2,008 V2o fovpes

Agua desionizada c.s.p. 19.505,800 g
v Verificar contenedores y etiquetas de las pesadas.

Modelo balanza: VD Cédigo balanza: M>

Fecha: 12
& Hora inicio: &[) & Hora final: AN D

Firma: N )]

Firma del verificador de pesadas: AD

Observaciones en Ia fase de pesadas (excipientes y principio activo):

® Controlar tiempo operacién v'T Verificar

Fecha: Firmado:
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SDM GUIA DE FABRICACION  |Fecha:
A w106

Producto: Seccién: semisdlidos ILute: Z_ |Caducidad: - -
Técnico responsable:  paaq_ | Observaciones: Gel 1% Hoja: 4 de 7
b) FASE DE PREPARACION DEL GEL
Fecha: 5(/( =N . ®Hora inicio: _ O “ ¢y
1. Colocar en un recipiente los siguientes componentes

Componentes Peso Verificacién

Agua destilada c.s.p. 2.000g E/

=

Calentar hasta 70-75 °C OZ”"

Temperatura real: =1
2. Aifiadir los siguientes componentes:

Componentes Verificacion

Metilparaben IE'/

Propilparabeno E/
3. Colocar en el reactor Multi-homo Brogli el siguiente componente

Componentes Peso Verificacion

Agua destilada c.s.p. 15.000 g Bf

A8 S LMY

4. Afiadir los siguientes componentes:

Componentes Verificacién

Solucion paso 2 E/./

Carbopol 934
@ Controlar tiempo operacion vT Verificar
Fecha: Firmado:
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GUIA DE FABRICACION  (Fecha:
SDM o

Producto: Seccion: semisolidos |L0te: L |Caducidad: - -
Técnico responsable: -4p+_ |Observaciones: Gel 1% Hoja: 5de 7

Agitar durante 15 minutos con la hélice a velocidad 2.

Hora inicio:_ (JF : M5

Horafinal:_ _49y a0

Tiempo de agitacién real: __AS oMy

Temperatura de la dispersion: Zgl Uuc
5. Dejar reposar durante 3 horas para que se humecte.

Hora inicio:__AD0O
Horafinal: AR O ¥y
Tiempo de reposo real: _yeenD

6. Espesar con el siguiente componente:
Componentes Verificacion
Trietanolamina 10 N =

Agitar durante 15 minutos a velocidad 2.

Inicio agitacion: J3 D5 K .

Final agitacion: .

Mirar el pH en caso de que no esté entre 5 y 6 afiadir:

Control pH: 5‘ =

Componentes Verificacion

Trietanolamina 10 N El/

® Controlar tiempo operacion ¥'T Verificar

Fecha: Firmado:
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SDM GUIA DE FABRICACION | Fecha:

_ {ol06
Producto: Seccién: semisdlidos  |Lote: 2 |Caducidad: - -
Técnico responsable: A\t | Observaciones: Gel 1% Hoja: 6 de 7

7. En 50 g de agua afiadir el EDTA. Agitar hasta total disolucién y afiadir al reactor.

Componentes Verificaciéon

EDTA ?

Agua purificada

Inicio agitacién: A2 IO
Final agitacion: y

Tiempo de agitacion real: _Ag_m;n

8. Afadir al reactor la mezcla del punto 7, agitar 15 minutos.

9. Disolver los siguientes componentes a parte, agitar.

Componentes Verificacién

BHA é‘%

Polisorbato 80

10. Afiadir la mezcla del paso 9 al reactor de acero inoxidable. Agitar con agitacién de hélice
15 minutos a velocidad 2.

Inicio agitacién: 434S N
Final agitacién: oD N
Tiempo de agitacion real: A5 man

® Controlar tiempo operacién v'T Verificar

Fecha: Firmado:

209



SDM GUIA DE FABRICACION  |Fecha:

AL DL D6
Producto: Seccién: semisdlidos lLote: < |Caducidad: - -
Técnico responsable: _ | Observaciones: Gel 1% Hoja: 7de 7

11. Dispersar los siguientes componentes a parte, con agitacion de ancora. < SO PM

Componentes Peso Verificacion

Acetato de Hidrocortisona g?

Agua destilada 2000,00 g
Recuperar con 505,00 g de agua B/

12. Aiiadir la mezcla del paso 10 al reactor de acero inoxidable y agitar 15 minutos a
velocidad 2.

Inicio agitacion:__ ,Zg .OS

Final agitacién:__A4¢&, | 2.0

Tiempo de agitaciénreal: 4.5 oyYCr) .
13. Conectar la bomba de vacio (-0,9 bars).

14, Analizar el producto segin especificaciones.
15. Trasvasar el producto y envasar segin la prueba a realizar.

& Hora final: ~ AS + \T b

Peso final: Nh

Firma del verificador de la pesada: ND

Observaciones en la fase de preparacién del gel:

@ Controlar tiempo operacién ¥'T Verificar

Fecha: Firmado:
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El flujo del proceso de fabricacion se presentadigura 5.2.

PESADA DE LOS COMPONENTES

Agua
Metilparabeno
Propilparabeno

MEZCLA

Calentar a 70°C en continua agitacion

PESADA DE LOS COMPONENTES
Agua
Carbopol 934

GELIFICACION

Mezclar durante 15 minutos y dejar
reposar durante 3 horas.

Al cabo de 3 h, espesar con
Trietanolamina

PESADA DE LOS COMPONENTES
Agua
EDTA

v

'MEZCLA

Agitar durante 15 minutos

PESADA DE LOS COMPONENTES
BHA
Polisorbato 80

MEZCLA

»

Agitar durante 15 minutos

PESADA DE LOS COMPONENTES
Acetato de hidrocortisona
Agua

'MEZCLA

Agitar durante 15 minutos

Figura 5.2. Flujo del proceso de fabricacion délcga acetato de hidrocortisona.
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CAPITULO 6: DESARROLLO Y VALIDACION DE UN METODO
HPLC FASE REVERSA INDICADOR DE ESTABILIDAD PARA LA
DETERMINACION  SIMULTANEA DE ACETATO DE
HIDROCORTISONA, PROPILPARAHIDROXIBENZOICO,
METILPARAHIDROXIBENZOICO, BUTILHIDROXIANISOL
(BHA) Y SUS PRODUCTOS DE DEGRACION EN UNA
FORMULACION EN GEL PARA APLICACION RECTAL

Se ha puesto a punto una nueva meétodica analarcBlPLC para la cuantificacion de
acetato de hidrocortisona, propilparahidroxibenzoicmetilparahidroxibenzoico,

butilhidroxianisol y productos de degradacion dektato de hidrocortisona, con el
objetivo de utilizar dicha metddica en los estudiesestabilidad y control de calidad.
Para su uso en condiciones GMP, es necesario gaobli proceder a su correcta

validacion.

6.1. INTRODUCCION

La validacion se define como el establecimientoudmntado de evidencias que
proporcionen un alto grado de confianza de que roteso especifico produce
consistentemente un producto que cumple con suletereninadas especificaciones y
atributos de calidad y las seguird produciendo lkeriuteiro si se mantienen sus
parametros de trabajo (59). También se puede deiimo la obtencidon de pruebas
convenientemente documentadas, demostrativas quenétodo de fabricacion o
control, es lo suficientemente fiable como paralpoir el resultado previsto dentro de

intervalos definidos (60).

Una definicion mas especifica de una validacionliee (61), indica que es el
establecimiento de la evidencia documental de qoeprocedimiento analitico
conducira, con un alto grado de seguridad, a lanaddn de resultados precisos y
exactos, dentro de las especificaciones y los wtih de calidad previamente

establecidos.

Los requisitos previos al inicio de una validacéralitica consiste en trabajar segun las
normas correspondientes a las Buenas Practicasaterdtorio; por otro lado el

procedimiento analitico a validar ha de estar biesarrollado, probado y documentado
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para asegurarse que la validacion a realizar sdisfactoria al final de su estudio.
También se ha de tener en cuenta que los instrosgoe se utilizan para el desarrollo
de la metddica analitica y posterior validacionaenisma, han de estar cualificados y
calibrados. Por otro lado, el personal encargadealear dicha validacion, ha de estar
formado, es decir, ha de saber perfectamente lartamia que tiene la realizacion de
cualquier tipo de validacion. Por ultimo, pero nenos importante, es la descripciéon de
un protocolo de validacion previo al inicio de léssma y en el que se har& constar todo
lo que se desarrollara posteriormente en el estddiwalidacion. Este protocolo es

también conocido como Plan Master de Validacion.(61

Sin embargo, antes de adentrarse en la realizaigbestudio de validacion y en el
desarrollo de los distintos parametros a estudgaimportante hacer algunas reflexiones
acerca de la importancia de la validacion. Unaadepteguntas a realizar es por qué se
ha de validar un método analitico. La primera resfa que se tendria es que este
método validado cumple con las exigencias legalettdel registro de medicamentos
como de las BPL (Buenas Précticas de Laborataram),el fin de asegurar la calidad y
eficacia del producto. Sin embargo, la respuesi@ehamas lejos y pensar que la razén
de porqué validamos es para obtener mas informatébrmétodo en estudio y asi
obtener informacion de la fiabilidad de los regidts obtenidos, es decir, si no existe
fiabilidad es imposible asegurar que el medicamentaple con las especificaciones
exigidas y por lo tanto su calidad es adecuadaoforlado si un método esta validado
se minimiza el nimero de fallos y repeticionesppiéendo asi un importante ahorro de
costes (61).

Otra reflexion importante a realizar es cuando aeldn validar y qué se ha de validar.
Un método analitico se ha de validar después dersato desarrollado y probado y, de
esta forma, tener un conocimiento previo de éltgsade ser utilizado en rutina. Por ello
en el desarrollo previo es recomendable llevarbm @& estudio de robustez (61) para
garantizar la bondad del procedimiento analitice s quiere validar. Por otro lado se
ha de validar todo aquel método que de forma mitinzaya a ser utilizado para la
determinacion de alguna de las especificacionegsadas para dicho medicamento o
materia prima. Estos métodos se pueden clasife#a diguiente forma:
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- Ensayos de identificacion

- Ensayos para la determinacion del analito de istéeéuna materia prima o de una
especialidad farmacéutica.

- Ensayos para la determinacion de caracteristicasatatécnicas inherentes (Ej.
ensayo de disolucion).

- Ensayos de limites de impurezas y cuantificacidtasienismas.

- Ensayos para la determinacién de analitos en #uldolégicos y en productos
naturales.

- Ensayos microbiolégicos

Para realizar la validacion se han de seguir lataganarcadas bien por la USP 36 (62)
o bien por las ICH (63-64) que estaran descritasl gmotocolo de validacion. Si bien
son directrices que no describen especificamenteocrealizar cada uno de los
parametros a estudiar, ni tampoco los limites arten cuenta, son directrices que van
encaminadas a marcar el nUmero de muestras aanadia cada parametro dejando la
puerta abierta en cuanto a como se han de prepatas muestras. Debido a que
ninguna de las directrices nhombradas anteriormespecifica los limites que han de
cumplir los parametros a estudiar, estos se masegun el sistema de calidad
implantado en el laboratorio. Sin embargo la mayalé laboratorios intentan seguir

unos criterios comunes y de esta forma uniformasatimites establecidos.

Por ultimo decir que el estudio de validacién msdp esta en vigor, bien hasta que se
realice alguna modificacion en el método, biendagsie se cumpla el plazo de validez

establecido en el protocolo o plan de validacion.

Todas estas reflexiones ponen de manifiesto la rit@pcia que tiene el estudio de

validacion de un método analitico.
En el desarrollo de un nuevo método analitico (cesel caso) y posterior validacion,

se han de seguir una serie de fases, fases quensnd vienen descritas en ninguna

guia, se describen a continuacién en el orden greee mas légico:
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a) Caracteristicas de practicabilidad

A la hora de desarrollar un método se ha de teney en cuenta estas
caracteristicas, caracteristicas que evallan l@ipdad de implementacion en

rutina del método analitico. Dichas caracteristgmsefieren por ejemplo al tiempo
de elucién, coste, tamafio de la muestra necesagigipos, cualificacion del

personal, condiciones de seguridad, etc. Si esteecteristicas no se tienen en
cuenta, el desarrollo de la metddica analitica pasteriormente aplicarla en rutina,

pierde el sentido.

b) Estudios de estabilidad de la muestra (61)

Otra de las fases previas al inicio del estudiea®lacion y que se estudia durante
el desarrollo de la metddica es la estabilidad asediferentes soluciones que se
preparan y que forman parte de la metédica de iesttiddesarrollar este estudio se
obtiene una informacién muy valiosa en cuanto emfio que las diferentes

soluciones preparadas pueden permanecer inaltermutas de considerarlas como
no aptas. Esta informacion ha de quedar reflejadal @rotocolo de analisis de la

metddica analitica definitiva.

c) Caracteristicas de idoneidad (65)

La idoneidad es otro parametro a tener en cuental eiesarrollo de un método
analitico. Las caracteristicas de idoneidad, deresf a un conjunto de parametros
gue garantizan que el sistema responde a los reguigados y que se han de
mantener a lo largo del uso de la metddica aralitifara definir estas
caracteristicas, se usa el estudio de robustez 686)por una parte se utiliza para
optimizar el método y por otra parte para ver ldgicwlad del valor de los
parametros antes de validar. Estas caracterigfieasloneidad quedan recogidas

dentro del ensayo de idoneidad o “system suitglidit”.

d) Caracteristicas de fiabilidad

La ultima fase a tener en cuenta se refiere a &macteristicas de fiabilidad,
caracteristicas que de muestran la capacidad detodo analitico para mantener a
lo largo del tiempo los criterios fundamentales walidacion: selectividad,

linealidad, precision, exactitud y sensibilidadiesios que dan pie a los diferentes
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parametros de validacion (61). La selectividad rieitea la capacidad de un método
para determinar el analito sin interferencias aegm tipo. La linealidad e intervalo
dan informacion sobre la proporcionalidad éntredacentracion del analito y la
respuesta obtenida. Otro parametro fundamental dalidacion es la precision, que
informa de la dispersion que existe entre los tadak obtenidos alrededor del valor
central o valor medio. Muy relacionado con la p&ti, se encuentra la exactitud,
que expresa la diferencia entre el valor hallad@leanalisis y el valor teérico o
verdadero. El ultimo criterio fundamental de laidation es la sensibilidad del
meétodo, que esta relacionada con la cantidad minien@nalito requerida para

obtener un resultado significativo (61).

A partir de aqui se desarrollan los diferentesmpatéos de validacion que dependen
del tipo de ensayo que se quiera validar. En egtecdo, tanto la USP 36 (62) como
las ICH Q2A (63) clasifican estos ensayos en difte® categorias y en funcién de
estas categorias se definen los diferentes pamsreetrealizar, necesarios para cada
uno de los ensayos. Segun la USP 36 (62), los meide analisis se pueden dividir
en 4 categorias para cada una de las cuales gar@alunos u otros parametros de
validacion (Cuadro 6.1.). La categoria 1 se refeetes métodos de analisis para la
cuantificacion de componentes mayoritarios (ya Se®imcipios activos o
conservantes), tanto en materia prima como enoelugto farmacéutico final. En la
categoria 2 quedan incluidos aquellos métodos teali destinados a la
determinacion de impurezas y productos de degraglatanto en materia prima
como en producto acabado. Dentro de esta categpifecluye tanto los ensayos de
cuantificacion, como los ensayos de test limitel&Epategoria 3 se incluye todos
aquellos métodos destinados a la realizacion debpsi de comportamiento
galénico. Por ultimo, la categoria 4 se refiere o lensayos destinados

exclusivamente a la identificacion de cualquier ponente.
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CATEGORIAS
PARAMETROS ) Categoria 2 ) )
3 Categoria 1 Categoria 3 Categoria 4

DE VALIDACION Cuantitativo Test limite
Exactitud | Sl * * NO
Precision Sl | NO | NO
Especificidad Sl Sl Sl * Sl
Limite Deteccién NO NO Sl * NO
Limite *

o NO Sl NO NO
cuantificacion
Linealidad SI Si NO * NO
Intervalo Sl Sl * * NO
Robustez Sl Sl Sl Sl Sl

Cuadro 6.1.: Clasificacion de las diferentes caiegoy parametros de validacion
segun la USP 36 (62).

* Puede ser necesario en funcion de la nazaael ensayo.

Segun queda descrito en las guias ICH Q2A (63)néwmdos analiticos se dividen
en 3 categorias. Una primera categoria de ensayddedtificacion, una segunda
categoria que incluye la determinacion de impurgzasoductos de degradacion
que al igual que en lo descrito en la USP 36 sdigidle en ensayos cuantitativos y
test limite. La ultima categoria incluye todos @wsayos de valoracion ya sea de
contenido de un ensayo de disolucién. Al igual sueede en lo descrito en la USP
36, para cada uno de estos ensayos se determisgmaté@metros de validacion

necesarios segun queda reflejado en el cuadro 6.2.

218



Valoracion

PARAMETROS DE mpurezas
, Identificacion -Disolucion
VALIDACION Cuantitativo Test limite .
-Contenido
Exactitud NO Sl NO Sl
Precision
Repetibilidad NO S NO S
Precision intermedia NO S NO S
Selectividad S Sl S Sl
Limite Deteccion NO * S| NO
Limite cuantificacion NO Sl NO NO
Linealidad NO SI NO SI
Intervalo NO SI NO SI

Cuadro 6.2. Clasificacion de las categorias de dnsayos y parametros de
validacién segun las ICH.

* Puede ser necesario en funcion de la nazaalel ensayo.

El método desarrollado para realizar el ensayoaleracion del principio activo,
conservantes, antioxidantes y productos de degradaa el producto acabado, se
ha validado con el fin de que sea adecuado comodwméde control de calidad

rapido y fiable.

Asimismo, este método se ha desarrollado para tderado en el estudio de

estabilidad (capitulo 8) que se lleva a cabo cendos lotes fabricados a escala
piloto (20 kg) y para ser utilizados en el depadata de control de calidad de
forma rutinaria para el control de los lotes fatdics a escala industrial por lo que
son métodos utilizados para el control del prodact@bado que se desarrolla en el

capitulo 7.

Dichos métodos han de cumplir con todo lo explicactln anterioridad,
demostrando asi las caracteristicas de practidadijliidoneidad y fiabilidad,
asegurando de esta forma que los resultados obtecddia vez que se utilicen estos
métodos, son correctos, asegurando asi que el aneeito cumple con las

especificaciones exigidas y por lo tanto su caliced la adecuada. Dichas
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validaciones se realizan segun lo descrito endéssgCH (63-64), en el capitulo de
validacion de la USP 36 (62).

6.2. METODOLOGIA

6.2.1. Desarrollo del método analitico

Para el desarrollo de la métodica analitica pradpugsr cromatrografia liquida de alta
resolucion, se utilizan diferentes disolventes pig#s como son el acetonitrilo y
metanol, y diferentes solucionoes reguladoras tr i las cuales se podra esblecer
cual es la mejor fase movil para separar todosctmepuestos. Ademas también se
utilizan diferentes columnas cromatograficas quenfgan otener el mejor método

posible.

En concreto se ha usado un sistema cromatografjamd de alta resolucion Hewlett-
Packard 1200 (Agilent Technologies) con un hornoapaolumnas (G1316A), una
bomba cuaternaria (G1311A), un inyector automafé®329A) y un detector DAD
(G1315D) el cual se establece a una longitud da ded290 nm para el BHA y de 240
nm para el resto de los componentes. La adquistzodatos se lleva a cabo usando el
paquete de software cromatografico (Chemistatiorsid®e Rev.A.08.08B47). Los
resultados se tratan estadisticamente utilizandmdwerramienta el paquete estadistico
Microsoft Excel 2000.

El Metanol, acetonitrilo y agua usado son de cdliHi®LC y comprado en Panreac-
Quimica S.A., Barcelona, Espafia. El acido ortofesfopara analisis se ha comprado
también en Panreac Quimica S.A., Barcelona, Esgéfagua ultrapurificada ha sido

elaborada por un sistema Purelab system de Graliénmilipore.

Los reactivos usados para el estudio del testrdessdel principio activo (HCI 0.1N,
NaOH 0.1N, H202 (33% v/v) y permanganato potasidd/) eran de grado analitico
suministrados por Roig Farma S.A. (Barcelona, Ezpaf Panreac-Quimica S.A.

(Barcelona, Esparia).
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El lote de acetato de hidrocortisona utilizado paradesarrollo del estudio es el
1001223464 suministrado por el laboratorio farmacéuSanofi Aventis (Barcelona,
Espafia), el cual ha sido trazado con un patroeféeencia estandar lote 8.0 European
Pharmacopoeia. El lote de metilparahidroxibenzaitibzado para el desarrollo del
estudio es el L10020306 suministrado por Fagromc@ana, Espafia), el cual ha sido
trazado con un patrén de referencia estandar |6t&Bropean Pharmacopoeia. El lote
de propilparahidroxibenzoico utilizado para el dedbp del estudio es el 0802140
suministrado por Fagron (Barcelona, Espafia), dl lmaido trazado con un patron de
referencia estandar lote 3.0 European Pharmacofdfleiate de BHA utilizado para el
desarrollo del estudio de validacion es el L100803uministrado por Fagron
(Barcelona, Espafia), el cual ha sido trazado copatmdn de referencia estandar lote

3.2 European Pharmacopoeia.

Las impurezas y productos de degradacion utilizadoslos siguientes: hidrocortisona
trazado con un patrén de referencia estandar late ERiropean Pharmacopoeia,
Cortisona lote 630 LGC European Pharmacopoeian@eldna acetato trazado con un
patron de referencia estandar lote 3.1 Europeamnfdcapoeia y cortisona acetato

trazado con un patron de referencia estandar 5@Ean Pharmacopoeia.

La preparacion farmacéutica contiene un 1.11% d&atrde hidrocortisona, 0.02% de
propilparahidroxibenzoico, 0.18% de metilparahidbexzoico y 0.01% de

butilhidroxianisol. El resto de los excipientes del son: carbopol 934, polisorbato 80,
trietanolamina y EDTA. El placebo para el estudtovdlidacion, se prepara con dichos

excipientes.

La separaciéon cromatografica del principio acticonservantes y antioxidante, asi
como de los productos de degradacion fue llevackba usando una columna Zorbax
SB- Phenyl de 150 mm x 4.6 mm i.d., de 5um de tamdé particula y acero
inoxidable. La fase mavil consiste en metanol ealitHPLC (solvente A), acetonitrilo
calidad HPLC (solvente B) y agua calidad HPLC (sote C) se introdujo mediante un

programa de gradiente (Cuadro 6.3.).
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Tiempo Solvente A Solvente B Solvente C
(min) % % %

0.0 25.0 15.0 60.0

15.0 25.0 15.0 60.0

20.0 20.0 20.0 60.0

30.0 20.0 20.0 60.0

35.0 25.0 15.0 60.0

45.0 25.0 15.0 60.0

Cuadro 6.3.: Programa del gradiente usado en @ldoé&romatografico.

Se prepara una fase movil para la muestras. Cidalé fase maovil para las muestras
contiene un 20% de agua calidad HPLC y un 80% dtoaitrilo calidad HPLC.

Tanto el metanol, el acetonitrilo como el agua egadificaron mediante filtracion a
través de un filtro de membrana GH de 0.45 um.lgb ffue de 1.5 ml min'. El

detector DAD trabajo a una longitud de onda der#@Qoara el BHA y de 240 nm para
el resto de componentes. El volumen de inyecciéndiei 10 pl. Durante el analisis, la

columna fue equilibrada a 40 °C. Cada determina&quiere 45 minutos.

Se prepara una unicalucion de referenciacon todos los analitos en estudio. Segun se
esquematiza en la figura 6.1., para ello se pesariadad correspondiente de cada uno
de ellos, disolviendo en fase movil para muesttagpreparacion especifica individual
para cada analito se detalla a continuacion si hilefinal sélo quedard una Unica

solucién de referencia.

Para preparar la solucion de referencia del acdw@todrocortisona a una concentracion
final tedrica de 220 pg/ml, se pesan 22 mg de scd&hidrocortisona y se llevan a un
matraz de 100ml. Se disuelven mediante sonicaceiéente 5 minutos en unos 80 ml de
fase movil para muestras. Se deja enfriar y sesarad 00 ml con mas fase movil.

Para preparar la solucion de referencia del meglpdroxibenzoico a una
concentracion final tedrica de 180 ug/ml, se pd€amg de metilparahidroxibenzoico y

se llevan a un matraz de 100 ml. Se disuelven mexigpnicacidon durante 5 minutos en
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unos 80 ml de fase movil para muestras. Se dejeaegfse enrasa a 100 ml con mas

fase movil.

Para preparar la solucion de referencia del praplpdroxibenzoico a una
concentracion final tedrica de 20 pg/ml, se pe€amg de propilparahidroxibenzoico y
se llevan a un matraz de 100ml. Se disuelven medgmmicacion durante 5 minutos en
unos 80 ml de fase movil para muestras. Se defjaeyfse enrasa a 100 ml con mas
fase movil. De esta solucion, se toman 10 ml yikgyeh hasta 100 ml con mas fase

movil para muestras.

Para preparar la solucion de referencia del bdtitkxianisol a una concentracion final
tedrica de 10 pg/ml, se pesan 10 mg de butilhidrogol y se llevan a un matraz de
100ml. Se disuelven mediante sonicacion duranteiriutos en unos 80 ml de fase
movil para muestras. Se deja enfriar y se enrd€z0anl con mas fase movil. De esta
solucion, se toman 10 ml y se diluyen hasta 106animas fase mavil para muestras.

Finalmente, para preparar la solucion de referedeidos productos de degradacion
conocidos a una concentracion final tedrica de cagareza de 2 pg/ml, se pesan 10
mg de hidrocortisona, cortisona, acetato de pretbms y acetato de cortisona, y se
llevan a un matraz de 50ml. Se disuelven mediamécacion durante 5 minutos en

unos 40 ml de fase movil para muestras. Se dejiaenfse enrasa a 50 ml con mas

<
SOLUCION
AH 22
ma » | PATRONES 100 ml
N
T —

MP 18 A
ma

fase movil.

PP 20 Matraz
ma 100 ml

BHA10 l :) ml

ma

—

H 10 mg

|

C 10 mg 1 ml

Matraz
50 ml

) A 4

AC 10

ma
—

AP 10
ma

Figura 6.1. Resumen de la preparativa de la solutgdreferencia.
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Tras obtener la solucién de referencia, se tomaraporcion y se filtra por filtros de
membrana de PVDF de 0.45 pum. La solucion filtraal&ransfiere a un vial para HPLC.
Cada una de las soluciones preparadas se inyectauplicado en el cromatégrafo y se

registran los correspondientes gréficos.

Para la determinacion de la riqgueza del gel a onaentracion de 1.11% de acetato de
hidrocortisona, se pesa aproximadamente la cantidadl0 g del producto acabado.

Dicha cantidad se transfiere a un matraz de 109 sd disuelve mediante sonicacion
durante 15 minutos en unos 80 ml de fase moévil parestras, a continuacion agitacion
magnética durante 45 minutos. Se enrasa con magrfasgil. Se toma una proporcion

de la solucién preparada y se filtra por filtrosrdembrana de PVDF de 0.45 pm. La
solucion filtrada se transfiere a un vial para HP{.Ge inyecta por duplicado en el

cromatografo registrandose los correspondienteficgsa Esta solucion sirve para la

cuantificacion de los conservantes, antioxidantesoguctos de degradacion.

Para la determinacion del acetato de hidrocortist@&sta solucion, se toman 2 mly se
diluyen hasta 10 ml con mas fase movil para mugsBa toma un proporcién de la
solucion preparada y se filtra por filtros de meamar de PVDF de 0.45 um. La
solucion filtrada se transfiere a un vial para HP{.Ge inyecta por duplicado en el

cromatografo.
En la figura 6.2. se muestra un cromatograma reptasvo con todos los componentes

posibles (principio activo, conservantes, antiortday productos de degradacion), en

donde se puede apreciar los picos bien separados dderentes componentes.
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DAD1 A, Sig=240,16 Ref=360,100 (HIDRO14.02\HIDRO004.D)
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Figura 6.2.: Cromatograma representativo obtenidb abtudio de idoneidad del
sistema, en donde conservantes, antioxidante yiproside degradacion aparecen junto
con el principio activo. Metilparahidroxibenzoicopropilparahidroxibenzoico,
hidrocortisona, cortisona, BHA, acetato de hidrosona, acetato de prednisolona,
acetato de cortisona aparecen a 2.836, 6.118,,77/2834, 10.589, 17.520, 18.518 y

21.293 minutos respectivamente.

6.2.2. Definicidon de los pardmetros de validacion.

Selectividad

Capacidad para medir exacta y especificamente nsarférencias de impurezas de
sintesis, productos de degradacion, sustanciasioedalas, disolventes o excipientes
que pueden estar presentes en la muestra.

Linealidad

Capacidad de un procedimiento analitico para obtedentro de un intervalo

determinado, resultados directamente proporcioralts concentracion (cantidad) de

analito en la muestra.
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Precision

Es el parametro que expresa el grado de concoedémeido de dispersion) entre una
serie de medidas obtenidas de tomas mdltiples &r g una misma muestra

homogénea en las condiciones prescritas.

El objetivo del estudio de la precision es condaevariabilidad o el mas-menos del
método de ensayo. Esta variabilidad es debidaaesrraleatorios inherentes a todo
método de ensayo. Como consecuencia de la exigteecestos errores, los analisis
efectuados sobre muestras idénticas, en las misinasnstancias, no conducen
generalmente a resultados idénticos. Los factovsseptibles de influir sobre los
resultados de un ensayo no pueden ser siempreolemts (analista, equipo

instrumental, reactivos, tiempo, etc) de aqui lpartancia del estudio de precision (60).

La precision engloba diferentes tipos de estudios:

Repetitibilidad del sistema instrumental
Capacidad del instrumento para reproducir sus asopiedidas. Relacionado con el
grado de precision del instrumento. Se demuestra resultados de inyecciones

consecutivas de la misma muestra.

Repetitibilidad del método

Grado de precision entre los resultados individudld ensayo, realizado repetidamente
sobre una muestra homogénea. Cada uno de losadesulindividuales obtenidos
procede un andlisis completo. Se demuestra comrgéigyees consecutivas de diferentes

muestras, segun se indica en el método de valoracio

Precision intermedia

Grado de precision de los datos obtenidos por smmianalista en diferentes dias y por
analistas diferentes. Se comprueba con inyecciooresecutivas de muestras preparadas
desde un principio en diferentes dias por un miamalista e inyecciones de muestras

preparadas por dos analistas diferentes.
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Exactitud

Capacidad del sistema para ofrecer resultadosmosxal verdadero. Es una media del
rigor del método analitico y refleja los posiblesoees sistematicos del método. Con
este parametro se establece la capacidad de racigperdel principio activo en la

forma farmacéutica en solucion que presenta ladiegt@nalitica aplicada.

Intervalo de analisis

Intervalo maximo y minimo de concentracion del @oakn la muestra (incluyendo
estas concentraciones maximas y minimas), dentroudé se demuestran los criterios
de precision, exactitud y linealidad, verificandaegel método analitico funciona

correctamente.

Robustez

Grado de reproducibilidad de los resultados obtenidn el analisis de las mismas
muestras bajo una variedad de condiciones norm8kesexpresa como la falta de
influencia de las variables operacionales sobredssltados. Los resultados obtenidos
bajo diferentes condiciones se han de poder relaci@ntre si (son diferencias

estadisticamente significativas).

Idoneidad del sistema

Comprobacion efectuada en un sistema cromatogrgéica verificar que la resolucion
y la reproducibilidad del sistema es la adecuada phandlisis que se realiza justo
antes de hacer el mismo.

En cuanto al parametro robustez, aun estando tesorno un parametro de validacion
tanto en las guias ICH (63-64) como en la USP (6@)Jo incluyen dentro de los
parametros a estudiar dentro de cada una de kEgocats descritas, dejando este ensayo
como opcional. Sin embargo se trata de un ensay@porta mucha informacion previa
al propio estudio de validacion, por lo que se mmra un ensayo fundamental a
realizar. Por un parte sirve para determinar loggmicriticos de la metddica analitica,
optimizando ésta finalmente (optimizacion de logpeetros de idoneidad) y por otro
lado sirve para ver como después de pequerios phliberados cambios en la metddica
no afecta al resultado en cuanto a la riqueza wagoara el principio activo en el

producto acabado.
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Por otro lado el término robustez (Robustness) e&loedconfundirse con el término
Ruggedness. Este dltimo no viene descrito en ldasgIlCH (63-64) y si en la
farmacopea USP 36 (62). Esta define el término dggBdness como el grado de
reproducibilidad de los resultados mediante elisisalle las mismas muestras bajo una
variedad de condiciones tales como diferentes #boos, diferentes analistas,
diferentes instrumentos, lotes de reactivos, diesipos, diferentes temperaturas, etc.
Es decir, se sigue el método analitico dentro d@érametros especificados en él, pero
introduciendo en las condiciones experimentales \asiaciones habituales de
laboratorio a laboratorio. Da una idea de la infi@ que tienen las variables
ambientales y operacionales del método en lostegid, por lo que podria asimilarse

al término “reproducibilidad” descrito en las gui@$ respectivas.

6.2.3Validacion de la metdédica analitica para la deternmacion de acetato de

hidrocortisona, propilparahidroxibenzoico (4-hidroxybenzoic acid propyl

ester, nipasol®), metilparahidroxibenzoico (4-hidraoybenzoic acid methyl

ester, nipadin®) vy butilhidroxianisol (BHA).

La validacion se efectua siguiendo las directrideslas normativas ICH (63-64),
estableciéndose las especificaciones segun AOACY(86gun trabajos aplicados por el

equipo investigador (67).

6.2.3.1. Idoneidad del sistema

Para comprobar la idoneidad del sistema se preparanuestra que contiene acetato de
hidrocortisona, metilparahidroxibenzoico, propidadroxibenzoico y BHA a la
concentracién de trabajo (descrito en la prepamadi la solucion de referencia, ver
apartado 6.2.1.) a la concentracion maxima perait®ke inyecta en el cromatografo
previamente filtrada por filtros de peonza de Gérometros segun metodica analitica
descrita. Los parametros a estudiar son el faapaadad, factor cola, nimero de

platos tedricos y resolucion entre picos.
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6.2.3.2. Selectividad

El estudio de especificidad se divide en difereapmtados, todos ellos encaminados a
demostrar que los diferentes analitos analizadogerla un tiempo de retencién donde
ninguna otra sustancia, ya sea excipientes, suasamelacionadas o productos de

degradacion interfieren con él.

Identificacion del principio activo y del resto de los analitos

(metilparahidroxibenzoico, propilparahidroxibenzoico y butilhidroxianisol).

Para la realizacidon de este estudio, se preparaalnaon a la concentracion de trabajo
conteniendo acetato de hidrocortisona materia pdamanumero de lote 1001223464
(P11/001), metilparahidroxibenzoico materia prinen ciimero de lote L10020306
(P11/010), propilparahidroxibenzoico materia priman numero de lote 0802140
(P10/039) y butilhidroxianisol materia prima commero de lote L10060351 (P11/013),
y se compara que los tiempos de retencion eluyenisaho tiempo que una solucion
preparada con acetato de hidrocortisona de Phieterencia estandar cuyo lote
corresponde a 8.0 (P11/005), que una solucion medpaon metilparahidroxibenzoico
de Ph.Eur. referencia estandar cuyo lote correspar®l0 (P11/008), que una solucién
preparada de propilparahidroxibenzoico de Ph.Eeferencia estandar cuyo lote
corresponde a 3.0 (P11/009), y que una soluciépapaea de butilhidroxianisol de

Ph.Eur. referencia estandar cuyo lote corresporii2 @11/007).

Ausencia de interferencia de los excipientes deflarmulacion

Para la realizacién de este estudio, se prepararsalaciones que se inyectan en el
cromatografo previa filtracion por filtros PVDF d&45 micrometros. La primera
solucion contiene la cantidad correspondiente degblo. La segunda solucion contiene
la cantidad de acetato de hidrocortisona, constgsay antioxidante necesaria para
obtener la concentracion de trabajo y la cantidadespondiente de placebo. Con estas
soluciones se pretende demostrar que no existeferdecia por parte de los

componentes del placebo con la elucion de losatifes analitos.
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Ausencia de interferencia de impurezas

Para la realizacion de este estudio se aprovedauaion preparada para el estudio de
idoneidad del sistema. Con este estudio se pretelaBostrar que no existe
interferencia por parte de las impurezas aportpda®l proveedor de la materia prima

con los analitos del estudio (acetato de hidrosmnt, conservantes y antioxidante).

Muestras sometidas a estrés

Este estudio se realiza para observar los pogintehictos de degradacion que pueden
generar en un principio activo y en el placebo doase someten a una serie de
condiciones forzadas, demostrando asi la seleativig estabilidad del método

propuesto.

Para ello, Cantidades adecuadas de gel o placebonfypuestas bajo stress con HCI
0.1N y NaOH 0.1N. También se expusieron al efeetdadtemperatura (105 °C), luz
UV, luz infrarrojo y humedad relativa elevada (79rante 24 horas. Ademas,
muestras de gel y placebo se expusieron a un texttroxidante con ¥, al 33% y a
un tratamiento con permanganato potasico durante 24

Cuando los diferentes tratamientos de degrada@oécompletaron, se analizaron las

muestras segun la determinacién de riqueza delptoderminado.

6.2.3.3. Linealidad

Para llevar a cabo este estudio, se prepararonealilades individuales para cada
analito en estudio con 3 soluciones preparadasam&dpesadas individuales, pesando
la cantidad correspondiente de placebo, de tal rmaqge la concentracion de trabajo
descrita en la técnica para cada analito quedeaiidtzcldentro del intervalo de la
concentracion maxima y minima preparada (120% y B&%ectivamente). Se inyectan
por duplicado en el sistema cromatogréfico, regmsto la respuesta de cada una de las
soluciones. Los resultados experimentales se muaas graficamente, obteniendo una

curva de calibracion y llevando a cabo el corredpante estudio estadistico (ANOVA).
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6.2.3.4. Precision

Para llevar a cabo el estudio de precision, sézegah cuatro test diferentes partiendo

del valor nominal correspondiente al 100% de cotmaeidn de trabajo.

El primer test consiste en determinar la precisiénsistema instrumental inyectando 6
veces consecutivas la solucion patron en un digpitiendo el mismo procedimiento el

siguiente dia.

El segundo test consiste en determinar la precd@fa solucién patrén. Para ello se
preparan seis muestras individuales de solucidmmpatesde un principio y de forma
individual segun indica el método, que contengaoolacentracion correspondiente al
100% de acetato de hidrocortisona, metilparahithenxzoico,

propilparahidroxibenzoico y BHA. Se determinaradksviacion relativa estandar del

factor de respuesta (relacidon entre el area expetahy la concentracién de estudio).

El tercer test consiste en determinar la precigléh método, realizando el mismo
procedimiento en la solucién problema que el deEs@reviamente para la solucién
patron: se preparan seis muestras individualea dellicion problema correspondientes
a la concentracion de trabajo y se determina lai@gén relativa estandar para el factor

de respuesta obtenido.

Por ultimo, la precision intermedia, en donde sads la variabilidad del analista y de

los dias.

6.2.3.5. Exactitud

El método de recuperacién se estudido a los nivdeesconcentracion de 80% (3
muestras), 100% (3 muestras) y 120% (3 muestnagjprde una cantidad conocida de
principio activo, conservantes y antioxidante féiadido a una determinada cantidad de
placebo. La cantidad de acetato de hidrocortisometilparahidroxibenzoico,
propilparahidroxibenzoico y butilhidroxianisol fgalculada en relacion con la cantidad

afadida.
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6.2.3.6. Robustez

Con el fin de evaluar la robustez del método prefmjese estudid la influencia de
pequeiias variaciones deliberadas en los parantettosétodo para determinar acetato
de hidrocortisona, metilparahidroxibenzoico, pro@ikhidroxibenzoico vy

butilhidroxianisol en el gel. Los factores seleoedos a examinar fueron la longitud de
onda del detector (nm), la temperatura de la coturfd), el caudal de la bomba
cromatografica (flujo) (ml min -1), el volumen deyeccion (ul) y el lote de la fase
estacionaria (columna). Cada factor fue evaluadi@s niveles, excepto el lote de la
fase estacionaria que fue estudiada a dos nivdbesldtes). Se cambid un solo factor a
cada tiempo para estimar el efecto. En cada enssycestudiaron 3 muestras de

producto terminado junto con la solucién patron.

6.2.4Validacion de la metédica analitica para la deternmiaciéon de los productos

de degradacion

6.2.4.1. Idoneidad del sistema

Para comprobar la idoneidad del sistema se prejmaranuestra que contiene producto
terminado y acetato de hidrocortisona a la conaeidtn de trabajo. Se inyecta en el
cromatografo segun metddica analitica descrita.dawametros a estudiar son el factor
capacidad, factor cola, nUmero de platos teéric@sglucion entre picos.

El factor de capacidad se calcula segun la formsiglaiente:

K=tr—T /1

6.2.4.2. Estabilidad de la solucién
Se prepara una solucion problema a la concentral@@nabajo y una solucién patrén
segun se indica en la preparacion de la soluciéoblgma y patron de la metddica

analitica descrita. Estas soluciones se conseriamperatura ambiente (25 °C) y se

van inyectando muestras hasta las 96 horas.
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El resultado refleja el porcentaje de recuperaaénhidrocortisona acetato de la
solucion patrén y de la solucién problema, com@aicentaje de recuperacion del
producto de degradacion conocido como hidrocoréigomando como 100% el tiempo
0.

6.2.4.3. Selectividad

El estudio de especificidad o selectividad se @\ed diferentes apartados, todos ellos
encaminados a demostrar que los productos de degpadanalizados eluyen a un
tiempo de retencion donde ninguna otra sustanaiaeg excipientes o principio activo

interfieren con él.

Identificacion de los productos de degradacion (hmbcortisona, cortisona,

prednisolona, acetato de cortisona).

Este parametro queda estudiado en el informe ddacan para la valoracion de

hidrocortisona acetato, conservantes y antioxidsegéin apartado 6.2.3..

Ausencia de interferencia de los excipientes deflarmulacion

Para demostrar la ausencia de interferencias dexogpientes de la formulacion se
prepara por un lado una solucion de placebo yogbar una solucién de producto
terminado, y se tratan tal como se indica en eiltaga de preparacion de la solucién
problema del método analitico descrito segun apaiGa?.1.

Se cromatografian las soluciones obtenidas.

Ausencia de interferencia de impurezas

Para demostrar la ausencia de interferencia dienfagrezas con el principio activo se
prepara una solucién que contiene producto termiath concentracion de trabajo y
las impurezas aportadas por el laboratorio a l@enacion limite establecida para su
estudio (0,1%), se aprovecha la solucion prepgradala idoneidad.

Se cromatografia la solucion obtenida.
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Ausencia de interferencia de los disolventes dedxtraccion

Este pardmetro queda estudiado en el informe ddac&bn para la valoracion de
hidrocortisona acetato, conservantes y antioxidasrie producto terminado segun

apartado 6.2.3..

Ausencia de interferencia de las impurezas

Para demostrar la ausencia de interferencia denfagrezas con el principio activo se
prepara una solucién que contiene producto termimath concentracion de trabajo y
las impurezas aportadas por el laboratorio a l@emnacion limite establecida para su
estudio (0,1%), se aprovecha la solucion prepgradala idoneidad.

Se cromatografia la solucion obtenida.

Muestras sometidas a estrés

Este estudio se realiza para ver los posibles ptodule degradacion que se pueden
generar en los analitos en estudio cuando el ptodexminado se somete a una serie de
condiciones forzadas, demostrando asi la seleativitl método. Por esto se preparan

las siguientes muestras:

* Producto terminado
A) Producto terminado sometido a un tratamiento enorétdo.
Pesar la cantidad aproximada de 10 g de produectonado en un matraz de 50 mL y
disolver mediante sonicacion durante 15 minutosieos 30 mL de fase movil para
muestras, a continuacion agitar magnéticamententbudb minutos y afiadir 5 mL de

HCI 0,1M. Dejar actuar 24 horas, enrasar y final@diitrar la solucién por filtros
PVDF de 0,45 um y hacer viales para HPLC.
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B) Producto terminado sometido a un tratamiento eroreddalino.

Pesar la cantidad aproximada de 10 g de prodantartado en un matraz de 50 mL y
disolver mediante sonicacion durante 15 minutosieos 30 mL de fase mévil para
muestras, a continuacion agitar magnéticamententbub minutos y afiadir 5 mL de
NaOH 0,1 M. Dejar actuar 24 horas, enrasar y fiealm® filtrar la solucion por filtros
PVDF de 0,45 um y hacer viales para HPLC.

C) Producto terminado sometido a temperatura.

Pesar la cantidad de producto terminado previamsmteetido a una temperatura de
105 °C durante 24 horas, segun se indica en lam@mepn de la solucion problema.
Disolver mediante sonicacion durante 15 minutosueos 40 mL de fase movil para
muestras, a continuacién agitar magnéticamente nturd5 minutos. Enrasar y

finalmente filtrar la solucién por filtros PVDF @45 um y hacer viales para HPLC.

D) Producto terminado sometido a un tratamiento oxelan

- Pesar la cantidad aproximada de 10 g de productonado en un matraz de 50 mL
y disolver mediante sonicacion durante 15 minutosieos 30 mL de fase movil
para muestras, a continuacion agitar magnéticantemeate 45 minutos y afiadir 5
mL de agua oxigenada 33%. Dejar actuar 24 horaasany finalmente filtrar la
solucién por filtros PVDF de 0,45 um y hacer viglasa HPLC.

- Pesar la cantidad aproximada de 10 g de productonado en un matraz de 50 mL
y disolver mediante sonicacion durante 15 minutosieos 30 mL de fase movil
para muestras, a continuacion agitar magnéticantemente 45 minutos y afiadir 5
mL de permanganato potasico 0,1M. Dejar actuar @édh enrasar y finalmente
filtrar la solucion por filtros PVDF de 0,45 um gder viales para HPLC.

E) Producto terminado sometido a luz IR.

Pesar la cantidad de producto terminado previamerpresto a la luz infrarroja
durante 24 horas, segun se indica en la preparaeda solucion problema. Disolver

mediante sonicacion durante 15 minutos en unosl4daerfase movil para muestras, a
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continuacion agitar magnéticamente durante 45 rm&Enrasar y finalmente filtrar la
solucién por filtros PVDF de 0,45 um y hacer viglasa HPLC.

F) Producto terminado sometido a luz UV.

Pesar la cantidad de producto terminado previanmepaesto a la luz UV durante 24
horas, segun se indica en la preparacion de laiéalproblema. Disolver mediante
sonicacion durante 15 minutos en unos 40 mL de faéeil para muestras, a
continuacion agitar magnéticamente durante 45 rm&Enrasar y finalmente filtrar la
solucién por filtros PVDF de 0,45 um y hacer viglasa HPLC.

G) Producto terminado sometido a humedad elevada.

Pesar la cantidad de producto terminado que previtanha permanecido en un
humectador a 79% HR durante 24 horas, segun seairgh la preparacion de la
solucion problema. Disolver mediante sonicacioradte 15 minutos en unos 40 mL de
fase movil para muestras, a continuacion agitarn@@acpmente durante 45 minutos.
Enrasar y finalmente filtrar la soluciéon por filsr®VDF de 0,45 um y hacer viales para
HPLC

 Placebo

A) Placebo sometido a un tratamiento en medio acido

Actuar del mismo modo que en el apartado A de prodierminado utilizando sélo la
cantidad de placebo correspondiente a la concédrde trabajo.

B) Placebo sometido a un tratamiento en medio alcalino

Actuar del mismo modo que en el apartado B de mtodierminado utilizando sélo la
cantidad de placebo correspondiente a la concédrde trabajo.

C) Placebo sometido a temperatura.

Actuar del mismo modo que en el apartado C de ptoderminado utilizando sélo la

cantidad de placebo correspondiente a la concédrde trabajo.
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D) Placebo sometido a un tratamiento oxidante.

Actuar del mismo modo que en el apartado D de mtodierminado utilizando sélo la
cantidad de placebo correspondiente a la concédrde trabajo.

E) Placebo sometido a luz infrarroja.

Actuar del mismo modo que en el apartado E de ptoderminado utilizando soélo la
cantidad de placebo correspondiente a la concédrde trabajo.

F) Placebo sometido a luz ultravioleta.

Actuar del mismo modo que en el apartado F de ptodierminado utilizando soélo la
cantidad de placebo correspondiente a la concédrde trabajo.

G) Placebo sometido a humedad elevada.

Actuar del mismo modo que en el apartado G de ptoderminado utilizando sélo la

cantidad de placebo correspondiente a la concébrde trabajo.

+ Acetato de hidrocortisona

A) Acetato de hidrocortisona sometido a un tratamientmedio acido.

Pesar 22 mg de acetato de hidrocortisona, llevatia matraz de 10 mL y disolverlo
mediante sonicacion durante 5 minutos en unos 8dmlfase mévil para muestras,
afadir 1 mL de HCI 0,1M. Dejar actuar 24 horasasar y finalmente filtrar la solucion

por filtros PVDF de 0,45 um y hacer viales para BPL

B) Acetato de hidrocortisona sometido a un tratamientmedio alcalino.
Pesar 22 mg de acetato de hidrocortisona, llevatio matraz de 10 mL y disolverlo
mediante sonicacion durante 5 minutos en unos 8dmlfase mévil para muestras,

afadir 1 mL de NaOH 0,1M. Dejar actuar 24 horasasar y finalmente filtrar la
solucién por filtros PVDF de 0,45 um y hacer viglasa HPLC.
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C) Acetato de hidrocortisona sometido a temperatura.

Pesar 22 mg de acetato de hidrocortisona previarsamhetido a una temperatura de
105 °C durante 24 horas y disolverlo mediante s@ia durante 5 minutos en unos 8
mL de fase movil para muestras. Enrasar y finalediftrar la solucion por filtros
PVDF de 0,45 um y hacer viales para HPLC.

D) Acetato de hidrocortisona sometido a un tratamientmedio oxidante.

a. Pesar 22 mg de acetato de hidrocortisona, llewado matraz de 10 mL
y disolverlo mediante sonicacion durante 5 minwasunos 8 mL de
fase moévil para muestras, afiadir 1 mL de agua padg 33%. Dejar
actuar 24 horas, enrasar y finalmente filtrar la@on por filtros PVDF
de 0,45 um y hacer viales para HPLC.

b. Pesar 11 mg de acetato de hidrocortisona, llevaatdo matraz de 10 mL
y disolverlo mediante sonicacion durante 5 minwgasunos 8 mL de
fase moévil para muestras, afiadir 1 mL de permangawasico 0,1 M.
Dejar actuar 24 horas, enrasar y finalmente fill@asolucion por filtros
PVDF de 0,45 um y hacer viales para HPLC.

E) Acetato de hidrocortisona sometido a luz infrarroja

Pesar 22 mg de acetato de hidrocortisona previanexpuesto a la luz infrarroja
durante 24 horas y disolverlo mediante sonicacifnarte 5 minutos en unos 8 mL de
fase movil para muestras. Enrasar y finalmenteafilta solucion por filtros PVDF de

0,45 pum y hacer viales para HPLC.

F) Acetato de hidrocortisona sometido a luz ultravale
Pesar 22 mg de acetato de hidrocortisona previarexguesto a la luz ultravioleta
durante 24 horas y disolverlo mediante sonicacifnarte 5 minutos en unos 8 mL de

fase mdvil para muestras. Enrasar y finalmenteafilla solucion por filtros PVDF de
0,45 um y hacer viales para HPLC.
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G) Acetato de hidrocortisona sometido a humedad eéevad

Pesar 22 mg de acetato de hidrocortisona que pnewi@ ha permanecido en un
humectador a 79% HR durante 24 horas. Disolver amégli sonicacion durante 5
minutos en unos 8 mL de fase movil para muestragadar y finalmente filtrar la

solucién por filtros PVDF de 0,45 um y hacer viglasa HPLC.

Cuando los diferentes tratamientos de degrada@oécompletaron, se analizaron las

muestras segun la determinacion de riqueza delptoderminado.

6.2.4.4. Limite de deteccidn y cuantificacion

Para el estudio del limite de deteccion y limitecdantificacion se utiliza una variante
de Eurachem, basado en la realizacion de rectasldwacion. Para ello se sigue el

siguiente procedimiento:

Se prepara una primera linealidad y se realizastnd® para poder determinar qué
puntos quedan fuera de este atributo. Para eha@® un estudio de regresion lineal con
13 soluciones con unas concentraciones entre Oglthlpyy 3,52 pg/mL. Las 13
soluciones se preparan mediante pesadas individdudée sustancia patron de
hidrocortisona acetato, de tal manera que la cdram@an de trabajo descrita en la
técnica de 2,2 pg/mL para cada producto de degdadagiede incluida dentro del
intervalo de la concentracion maxima y minima praga (160% y 5%
respectivamente). Se inyectan por duplicado emst#mnsa cromatografico, registrando

la respuesta de cada una de las soluciones.

Aquellos puntos extremos cuyo factor respuestaaf@wacentracion) sobrepasen_el +
10% de la pendiente obtenida por la regresionpaesideran fuera de la linealidad. En
consecuencia la primera recta permite determirsacdacentraciones que se consideren

lineales y son las que se determinaran en lasalidades del estudio.
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6.2.4.5. Linealidad

Para llevar a cabo este estudio, se prepararomealiilades individuales con 7
soluciones de hidrocortisona acetato preparadasantedpesadas individuales, de tal
manera que la concentracion de trabajo descritdaetgécnica (2,2 pug/ml), quede
incluida dentro del intervalo de la concentraciGéxima y minima preparada (160% y
40% respectivamente). Se inyectan por duplicadoekrsistema cromatografico,
registrando la respuesta de cada una de las sofiscibos resultados experimentales se
representan graficamente, obteniendo una curvaalieracion y llevando a cabo el

correspondiente estudio estadistico (ANOVA).

6.2.4.6. Precision

Para llevar a cabo el estudio de precision, sézegah cuatro test diferentes partiendo
del valor nominal correspondiente al 100% de cotmaeidn de trabajo.

El primer test consiste en determinar la precisiéinsistema instrumental inyectando 6
veces consecutivas de una misma muestra a distinteles de concentracion, 160%,
100% vy limite de cuantificacion de la concentraci trabajo. Se comprueba la
precision intermedia del sistema instrumental repito esta misma operacion otro dia.
El segundo test consiste en determinar la precd@fa solucion patréon. Para ello se
preparan nueve muestras individuales de solucitmrmpadesde un principio y de forma
individual segun indica el método. De las 9 musstsa preparan 3 soluciones al limite
de cuantificacion, 3 soluciones que correspondda eoncentracion de trabajo (2,2
png/ml) y las restantes al 160% de la concentrad&éitrabajo. Cada uno de los datos
tabulados corresponde el valor medio de dos ingaesi de cada una de las
preparaciones. Se determinara la desviacion rael@standar del factor de respuesta

(relacion entre el area experimental y la concertirade estudio).

El tercer test consiste en determinar la precigléh método, realizando el mismo
procedimiento en la solucién problema que el deEs@reviamente para la solucién
patron: se preparan seis muestras individualea dellicion problema correspondientes

a la concentracion de trabajo y se determina lai@gén relativa estandar para el factor
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de respuesta obtenido. Cada uno de los datos tlisutarresponde el valor medio de

dos inyecciones de cada una de las preparaciones.

Por altimo, la precision intermedia, en donde sadts la variabilidad del analista y de

los dias. Se determina analizando el contenidae&t@ de hidrocortisona en la mezcla
del producto final previamente homogeneizada. BHhoase preparan seis muestras de
una concentracién del 100% que son inyectadasrdsagtados obtenidos, expresados

en forma de factor respuesta demuestran la pradisiermedia del método.

6.2.4.7. Exactitud

Se preparan 3 soluciones, conteniendo el 100% deoraentracion de trabajo, 3
soluciones conteniendo el 160% de la concentraciéntrabajo y 3 soluciones
conteniendo el 40% de la concentracion de traltagias ellas conteniendo la cantidad
de placebo correspondiente. Las soluciones pregmrsgl analizan segun la metédica
sefalada en el capitulo 6.2.1., utilizando la meldlafactor respuesta de la solucion
patrén (valor obtenido en el ensayo de repetéulide la solucion patrén) para obtener

los resultados. Los resultados obtenidos demuestexactitud del método.

Cada uno de los datos tabulados corresponde almaldio de dos inyecciones de cada

una de las preparaciones.

6.2.4.8. Robustez

Para demostrar este atributo se preparan 3 sokgigone contengan el 100% de
principio activo (2,2 pg/ml) con la cantidad copesdiente de placebo y una solucion
patrén a la concentracion de trabajo, segun metdahalitica descrita. Estas muestras
se inyectan en el cromatografo modificando la ltutgide onda del detector, la
temperatura de la columna, el caudal de la bomiraatografica (flujo), el volumen de
inyeccion y el lote de la fase estacionaria. Seutalel porcentaje hallado en cada
muestra utilizando el patron el cual se ha inyertad cada una de las condiciones
ensayadas, por lo que la secuencia seguida h#assifjuiente, patron y tres muestras.
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Los resultados obtenidos se comparan con cadaeutzes thyecciones mediante un test
estadistico ANOVA de una via o direccién o biertest estadistico t de Student cuando
procede (variacion del lote de la fase estaciopapara comprobar si existen 0 no

diferencias estadisticamente significativas.

Los datos relativos a las condiciones normales Issnque corresponden a los

cromatogramas obtenidos para el parametro dendatlm de onda a 240 nm.

6.3. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y DISCUSION

Los resultados de aceptacién para cada uno destadi@s realizados estan basados
tanto en los criterios considerados por la AOAC),(66omo en los criterios
considerados en la monografia de validacion de doétanaliticos editada por AEFI
(61).

En cuanto al estudio de linealidad, los criteri@sateptacion para el coeficiente de

correlacion (r) y el coeficiente de determinacidi §on respectivamente 0,995 y 0,990.

En cuanto al estudio de precision, en lo que hefegancia a la repetibilidad del sistema
instrumental, el limite maximo del coeficiente dariacion porcentual (R.S.D.) se
establece en un 1% tanto para el principio actigois/ productos de degradaciéon como
para los conservantes como para el antioxidante. étaesto del estudio (repetibilidad
de la solucién patrén, repetibilidad de la soluggioblema y estudio de la precisién
intermedia), dicho limite se establece en funciéhpibrcentaje en que se encuentra el
analito en el preparado, segun los cuadros estdbtepor la AOAC; el porcentaje que
representa el acetato de hidrocortisona en el mdpaes de 1.11%, por lo tanto el
limite maximo del coeficiente de variacion porcaehttorresponde a 2.7%; el porcentaje
que representa el metilparahidroxibenzoico en ebgmado es de 0.18% y el maximo
que representan los productos de degradacion €57 Por lo tanto el limite maximo
del coeficiente de variacion porcentual correspan8¢e7%; el porcentaje que representa
el propilparahidroxibenzoico y butilhidroxianisal el preparado es de 0.02% y 0.01%
respectivamente, por lo tanto el limite méximo dmficiente de variacion porcentual

corresponde a 5.3%.
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Por dltimo, el criterio de evaluacion para el estude la recuperacion del método
(exactitud) y el estudio de robustez para la valitade cada componente del producto
acabado se establece entre 97% y 103% para etcadetdidrocortisona, entre 95% y
105% para el metilparahidroxibenzoico y los prodsaie degradacion y entre 90% y

107% para el propilparahidroxibenzoico y el butihoxianisol.

6.3.1. Resultados experimentales del estudio de igalcion para la determinacion

de acetato de hidrocortisona, propilparahidroxibennico (4-hidroxybenzoic acid

propyl ester, nipasol®), metilparahidroxibenzoico 4-hidroxybenzoic acid methyl

ester, nipagin®) y butilhidroxianisol (BHA).

6.3.1.1. Idoneidad del sistema

En el cuadro 6.4. se resumen los resultados expetaies obtenidos para los diferentes

parametros estudiados:

Factor | Factor | Platos y .
Producto _ . Resolucion | T retencio
capacidad cola |tedricos

=)

Metilparahidroxibenzoico 1,581 0,985 13225 - 3,280
Propilparahidroxibenzoicp4,987 1,052 | 31644 11,742 7,610
BHA 9,899 1,024 | 41484 - 13,852

Hidrocortisona acetato 16,093 1,453 47362 13,357 (2Bl
Cuadro 6.4.: Resultados obtenidos del factor cdpdgifactor cola, nimero de platos

tedricos y resolucién entre picos para los anaéigiadiados.

Los resultados obtenidos en el estudio de idonail@ghdistema que se muestran en el
cuadro 6.4. en cuanto al factor de capacidad, faeaola, platos tedricos y resolucion
entre dos picos consecutivos se consideran cosrgetajue los valores obtenidos se
encuentran dentro de los intervalos consideradot® tan la Ph Eur como en las
monografias de AEFI correspondiente a la validad@hos métodos analiticos, siendo

estos valores los siguientes:
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Factor de capacidad:0,5
Factor de cola: 0,8 — 2
Platos teéricos: > 2000

Resolucion> 1

6.3.1.2. Selectividad

Identificacion del principio activo y del resto de los analitos

(metilparahidroxibenzoico, propilparahidroxibenzoico y butilhidroxianisol).

Se chequea que tanto el acetato de hidrocortisorateriam prima, el

metilparahidroxibenzoico materia prima, el propifgadroxibenzoico materia prima y
el butilhidroxianisol materia prima eluyen en elsmb tiempo de retencion que una
solucién preparada con acetato de hidrocortison®rdEur. referencia estandar, que
una solucion preparada con metilparahidroxibenzoiedPh.Eur. referencia estandar,
que una solucién preparada de propilparahidroxitenz de Ph.Eur. referencia
estandar, y que una solucién preparada de butitkignisol de Ph.Eur. referencia

estandar (cuadro 6.5.).

PRINCIPIO ACTIVO TIEMPO DE RETENCION (min
Hidrocortisona acetato Referencia estandar 17,587

Hidrocortisona acetato materia prima 17,288
Metilparahidroxibenzoico Referencia estandar 2,833
Metilparahidroxibenzoico materia prima 2,835
Propilparahidroxibenzoico Referencia estandar 6,081
Propilparahidroxibenzoico materia prima 6,103

BHA Referencia estandar 10,511

BHA materia prima 10,512

Cuadro 6.5.: Tiempo de retencion de los analitdetarminar estandar de referencia y

de las materias primas.
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En la figura 6.3. se observa que todos los compgesate una muestra inyectada eluyen
a diferentes tiempos de retencién y por lo tantday interferencia entre ellos, por lo
gue se trata de un método selectivo.

DAD1 A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-02-23 12-38-53\ACHIDROC000001.D)
b
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Figura 6.3.: Cromatograma correspondiente a la cgoiu de principio activo,
conservantes, antioxidante e impurezas. El acetd® hidrocortisona, el
metilparahidroxibenzoico, el propilparahidroxiberzg la hidrocortisona, la cortisona,
el butilhidroxianisol, la prednisolona acetato yclartisona acetato, eluyen a 17,520,
2,836, 6,118, 7,261, 7,854, 10,589, 18,518 y 21r29Bectivamente.

Ausencia de interferencias de los excipientes
El cromatograma del placebo (Figura 6.4.) muest& iip hay interferencia entre los
excipientes de la preparacion farmacéutica y eltaswede hidrocortisona, los

conservantes, el antioxidante y los productos dgragacion, por lo que se puede

concluir que el método es selectivo con respetits axcipientes de la formulacion.
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DAD1 A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-02-24 12-30-49\ACHIDROC000004.D)
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Figura 6.4.: Cromatograma correspondiente al ptaceb

Ausencia de interferencia de impurezas y muestragsietidas a estres

Al someter el producto terminado a unas condicicGoédas (figura 6.5.) se observa la
aparicion de los tres picos de tiempos de retenpibativos de 0,42, 0,65 y 1,22
correspondientes a la hidrocortisona, a un proddetalegradacion desconocido y al
acetato de cortisona, que ya aparecen en condciomenales, y de los cuales solo
aumenta el area de la hidrocortisona [168]. El &teh principio activo, de los

conservantes y antioxidante no se ve afectada.td?o se puede concluir que el
producto terminado se degrada moderadamente enctores acidas, tal como sucede

en el caso del acetato de hidrocortisona sometidedho acido.

Al someter el producto terminado a unas condicidré&scas (Figura 6.6.) se observa
que las areas correspondientes al metilparahidenxiico, propilparahidroxibenzoico
y BHA no disminuyen de forma significativa, en cambsto si que sucede en el caso
del acetato de hidrocortisona. El area correspotalial acetato de hidrocortisona ha
disminuido aproximadamente en una quinta parteréducto de degradacion conocido
hidrocortisona aumenta su area de forma considerdblun area de 51 que presenta en
el producto terminado sin estresar, a un area & 71®ajo condiciones de medio
basico. También aparece el pico correspondienteprabducto de degradacion
desconocido con un tiempo de retencion relativoO@® y que ya aparece en el

principio activo en condiciones normales, peroggia aumente su area respecto a estas
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condiciones. En cambio el pico correspondientecatato de cortisona no aparece. Se
obtienen otros productos de degradacion descoreaide eluyen a 1,1, 1,4y 2,4
minutos, con unas areas de 165, 52, y 297 respattivte, y que ya aparecian en el
principio activo sometido a medio basico, si biag &reas obtenidas en este caso son
bastante menores. También aparecen otros picoslagyen a 11,6 y 13,5 minutos con
areas de 22 y 36 respectivamente. Se puede comglairel producto terminado se
degrada cuando se somete a condiciones basicasipptiimente debido a la

degradacion del principio activo.

Al someter el producto terminado a 105 °C duradté@as (Figura 6.7.) se observan
los 3 picos correspondientes al producto de degi@daconocido hidrocortisona, al

producto de degradacioén desconocido que tieneeampt de retencién relativo de 0,65,
y al acetato de cortisona. No aumenta el area miguno de los tres picos. También
aparece un pico correspondiente a un producto giadiegcion desconocido que eluye a
32,5 minutos (tRR = 2,11). El BHA practicamente ajggece, ya que su punto de
fusion es bastante menor a 105 °C. Aparece un gueoeluye a 8,3 minutos que
posiblemente sea debido al placebo, y otros das mjue eluyen a 11,5 y 12,9 minutos
de areas poco significativas. Se puede concluiredymoducto terminado se degrada

moderamente en condiciones de temperatura elevada.

Para el estudio de estrés en medio oxidante seaUtiPO2 al 33% y el KMnO4.

En el caso del permanganato potasico (Figura @8BIHA se ha degradado totalmente,
y el acetato de cortisona tampoco aparece. En loss pcorrespondientes al
metilparahidroxibenzoico y propilparahidroxibenzoico se observa una disminucion
de su area, mientras que en el caso del acetdi@aeortisona si que se observa una
disminucién significativa, habiendo disminuido etz a aproximadamente la mitad de
la obtenida en condiciones normales. Se obtierepitms correspondientes al producto
de degradacién conocido hidrocortisona y al prauldet degradacion desconocido con
un tiempo de retencion relativo de 0,65, sin quaenie el area de ninguno de los dos

picos respecto a condiciones normales.

En el cromatograma obtenido con H202 al 33% (Fi¢gu®a), se observa la presencia
de los tres picos que ya aparecen en condiciomesates, el producto de degradacion

conocido hidrocortisona, el producto de degradaciésconocido con un tiempo de
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retencion relativo de 0,65 y el acetato de coras&i area de la hidrocortisona tiene un
area bastante mayor [425] de la que presenta eticbmmes normales. También son
ligeramente menores respecto a condiciones nornh@sepicos correspondientes al
principio activo, al metilparahidroxibenzoico y@opilparahidroxibenzoico. Aparecen
dos picos que eluyen a 4,5y a 11,6 minutos. Bigno es posiblemente un producto de

degradacion del BHA.

Se puede concluir que el producto terminado segeada cuando se somete a un medio

oxidante.

Al someter el producto terminado a unas condiciotesluz IR (Figura 6.10.) se
observa un perfil de formacién de picos correspamés a productos de degradacion
similar al que aparece al someter el producto te&ado a condiciones de temperatura
elevada. También aparece el pico correspondientsn groducto de degradaciéon
desconocido que eluye a 32,6 minutos (tRR = 2,E1L BHA practicamente desaparece,
ya que su punto de fusion es bastante menor aQ,0p €l metilparahidroxibenzoico y
el propilparahidroxibenzoico también ven disminuglaarea, posiblemente debido al
calor producido por la lampara de IR. Aparece té&mlin pico que eluye a 8,3 minutos
gue posiblemente sea debido al placebo, y otrospos que eluyen a 11,5y 12,7
minutos de areas poco significativas. Se puedelaiorgue el producto terminado se

degrada moderadamente bajo condiciones de luzrnojia

En el cromatograma correspondiente a la muestpaatiicto terminado sometido a luz
ultravioleta durante 24 horas (Figura 6.11.), sedpuobservar un perfil similar al
obtenido con temperatura elevada y luz IR, excgun®no se produce la degradacion
del BHA ni la disminucion del metilparahidroxibemzm y propilparahidroxibenzoico
debida a la temperatura elevada. Aparecen tambgtrds picos correspondientes a la
hidrocortisona, al producto de degradacion desddoocon un tiempo de retencion
relativo de 0,65 y al acetato de cortisona, sin gumente su area respecto a las
condiciones normales. También aparece el produetdegradaciéon desconocido que
eluye a 32,6 minutos (tRR = 2,11), y otro pico g@haye a 11,5 minutos. Se puede
concluir que el producto terminado se degrada namdente bajo condiciones de luz

ultravioleta.
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Después de 24 horas bajo condiciones de humedeadal€Figura 6.12), se observa
gue no aparece ningun pico de degradacion en dupio terminado, ya que aparecen
los mismos picos que aparecen en condiciones nesngh que aumente su area.
Unicamente aparece el producto de degradacion fue e 8,3 minutos y que
posiblemente sea debido al placebo.

[_] DADT1 A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000004.D)
{_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000004.D)
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Figura 6.5. Cromatograma correspondiente a la swludel producto terminado
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Figura 6.6. Cromatograma correspondiente a la gwiudel producto terminado

sometido a condiciones basicas
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[_] DAD1 A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000012.D)
[_1 DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000012.D)
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Figura 6.7. Cromatograma correspondiente a la swludel producto terminado

sometido a 105 °C durante 24 horas.

] DAD1A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000010.D)
[_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000010.D)
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Figura 6.8. Cromatograma correspondiente a la swludel producto terminado

sometido a un medio oxidante como el permangar@tsigco
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] DADI A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000008 D)
-1 DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000008.D)
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Figura 6.9. Cromatograma correspondiente a la ®swludel producto terminado
sometido a medio oxidante como el H202 al 33%.
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Figura 6.10. Cromatograma correspondiente a lacgwiudel producto terminado

sometido a condiciones de luz IR
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[__] DAD1 A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000018.D)
[_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000018.D)
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Figura 6.11. Cromatograma correspondiente a lacgwludel producto terminado

sometido a luz UV durante 24 h.

] DAD1 A, Sig=240,16 Ref=360,100 (A\CHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000016.D)
[_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000016.D)
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Figura 6.12. Cromatograma correspondiente a lacgwludel producto terminado

sometido a condiciones de humedad elevadas dw2ariteras.

Por lo tanto se concluye que el producto terminadodegrada principalmente en
condiciones basicas, y de forma también signifieatien medio oxidante. En

condiciones acidas se degrada solo moderamentdracditisona, y en el caso de
temperatura elevada, luz infrarroja y luz ultragtal a un producto de degradacion
desconocido que eluye a unos 30,0 minutos (tRRL%)2ademas de otros picos que
eluyen a 11,5 y 12,7 minutos. Bajo condiciones dmddad elevada no se produce

degradacion.
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En los cromatogramas correspondientes al placelobssva que bajo condiciones de
medio basico (Figura 6.14.) y medio oxidante (KMh@Bigura 6.16.) no aparecen

picos de degradacion. En condiciones de medio &¢idyura 6.13.), medio oxidante

(H202) (Figura 6.15.), luz infrarroja (Figura 6.,8uz ultravioleta (Figura 6.19.) y

humedad elevada (Figura 6.20.) se observa la faomae un producto de degradaciéon
gue eluye a 8,3 minutos y con unas areas de entré. Bajo condiciones de humedad
elevada se observa ademas la formacion de un poodecdegradacion que eluye a
15,5 minutos con un area de 135. En el caso ddseltvado a cabo con temperatura
elevada (Figura 6.17.) se observa la formacion deao8luctos de degradacion que
eluyen a 2,7, 5,6 y 15,6 minutos, y con unas aleagproximadamente 250, 17 y 11,

respectivamente.

[_] DAD1A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000020.D)
[_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000020.D)
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Figura 6.13.: Cromatograma correspondiente a laicgbpi placebo sometida a

condiciones acidas.
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1 DAD1A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000022.D)
[_J] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-56\ACHIDROC000022.D)
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Figura 6.14. Cromatograma correspondiente a lac&wluplacebo sometida a

condiciones basicas

[C_] DAD1 A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000024.D)
[_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000024.D)
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Figura 6.15.: Cromatograma correspondiente a laicgbi placebo sometida a

condiciones oxidantes como el H202.
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] DAD1A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000026.D)
[_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000026.D)
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Figura 6.16.. Cromatograma correspondiente a laicgbl placebo sometida a

condiciones oxidantes como el permanganato potasico

[ ] DAD1A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000028.D)
[_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-565\ACHIDROC000028.D)
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Figura 6.17.. Cromatograma correspondiente a laicgbl placebo sometida a

temperatura elevada.
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] DAD1A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000030.D)
[_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000030.D)
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Figura 6.18.: Cromatograma correspondiente a lacgml placebo sometida a luz

infraroja.

] DAD1 A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000032.D)
[_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-565\ACHIDROC000032.D)
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Figura 6.19.: Cromatograma correspondiente a lacgml placebo sometida a luz

ultravioleta.
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[__] DAD1A, Sig=240,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000034.D)
[_] DAD1 B, Sig=290,16 Ref=360,100 (ACHIDROC\ACHIDROC2011-03-11 12-54-55\ACHIDROC000034.D)
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Figura 6.20.: Cromatograma correspondiente a lac&oi placebo sometida a humedad

elevada.

Por lo tanto se concluye que el placebo si queyomg@icos de degradacion cuando se
somete a condiciones de temperatura elevada ymedad elevada principalmente, y
bajo las demas condiciones excepto en medio b3asicon KMnO4 se produce la

aparicion de un pico de degradacion que eluye arBqBitos, si bien su area no es

mayor de 7.

Después de la realizacién de todo el estudio déssbevado a cabo con las diferentes
muestras, se puede concluir que los productos deadigcion que se forman en el
producto terminado a partir del principio activeet@to de hidrocortisona y que se
tendran que tener en cuenta son, el producto dedhsgon conocido hidrocortisona,
con un tiempo de retenciéon relativo de 0,43, y @iproductos de degradacion
desconocidos que eluyen a unos 2,5 minutos (tRRLS),04,5 minutos (tRR = 0,29),
11,5 minutos (tRR = 0,74), 13 minutos (tRR = 0,$8P minutos (tRR = 2,11), a pesar
de que ningun de ellos interfiere con los picogespondientes al principio activo,
conservantes y antioxidantes por lo que se tratandenétodo selectivo y apto para

utilizar en rutina.
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6.3.1.3. Linealidad

La relacion de linealidad obtenida entre las ardaslos picos de acetato de
hidrocortisona, metilparahidroxibenzoico, propikgaidroxibenzoico, y

butilhidroxianisol y las concentraciones correspentts se representan por las
ecuaciones de rectas de regresion, asi como dali@ststadistico de los valores
resultantes mostradas en el cuadro 6.6. El coefecide correlacion, el coeficiente de
determinacion y el error estandar (Sx,y) de ladide regresion son proporcionados a lo

largo de las desviaciones estandares de la peadiet® la ordenada en el origen.

» ACETATO DE HIDROCORTISONA

Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
263,70 3621,44 13,73

242,53 3326,75 13,72

220,03 3032,83 13,78

198,03 2716,32 13,72

175,73 2429,43 13,82

Coef. De correlacion R 0,9993

Coef. De determinacion RZ0,9985 Media: 13,76
Pendiente 13,5871 S.D:0,09

Ordenada en origen 36,1056 RSD: 0,63

Cuadro 6.6.: Resultados estadisticossledlores de la linealidad

La ecuacion de la recta que se obtiene es la sitguie

Y =13,5871X + 36,1056

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiatspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.

258



En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obteni

da:

LINEALIDAD TOTAL

3800

Area

3500
3200 +
2900 +
2600 +

2300

Conc (ug/mL)

170,0 1850 2000 2150 230,0 2450 260,0

Figura 6.21.: Representacion grafica de la cueveedresion ajustada.

En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0,999274438
Coeficiente de determinacion R"2 0,998549403

R”2 ajustado
Error tipico

0,998437819
17,34511092

Observaciones 15
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico

libertad cuadrados  los cuadrados de F

Regresién 1 2692280,506 2692280,506 8948,827645 7,70818E-20
Residuos 13 3911,087348 300,8528729
Total 14 2696191,594

Coeficientes  Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepcién
Variable X 1

36,10558227
13,58708065

31,91518972
0,143629312

1,131297748 0,278368166 -32,84298 105,054145
94,59824335 7,70818E-20 13,27678845 13,8973729

Figura 6.22

.. Tratamiento estadistico mediantaalisis de la varianza.
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12 Linealidad

Conc. pug/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
263,7 3640,91 13,81

242,1 3319,83 13,71

218,4 2999,52 13,73

198,3 2729,46 13,76

175,1 2400,74 13,71

Coef. De correlacion R 0,9999

Coef. De determinacion R30,9997 Media: 13,75
Pendiente 19,9014 S.D:0,04

Ordenada en origen -51,8061 RSD: 0,30

Cuadro 6.7.: Resultados estadisticdeslealores de la primera linealidad.

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiatspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 1
3800

3500
3200 +
2900
2600 +

2300 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
170,00 185,00 200,00 215,00 230,00 245,00 260,00
Conc (pug/mL)

Area

Figura 6.23.: Representacion grafica de la cdeseegresion ajustada de la primera
linealidad.
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En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple
Coeficiente de determinacioén R"2
R”2 ajustado

Error tipico

Observaciones

0,999855853
0,999711727
0,999615636
9,522803631

5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de
libertad cuadrados

Promedio de Valor critico
los cuadrados de F

Regresiéon
Residuos
Total

1 943456,5785
3 272,051367
4 943728,6299

943456,5785 10403,80634 2,07746E-06
90,68378899

Coeficientes  Error tipico

Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepcién
Variable X 1

-32,1903677 30,20673475
13,89524138 0,136229125

-1,065668564 0,364729846 -128,321769 63,9410339
101,9990507 2,07746E-06 13,46169909 14,3287837

Figura 6.24.: Tratamiento estadistico mediantnalisis de la varianza de la primera

linealidad.

22 Linealidad
Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
263,6 3618,01 13,73
2425 3327,87 13,72
220,9 3070,87 13,90
198,0 2720,18 13,74
176,1 2461,95 13,98
Coef. De correlacion R 0,9993
Coef. De determinacion R20,9986 Media: 13,81
Pendiente 13,3054 S.D:0,12
Ordenada en origen 109,6644 RSD: 0,87

Cuadro 6.8.: Resultados estadisticossledlores de la segunda linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiaspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.

261



En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 2

3800
3500
3200 +
2900
2600 +

2300 : ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
170,0 1850 200,0 2150 230,0 2450 260,0
Conc (ug/mL)

Area

Figura 6.25.: Representacion grafica de la curvieedeesion ajustada de la segunda

linealidad.

En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacién multiple 0,999288396
Coeficiente de determinacion R"2 0,998577298

R72 ajustado 0,998103064
Error tipico 20,12847641
Observaciones 5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados __los cuadrados de F

Regresién 1 853121,176 853121,176 2105,663243 2,27848E-05
Residuos 3 1215,466688 405,1555626
Total 4 854336,6427

Coeficientes  Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcién 109,664408 64,48561896 1,700602549 0,187575772 -95,5578044  314,88662
Variable X 1 13,30538478 0,289956588 45,88750639 2,27848E-05 12,38261265 14,2281569

Figura 6.26.: Tratamiento estadistico mediantenalisis de la varianza de la segunda

linealidad.
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32 Linealidad

Conc. pug/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
263,8 3605,39 13,67

243,0 3332,55 13,71

220,8 3028,10 13,71

197.,8 2699,31 13,65

176,0 2425,61 13,78

Coef. De correlacion R 0,9998

Coef. De determinacion RZ0,9996 Media: 13,71
Pendiente 13,5569 S.D:0,05

Ordenada en origen 31,8849 RSD: 0,38

Cuadro 6.9.: Resultados estadisticossiedlores de la tercera linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiatspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 3
3800
3500
3200 +
2900 +
2600 +

2300 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
170,0 1850 200,0 2150 2300 2450 2600
Conc (pg/mL)

Area

Figura 6.27.: Representacion grafica de la curvieedeesion ajustada de la tercera

linealidad.
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En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Figura 6.28.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la tercera

linealidad.

Resumen

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacién mdltiple 0,999824176

Coeficiente de determinacion R"2 0,999648383
R"2 ajustado 0,999531177
Error tipico 10,25098346
Observaciones 5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de = Valor critico
libertad cuadrados __los cuadrados de F
Regresion 1 896251,0196 896251,0196 8529,009475 2,79859E-06
Residuos 3 315,2479859 105,082662
Total 4 896566,2676

Coeficientes  Error tipico Estadisticot _ Probabilidad _Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion 31,88486583 32,65927649 0,976288187 0,40092367 -72,0516255 135,821357
Variable X 1 13,55687121 0,146794631 92,35263653 2,79859E-06 13,08970474 14,0240377

* METILPARAHIDROXIBENZOICO

Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
215,97 4386,42 20,31

162,03 4022,41 20,23

180,20 3675,96 20,40

198,83 3295,81 20,34

144,07 2958,36 20,54

Coef. De correlacion R 0,9991

Coef. De determinacion R20,9980 Media: 20,36
Pendiente 19,8329 S.D:0,16

Ordenada en origen 93,5040 RSD: 0,79

Cuadro 6.10.: Resultados estadisticdesiealores de la linealidad

La ecuacion de la recta que se obtiene es la sitguie

Y =19,8329X + 93,5040
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El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiaspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD TOTAL

Area

2900 - 1 1 1

140,0 155,0 170,0 185,0
Conc (pg/mL)

200,0

215,0

Figura 6.29.: Representacion gréafica de la curvieedeesion ajustada.

En la siguiente figura, se muestra el tratamiestadistico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple 0,999089506
Coeficiente de determinacion R*2 0,998179841

R72 ajustado 0,998039828
Error tipico 23,24208638
Observaciones 15

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados __los cuadrados de F

Regresion 1 3851172,232 3851172,232 7129,23154 3,37038E-19
Residuos 13 7022,529531 540,1945793
Total 14 3858194,762

Coeficientes  Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion 93,50395167 42,75517456 2,186962224 0,047623507 1,137030455 185,870873
Variable X 1 19,83290837  0,23489028 84,43477684 3,37038E-19 19,32545887 20,3403579

Figura 6.30.: Tratamiento estadistico medianteélisis de la varianza.
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12 Linealidad

Conc. pug/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
215,8 4385,57 20,32

198,9 4033,26 20,28

181,0 3706,85 20,48

161,7 3256,22 20,14

144.,4 2938,12 20,35

Coef. De correlacion R 0,9993

Coef. De determinacion R40,9987 Media: 20,31
Pendiente 20,4099 S.D:0,12

Ordenada en origen -17,1187 RSD: 0,61

Cuadro 6.11.: Resultados estadisticdeslealores de la primera linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiatspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 1
4400
4100 +
3800
3500
3200 +
2900 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
140,0 150,0 160,0 170,0 180,0 190,0 200,0 210,0 220,0

Conc (pg/mL)

Area

Figura 6.31.: Representacion grafica de la curviaedeesion ajustada para la primera
linealidad.
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En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacién multiple  0,9993473
Coeficiente de determinacion R*2 0,998695026

RA2 ajustado 0,998260035
Error tipico 24,25123266
Observaciones 5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados  los cuadrados de F
Regresion 1 1350268,29 1350268,29 2295,897169 2,00153E-05
Residuos 3 1764,366856 588,1222854
Total 4 1352032,657

Coeficientes  Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion -17,1187446  77,5870524 -0,220639192 0,839536376 -264,035604 229,798115
Variable X 1 20,40986992 0,425955294 47,91552116 2,00153E-05 19,0542888 21,765451

Figura 6.32.: Tratamiento estadistico medianteélisis de la varianza para la primera

linealidad.

22 Linealidad
Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
216,3 4375,43 20,23
198,9 4028,76 20,26
179,0 3635,35 20,31
162,7 3312,37 20,36
1447 2963,23 20,48
Coef. De correlacion R 0,9999
Coef. De determinacion R20,9999 Media: 20,33
Pendiente 19,7375 S.D:0,10
Ordenada en origen 103,9693 RSD: 0,49

Cuadro 6.12.: Resultados estadisticdeglealores de la segunda linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiaspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.
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En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 2

4400
4100
3800
3500
3200
2900 -

Area

Conc (pg/mL)

140,0 150,0 160,0 170,0 180,0 190,0 200,0 210,0 220,0

Figura 6.33.: Representacion grafica de la curvieedeesion ajustada para la segunda

linealidad.

En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacién multiple 0,999989014
Coeficiente de determinacion R*2 0,999978029

R”"2 ajustado 0,999970705
Error tipico 3,03139223
Observaciones 5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados _ los cuadrados de F

Regresion 1 1254705,431 1254705,431 136539,2496 4,37092E-08
Residuos 3 27,56801656 9,189338853
Total 4 1254732,999

Coeficientes  Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion 103,9693377 9,726713196 10,68905144 0,001750395 73,01456617 134,924109
Variable X 1 19,73745567 0,053414899 369,5121778 4,37092E-08 19,56746546 19,9074459

Figura 6.34.: Tratamiento estadistico mediantenélisis de la varianza para la segunda

linealidad.
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32 Linealidad

Conc. pug/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
215,8 4398,24 20,38

198,7 4005,72 20,16

180,6 3685,68 20,41

161,7 3318,84 20,53

143,1 2973,72 20,78

Coef. De correlacion R 0,9992

Coef. De determinacion RZ0,9983 Media: 20,45
Pendiente 19,3705 S.D:0,23

Ordenada en origen 190,0283 RSD: 1,11

Cuadro 6.13.: Resultados estadisticdesiealores de la tercera linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiatspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 3
4400
4100 1
3800 |
3500 1
3200 1

2900 - ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
140,0 150,0 160,0 170,0 180,0 190,0 200,0 210,0 220,0
Conc (pg/mL)

Area

Figura 6.35.: Representacion gréafica de la curvieedeesion ajustada para la tercera

linealidad.
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En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple 0,999167335
Coeficiente de determinacién R*2 0,998335363

R"2 ajustado
Error tipico

0,997780484
26,34552005

Observaciones 5
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 1248796,359 1248796,359 1799,194324 2,88393E-05
Residuos 3 2082,259279 694,0864265
Total 4 1250878,618

Coeficientes

Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepcién
Variable X 1

190,0282897
19,37054708

83,03171634 2,288622927 0,106090558 -74,2159371 454,272516
0,456670387 42,41691083 2,88393E-05 17,91721674 20,8238774

Figura 6.36.: Tratamiento estadistico mediantenalisis de la varianza para la tercera

linealidad.

» PROPILPARAHIDROXIBENZOICO

Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
24,02 424,63 17,68

21,88 387,81 17,72

19,92 351,31 17,63

18,04 319,17 17,69

16,07 282,02 17,55

Coef. De correlacion R 0,9984

Coef. De determinacion R40,9967 Media: 17,66
Pendiente 17,9334 S.D:0,16

Ordenada en origen -5,4518 RSD: 0,91

Cuadro 6.14: Resultados estadisticosslgdlores de la linealidad

La ecuacion de la recta que se obtiene es la sitguie

Y =17,9334X - 5,4518
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El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiaspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD TOTAL

425
395
365
335
305
275 1 1

Area

158 16,8 17,8 18,8 198 208 218 22,8 238
Conc (ug/mL)

Figura 6.37.: Representacion gréafica de la curvieedeesion ajustada.

En la siguiente figura, se muestra el tratamiestadistico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple  0,998361334

Coeficiente de determinaciéon R"2
RA2 ajustado
Error tipico

0,996725354
0,996473458
3,082743197

Observaciones 15
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 37603,58029 37603,58029 3956,89477 1,5339E-17
Residuos 13 123,542973  9,503305619
Total 14 37727,12326

Coeficientes

Error tipico

Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepcion
Variable X 1

-5,45182513
17,93335223

5,753542002
0,285091473

-0,947559804 0,36063571 -17,881595 6,97794428
62,90385337 1,5339E-17 17,3174497 18,5492548

Figura 6.38.: Tratamiento estadistico mediantaalisis de la varianza.
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12 Linealidad

Conc. pug/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
23,95 421,28 17,59

21,95 386,82 17,62

19,89 347,35 17,46

17,93 316,12 17,63

16,10 282,76 17,56

Coef. De correlacion R 0,9997

Coef. De determinacion R40,9994 Media: 17,57
Pendiente 17,6368 S.D:0,07

Ordenada en origen -1,2388 RSD: 0,38

Cuadro 6.15.: Resultados estadisticdeslealores de la primera linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiatspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 1
430

400 |
370 |
340 |
310 |

280 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
16,0 17,0 180 190 200 21,0 22,0 230 24,0
Conc (pg/mL)

Area

Figura 6.39.: Representacion grafica de la curviaedeesion ajustada para la primera
linealidad.
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En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple
Coeficiente de determinacion R"2
RA2 ajustado

Error tipico

0,999710408
0,999420899
0,999227865
1,528863937

Observaciones 5
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 12101,88747  12101,88747 5177,44432 5,9156E-06
Residuos 3 7,01227481  2,337424937
Total 4 12108,89974

Coeficientes Error tipico

Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepcion
Variable X 1

-1,23878487  4,940936756
17,63684682  0,245111238

-0,250718624 0,81822236 -16,963066 14,4854958
71,95446006 5,9156E-06 16,8567927 18,4169009

Figura 6.40.: Tratamiento estadistico mediantenélisis de la varianza para la primera

linealidad.

22 Linealidad
Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
24,12 431,90 17,91
21,82 0387,73 17,77
20,02 355,02 17,73
18,14 320,89 17,69
15,95 284,29 17,82
Coef. De correlacion R 0,9996
Coef. De determinacion R20,9993 Media: 17,79
Pendiente 18,0862 S.D:0,08
Ordenada en origen -5,9398 RSD: 0,47

Cuadro 6.16.: Resultados estadisticdeglealores de la segunda linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiaspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.
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En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 2

Area

280 -

Conc (pg/mL)

155 16,5 17,5 185 195 205 215 22,5 235 24,5

Figura 6.41.: Representacion grafica de la curvieedeesion ajustada para la segunda

linealidad.

En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion multiple 0,9996417
Coeficiente de determinaciéon R*2  0,999283529

R"2 ajustado 0,999044705
Error tipico 1,771655019
Observaciones 5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 13133,17063 13133,17063 4184,18876 8,141E-06
Residuos 3 9,41628452  3,138761507
Total 4 13142,58691

Coeficientes

Error tipico

Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepcién -5,93978008
Variable X 1 18,08624913

5,650691753
0,279603674

-1,051159812 0,37038415 -23,92282 12,0432599
64,68530563 8,141E-06 17,1964246 18,9760736

Figura 6.42.: Tratamiento estadistico mediantenélisis de la varianza para la segunda

linealidad.
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32 Linealidad

Conc. pug/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
23,98 420,73 17,55

21,88 388,88 17,77

19,86 351,56 17,70

18,05 320,50 17,76

16,17 279,00 17,25

Coef. De correlacion R 0,9980

Coef. De determinacion R40,9959 Media: 17,61
Pendiente 18,0630 S.D:0,22

Ordenada en origen -8,9085 RSD: 1,23

Cuadro 6.17.: Resultados estadisticdesiealores de la tercera linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiatspuesta 2% y R> 0,9990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 3

425 1
395 |
365 +
335 +
305 |
275 A ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ !
16,00 17,00 18,00 19,00 20,00 21,00 22,00 23,00 24,00
Conc (pg/mL)

Area

Figura 6.43.: Representacion gréafica de la curvieedeesion ajustada para la tercera

linealidad.
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En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacién multiple
Coeficiente de determinacion R"2
R”2 ajustado

0,99795219
0,995908573
0,994544763

Error tipico 4,113169302
Observaciones 5
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico

libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 12354,32553  12354,32553 730,240421 0,00011121
Residuos 3  50,75448513 16,91816171
Total 4 12405,08002
Coeficientes Error tipico Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepcion

-8,90850845 13,48664883 -

0,660542775 0,55609733 -51,829084 34,0120675

Variable X 1 18,06300828 0,668431867 27,022961 0,00011121 15,9357578 20,1902588
Figura 6.44.: Tratamiento estadistico mediantenélisis de la varianza para la tercera
linealidad.
* BHA

Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X

11,95 72,49 6,07

11,01 66,02 6,00

10,01 60,56 6,05

8,98 53,55 5,96

7,90 46,78 5,92

Coef. De correlacion R 0,9968

Coef. De determinacion R20,9936 Media: 6,00

Pendiente 6,3207 S.D:0,10

Ordenada en origen -3,1457 RSD: 1,61

Cuadro 6.18.: Resultados estadisticdesiealores de la linealidad

La ecuacion de la recta que se obtiene es la sitguie

Y =6,3207X - 3,1457
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El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiaspuesta 5% y R> 0,990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD TOTAL

73 1
68 +
63 +
58 +
53 +
48 |
43 : : : ‘ :

Area

Conc (pg/mL)

77 82 87 92 97 102 10,7 11,2 11,7 122

Figura 6.45.: Representacion gréafica de la curvieedeesion ajustada.

En la siguiente figura, se muestra el tratamiestadistico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresién

Coeficiente de correlacién miltiple  0,996802231
Coeficiente de determinacién R"2  0,993614688

R”2 ajustado 0,99312351
Error tipico 0,780894767
Observaciones 15

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F

Regresion 1 1233,571227 1233,571227 2022,92232 1,179E-15
Residuos 13 7,927356277 0,609796637
Total 14 1241,498583

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion -3,14568398 1,415717958 -2,22197081 0,0446565 -6,2041561 -0,08721186
Variable X 1 6,320673361 0,14053152 44,97690874 1,179E-15 6,01707353 6,62427319

Figura 6.46.: Tratamiento estadistico medianteélisis de la varianza.
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12 Linealidad

Conc. pug/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
11,84 72,35 6,11

10,87 65,60 6,04

10,00 61,03 6,10

8,86 53,26 6,01

7,95 47,69 6,00

Coef. De correlacion R 0,9994

Coef. De determinacion R20,9988 Media: 6,05

Pendiente 6,3045 S.D:0,05

Ordenada en origen -2,4544 RSD: 0,86

Cuadro 6.19.: Resultados estadisticdeslealores de la primera linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiaspuesta 5% y R> 0,990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 1
75
70 +
65 +
60 +
55 +
50 +
45

Area

75 80 85 90 95 100 105 110 115 120
Conc (ug/mL)

Figura 6.47.: Representacion grafica de la curviaedeesion ajustada para la primera

linealidad.
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En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresién

Coeficiente de correlacién miultiple  0,999392422

Coeficiente de determinacion R"2  0,998785213
R”2 ajustado 0,998380284
Error tipico 0,393286688
Observaciones 5
ANALISIS DE VARIANZA
Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 381,5150035 381,5150035 2466,5682 1,7976E-05
Residuos 3 0,464023257 0,154674419
Total 4 381,9790267

Estadistico t

Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepcion
Variable X 1

Coeficientes Error tipico
-2,45439287  1,269481798
6,304543909  0,126942518

-1,933381697
49,66455679

0,14867254 -6,4944543 1,58566857
1,7976E-05 5,90055578 6,70853204

Figura 6.48.: Tratamiento estadistico mediantenélisis de la varianza para la primera

linealidad.

22 Linealidad
Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
11,84 70,81 5,98
11,16 67,34 6,03
10,05 60,32 6,00
8,98 53,02 5,90
7,90 47,65 6,03
Coef. De correlacion R 0,9987
Coef. De determinacion R20,9974 Media: 5,99
Pendiente 6,0363 S.D:0,05
Ordenada en origen -0,4505 RSD: 0,89

Cuadro 6.20.: Resultados estadisticdeglealores de la segunda linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiaspuesta 5% y R> 0,990.

Por lo tanto el resultado cumple.
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En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 2
75

70 +
65 1
60 |
55 +
50 ¢
45

Area

Conc (ug/mL)

75 80 85 90 95 100 105 11,0 115 120

Figura 6.49.: Representacion grafica de la curvieedeesion ajustada para la segunda

linealidad.

En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresiéon

Coeficiente de correlacién multiple 0,9987236
Coeficiente de determinacién R"2  0,997448829
R”"2 ajustado 0,996598439
Error tipico 0,562435547
Observaciones 5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F

Regresion 1 371,0375398 371,0375398 1172,93064 5,4731E-05
Residuos 3 0,949001233 0,316333744
Total 4 371,9865411

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion -0,45050269 1,777927688 -0,253386398 0,81634176 -6,1086674 5,20766202
Variable X 1 6,036267744 0,1762513 34,24807492 5,4731E-05 5,47535692 6,59717857

Figura 6.50.: Tratamiento estadistico mediantenélisis de la varianza para la segunda

linealidad.
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32 Linealidad

Conc. pug/ml (X) Respuesta (Y) | Factor respuesta (Y)X
12,17 74,32 6,11

10,99 65,12 5,93

9,99 60,32 6,04

9,11 54,37 5,97

7,86 45,01 5,73

Coef. De correlacion R 0,9975

Coef. De determinacion R40,9951 Media: 5,95

Pendiente 6,6229 S.D:0,14

Ordenada en origen -6,5622 RSD: 2,42

Cuadro 6.21.: Resultados estadisticdesiealores de la tercera linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDdiaspuesta 5% y R> 0,990.

Por lo tanto el resultado cumple.

En la siguiente figura, se representa la curvadeesion ajustada para la ecuacion de la

recta obtenida:

LINEALIDAD 3

73 +
68 +
63 +
58 +
53 +
48 +
43

Area

77 82 87 92 97 102 10,7 11,2 11,7 12,2
Conc (pug/mL)

Figura 6.51.: Representacion gréafica de la curvieedeesion ajustada para la tercera

linealidad.
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En la siguiente figura, se muestra el tratamiestaddstico aplicado:

Resumen

Estadisticas de la regresién

Coeficiente de correlacién multiple  0,997522072
Coeficiente de determinacién R"2  0,995050284

R”2 ajustado 0,993400379
Error tipico 0,896796739
Observaciones 5

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de F Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1  485,0360805 485,0360805 603,095385 0,00014801
Residuos 3 2,412733174 0,804244391
Total 4 487,4488136

Coeficientes

Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepcion -6,56217714
Variable X 1 6,622932077

2,732913859 -2,401165011

0,0957741

-15,259537 2,13518264

0,269685315 24,55800042 0,00014801 5,76467224 7,48119192

Figura 6.52.: Tratamiento estadistico mediantenalisis de la varianza para la tercera

linealidad.

El resumen de las curvas de calibracién obtenidoa [a determinacion de acetato de

hidrocortisona, metilparahidroxibenzoico,

butilhidroxianisol, se presentan en el cuadro 6.22.

propigadroxibenzoico y

Componente Ecuacién R r2 (Sx,y)Order'lada Pendiente
en origen
Acetato de Y = 13,5871/ 0,9993 | 0,9985| 13,76 36,1056 13,5871
hidrocortisona X + 36,1056
Metilparahidroxi- | Y = 19,8329 0,9991 | 0,9980| 20,36 93,5040 19,8329
benzoico X + 93,5040
Propilparahidroxi- | Y = 17,9334/ 0,9984 | 0,9967| 17,66 -5,4518 17,9334
benzoico X -5,4518
Butilhidroxianisol | Y =6,3207 X 0,9968 | 0,9936| 6,00 | -3,1457 6,3207
- 3,1457

Cuadro 6.22.: Curvas de calibracion para la detexoidn de acetato de hidrocortisona,

los dos conservantes y el antioxidante por cromafzgliquida de alta resolucion.
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6.3.1.4. Precision

Repetitibilidad del sistema instrumental

La precision del sistema instrumental fue estud@aadatos obtenidos en un dia, y con
datos obtenidos al dia siguiente. La R.S.D obtepaa el factor de respuesta se
presenta en los cuadros 6.23., 6.24. y 6.25., faant® el principio activo, como para los
conservantes como para el antioxidante. En todosdsos, la R.S.D. obtenida fue muy
por debajo de 1%, el porcentaje limite especificpdma el estudio de precision del
sistema instrumental segun AEFI (AEFI: Asociaci@p#&fiola de Farmacéuticos de la
Industria) (62), y AOAC (2.7% para el acetato derdcortisona, 3.7% para el
metilparahidroxibenzoico, 5.3% para el propilpadatkibenzoico y butilhidroxianisol)
(AOAC: Association of Official Analytical Chemistgp6), demostrando, por lo tanto,
que el equipo utilizado para el estudio funcionaremiamente para el método de

andlisis desarrollado siendo altamente repetitivo.

Dial
inyeccion Hidrocortisona Metilparahidroxi- | Propilparahidroxi- BHA
acetate benzoico benzoico
1 2985,69 3620,32 350,54 58,84
2 2979,65 3623,35 349,82 58,83
3 2982,83 3621,80 348,97 58,86
4 2980,02 3620,75 349,83 59,22
5 2985,28 3632,10 350,98 59,37
6 2988,87 3629,68 350,25 59,36
Media 2983,72 3624,67 350,07 59,08
SD 3,58 4,99 0,70 0,26
RSD 0,12 0,14 0,20 0,44

Cuadro 6.23.: Resultados

instrumental

obtenidos en el dia 1 pergrecision del sistema
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Dia 2
Inyeccion Hidrocortisona Metilparahidroxi- | Propilparahidroxi- BHA
acetate benzoico benzoico
1 2970,09 3591,34 347,04 58,21
2 2966,86 3595,69 347,43 58,70
3 2972,58 3596,94 347,42 58,67
4 2971,47 3600,41 347,62 58,91
5 2973,35 3603,49 348,02 59,16
6 2977,55 3606,55 348,29 59,30
Media 3599,07 347,64 58,83 2971,98
SD 5,53 0,45 0,39 3,56
RSD 0,15 0,13 0,66 0,12

Cuadro 6.24.: Resultados

obtenidos en el dia 2 peargrecision del sistema

instrumental
Hidrocortisona | Metilparahidroxi- | Propilparahidroxi- | BHA
Interdia ) ]
acetate benzoico benzoico
Media entre dias | 2977,85 3611,87 348,85 58,95
SD entre dias 7,01 14,28 1,39 0,34
RSD entre dias |0,24 0,40 0,40 0,58

Cuadro 6.25.: Resultados obtenidos para la precagbdsistema instrumental

Repetibilidad de la solucion patrén

Los resultados obtenidos del estudio de precisgla gdolucion patron de las 6 muestras
estudiadas para el principio activo, asi como pasaconservantes y el antioxidante
estan representados en el cuadro 6dieniendose también valores de RSD inferiores
al 1%, excepto para el caso del butilhidroxiangge? es del 2,59%, cumpliendo con las
especificaciones establecidas al inicio del estu(@o7% para el acetato de
3.7%

propilparahidroxibenzoico y butilhidroxianisol), pl@ que con el método desarrollado,

hidrocortisona, para el metilparahidroxibeoaoi y 5.3% para el

se obtiene una buena repetibilidad y precision lgasalucion patrén.
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Acetato de| Metilparahidrox | Propilparahidrox Butilhidro
Componente _ _ _ ) ) _ o

hidrocortisona ibenzoico ibenzoico xianisol
Media (*) 13,53 20,08 17,23 5,55
S.D. 0,08 0,08 0,14 0,14
R.S.D. 0,62 0,40 0,80 2,59

(*) Factor de respuesta

Cuadro 6.46.: Resultados obtenidos para el estledmrecision de la solucion patrén.

Repetibilidad del método (repetibilidad de la safucproblema)

En el estudio de precision del método (n=6), ebvR.S.D. obtenido para el acetato de
hidrocortisona fue de 0.70%, para el metilparahitienzoico fue de 0.51%, para el
propilparahidroxibenzoico fue de 0.94% y para dillidroxianisol fue de 1.10%.

También en este estudio, los resultados obteniai@sla R.S.D. fueron muy por debajo
del limite establecido al inicio del estudio (2.p#ra el acetato de hidrocortisona, 3.7%
5.3% poapahidroxibenzoico vy

butilhidroxianisol) indicando la existencia de ungena repetibilidad en el estudio de la

para el metilparahidroxibenzoico, para el

solucion problema.

Precision intermedia

Para determinar la precision intermedia del métgdoanaliza el contenido en acetato
de hidrocortisona, metilparahidroxibenzoico, prpaikhidroxibenzoico y BHA en la

misma mezcla de producto final previamente homadgede, segun procedimiento

analitico indicado y bajo diferentes condicionagerdntes dias y diferentes analistas.
Se preparan seis muestras de una concentraciohO@&b, segun metddica analitica
descrita, que son inyectadas segun estas condicidmes resultados obtenidos,

expresados en forma de factor respuesta (FR) déranida precision intermedia del

método.
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Dias diferentes, un mismo analista

HIDROCORTISONA ACETATO

DIA 1 DIA 2
% Conc (X)| . Conc X)) .
Area (Y) FR (Y/X) Area (Y) FR (Y/X)
(Hg/mL) (Hg/mL)
226,81 3149,58301 13,886 224,06 3357,06177 14,983
219,82 3078,92444 14,007 221,17 3268,80762 14,78(
223,63 3138,87293 14,036 231,21 3434,54151 14,854
100 226,79 3215,04812 14,177 224,95 3296,46363 14,654
221,21 3100,62415 14,017 224,06 3226,93494 14,402
222,02 3105,01636 13,985 219,91 3141,00772 14,283
Media 14,018 14,659
SD 0,094 0,270
RSD 0,669 1,844

Cuadro 6.27.: Resultados obtenidos del contenidaakato de hidrocortisona en

diferentes dias y un mismo analista

METILPARAHIDROXIBENZOICO

DIA 1 DIA 2
% Conc (X)| . Conc X)) .
Area (Y) FR (Y/X) Area (Y) FR (Y/X)
(ng/mL) (Hg/mL)
179,19 3721,67591 20,770 183,32 3798,30261 20,719
179,88 3710,44092 20,627 180,96 3759,15894 20,774
181,27 3742,68982 20,648 189,17 3936,51367 20,80¢
100 182,70 3821,71472 20,918 184,05 3841,29810 20,871
179,35 3725,12158 20,770 182,07 3807,60511 20,913
184,22 3829,85901 20,790 183,69 3829,31373 20,844
Media 20,754 20,822
SD 0,106 0,070
RSD 0,510 0,335

Cuadro 6.28.: Resultados obtenidos del contenidomedilparahidroibenzoico en

diferentes dias y un mismo analista
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PROPILPARAHIDROXIBENZOICO

DIA 1 DIA 2

% Conc  (X)|. Conc  (X)| .
Area (Y) FR (Y/X) Area (Y) FR (Y/X)

(Hg/mL) (Hg/mL)

19,91 365,06714 18,336 | 20,37 374,92266 18,407

19,99 365,17668 18,271 | 20,11 372,29866 1&51q

20,14 367,21964 18,233 | 21,02 391,47002 18,625
100 20,30 378,69740 18,655 | 20,45 382,49819 18,704

19,93 369,14193 18,524 | 20,23 379,39678 18,754

20,47 379,97682 18,564 | 20,41 382,53589 18,742
Media 18,430 18,625
SD 0,173 0,139
RSD 0,941 0,745

Cuadro 6.29.: Resultados obtenidos del contenidrdgilparahidroxibenzoico en

diferentes dias y un mismo analista

BHA

DiA 1 DIA 2

% Conc  (X)|. Conc  (X)| .
Area (Y) FR (Y/X) Area (Y) FR (Y/X)

(Hg/mL) (ng/mL)

9,95 45,28748 4,549 10,18 45,72582 4,490

9,99 45,47904 4,551 10,05 4453474 4,430

10,07 44,85966 4,455 10,51 45,57375 4,336
100 10,15 45,05897 4,439 10,22 4491420 4,393

9,96 44,41617 4,458 10,12 44,26840 4,377

10,23 45,90732 4,486 10,21 43,81621 4,294
Media 4,490 4,386
SD 0,049 0,069
RSD 1,096 1,574

Cuadro 6.30.: Resultados obtenidos del contenidd@ldd en diferentes dias y un

mismo analista
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Hidrocortisona | Metilparahidroxi- | Propilparahidroxi-
Interdia . _ BHA
acetato benzoico benzoico
Media interdia |14,339 20,788 18,528 4,438
SD interdia 0,387 0,093 0,181 0,079
RSD interdia |2,696 0,446 0,976 1,769

Cuadro 6.31.: Resumen de la media y desviaciomaatéara los diferentes analitos

estudiados en diferentes dias y un mismo analista.

* Analistas diferentes

HIDROCORTISONA ACETATO

ANALISTA 1 ANALISTA 2
% Conc (X)| . Conc  (X)|
Area (Y) FR (Y/X) Area (Y) FR (Y/X)
(Hg/mL) (ng/mL)
226,81 3149,58301 13,886 223,61 3098,87244 13,858
219,82 3078,92444 14,007 229,27 3080,79737 13,43
100 223,63 3138,87293 14,036 227,65 3189,4670% 14,01d
226,79 3215,04812 14,177 225,43 3062,94104 13,587
221,21 3100,62415 14,017 221,49 3006,17761 13,573
222,02 3105,01636 13,985 222,21 2970,52954 13,364
Media 14,018 13,639
SD 0,094 0,248
RSD 0,669 1,817

Cuadro 6.32.: Resultados obtenidos del contenidacd&ato de hidrocortisona realizado

por analistas diferentes.
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METILPARAHIDROXIBENZOICO
ANALISTA 1 ANALISTA 2
% Conc  (X)|. Conc  (X)| .
Area (Y) FR (Y/X) Area (Y) FR (Y/X)
(Hg/mL) (Hg/mL)
179,19 3721,67591 20,770 182,95 3811,74134 20,834
179,88 3710,44092 20,627 187,58 3888,74536 20,731
181,27 3742,68982 20,648 186,26 3881,34131 20,834
100 182,70 3821,71472 20,918 184,45 3835,95081 20,791
179,35 3725,12158 20,770 194,11 4040,32557 20,811
184,22 3829,85901 20,790 181,81 3778,32630 20,782
Media 20,754 20,800
SD 0,106 0,040
RSD 0,510 0,192
Cuadro 6.33.: Resultados obtenidos del contenido nuilparahidroxibenzoico

realizado por analistas diferentes.

PROPILPARAHIDROXIBENZOICO

ANALISTA 1 ANALISTA 2

% Conc  (X)|. Conc  (X)| .
Area (Y) FR (Y/X) Area (Y) FR (Y/X)

(Hg/mL) (Hg/mL)

19,91 365,06714 18,336 | 20,33 379,40837 18,664

19,99 365,17668 18,271 | 20,84 386,47747 18,543

20,14 367,21964 18,233 | 20,70 391,57797 18,921
100 20,30 378,69740 18,655 | 20,49 381,29241 18,605}

19,93 369,14193 18,524 | 21,57 402,75518 18,674

20,47 379,97682 18,564 | 20,20 372,87967 18,459
Media 18,430 18,644
SD 0,173 0,158
RSD 0,941 0,845

Cuadro 6.34.: Resultados obtenidos del contenido pdmpilparahidroxibenzoico

realizado por analistas diferentes.
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BHA

ANALISTA 1 ANALISTA 2

% Conc  (X)|. Conc  (X)| .
Area (Y) FR (Y/X) Area (Y) FR (Y/X)

(Hg/mL) (Hg/mL)

9,95 45,28748 4,549 10,16 43,12886 4,243

9,99 45,47904 4,551 10,42 44,13033 4,235

10,07 44,85966 4,455 10,35 44,86404 4,336
100 10,15 45,05897 4,439 10,25 43,75572 4,270

9,96 44,41617 4,458 10,78 46,76673 4,337

10,23 45,90732 4,486 10,10 41,07573 4,067
Media 4,490 4,248
SD 0,049 0,099
RSD 1,096 2,333
Cuadro 6.35.: Resultados obtenidos del conteniddBl@& realizado por analistas
diferentes.

Hidrocortisonal Metilparahidroxi- | Propilparahidroxi- BHA
acetato benzoico benzoico

Media interanalista | 13,828 20,777 18,537 4,369
SD interanalista 0,267 0,080 0,193 0,147
RSD interanalista |1,928 0,385 1,043 3,356

Cuadro 6.36.: Resumen de la media y desviaciomdatéara los diferentes analitos

analizados por diferentes analistas.

Hidrocortisona | Metilparahidroxi- | Propilparahidroxi-
Interdia . _ BHA
acetato benzoico benzoico
Media interdia |14,339 20,788 18,528 4,438
SD interdia 0,387 0,093 0,181 0,079
RSD interdia |2,696 0,446 0,976 1,769

Cuadro 6.37.: Media de los resultados obtenidos phfierentes dias y un mismo

analista para la precision intermedia del método
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Hidrocortisona | Metilparahidroxi | Propilparahidrox BHA
acetato -benzoico -benzoico
Media interanalista |13,828 20,777 18,537 4,369
SD interanalista 0,267 0,080 0,193 0,147
RSD interanalista 1,928 0,385 1,043 3,356

Cuadro 6.38: Media de los resultados obtenidos yanaismo dia, diferentes analistas

para la precision intermedia del método

Para ambos estudios, los resultados obtenidoda&&.D. fueron muy por debajo del
limite establecido al inicio del estudio (2.7% pataacetato de hidrocortisona, 3.7%
para el metilparahidroxibenzoico, 5.3% para el {hpapahidroxibenzoico vy
butilhidroxianisol), mostrando por lo tanto queneétodo de andlisis propuesto posee

una buena precision intermedia.

6.3.1.5. Exactitud

HIDROCORTISONA ACETATO
% (Eg(??ncf)n;?gclj?go (SS/TSE)” HZE;%Z Error relativo en % | % recuperado
175,10 176,06 -0,5487 100,55
80 177,50 174,77 1,5377 98,46
175,60 174,02 0,9016 99,10
217,50 220,22 -1,2504 101,25
100 219,00 221,00 -0,9131 100,91
218,60 220,47 -0,8534 100,85
264,20 265,04 -0,3168 100,32
120 263,10 256,30 2,5836 97,42
262,50 262,75 -0,0965 100,10
N 9
Recuperacion (media) 99,884
SD 1,288
RSD 1,289

Cuadro 6.39.: Resultados obtenidos de acetato deodortisona a diferentes

concentraciones.
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METILPARAHIDROXIBENZOICO

% (Egepncl_e)n;rﬁaa?clj?go (Eg/rﬁf;g:ﬁ;%rg Error relativo en % | % recuperado
144,60 145,56 -0,6672 100,67
80 143,20 141,59 1,1214 98,88
144,20 144,27 -0,0496 100,05
181,50 185,05 -1,9546 101,95
100 180,00 182,23 -1,2417 101,24
179,70 182,34 -1,4672 101,47
217,00 218,27 -0,5838 100,58
120 215,10 206,03 4,2180 95,78
216,20 216,17 0,0148 99,99
N 9
Recuperacion (media) 100,068
SD 1,848
RSD 1,846
Cuadro 6.40.: Resultados obtenidos de metilparakiloenzoico a diferentes

concentraciones.

PROPILPARAHIDROXIBENZOICO
o ConcentrNaCic_jn Concentracion lat o | q
0 (Hg/ml_) afadido (l.lg/ml_) hallado Error relativo en % Y% recuperaao
15,95 16,17 -1,3731 101,37
80 16,11 15,76 2,1624 97,84
15,92 15,73 1,1799 98,82
19,84 20,10 -1,3267 101,33
100 20,02 20,32 -1,5075 101,51
20,05 20,46 -2,0431 102,04
23,88 24,04 -0,6740 100,67
120 24,11 23,01 4,5489 95,45
24,05 23,82 0,9581 99,04
N 9
Recuperacion (media) 99,786
SD 2,174
RSD 2,179
Cuadro 6.41.: Resultados obtenidos de propilparakiioenzoico a diferentes

concentraciones.
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BHA
% Concentracic_jn Concentracion E _ or | o
(ug/mL) afiadido | (ug/mL) hallado rror relativo en % | % recuperado
7,93 7,96 -0,3552 100,36
80 8,24 8,25 -0,1036 100,10
8,11 8,38 -3,3736 103,37
10,28 10,88 -5,8181 105,82
100 10,20 10,82 -6,0921 106,09
10,27 10,81 -5,2908 105,29
12,10 12,35 -2,0471 102,05
120 11,87 11,77 0,8243 99,18
12,20 12,78 -4,7196 104,72
N 9
Recuperacion (media) 102,997
SD 2,664
RSD 2,586

Cuadro 6.42.: Resultados obtenidos de BHA a difeseconcentraciones.

A modo de resumen, los resultados obtenidos estetlie de exactitud (recuperacion
del método) de las 9 muestras estudiadas (n=38a n=3 para 100% y n=3 para
120%) se presentan en el cuadro 6.43. para losocuatmponentes estudiados. Se

representa la media, desviacion estandar (S.Depyiacion estandar relativa (R.S.D.).

Recuperaciéon (%)
Componente :

Media S.D. R.S.D.
Acetato de hidrocortisona 99.884 1.288 1.289
Metilparahidroxibenzoico 100.068 1.848 1.846
Propilparahidroxibenzoico 99.786 2.174 2.179
Butilhidroxianisol 102.997 2.664 2.586

Cuadro 6.43: Estudio de exactitud de la determimacie acetato de hidrocortisona,

conservantes y antioxidante mediante este sistemnaatografico.

La recuperacion obtenida, individualmente y la raguira cada componente estudiado,
se encuentra dentro de los limites establecidosca del estudio (entre 97% y 103%

para el acetato de hidrocortisona, entre 95% y 10&€f4 el metilparahidroxibenzoico y
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entre 90% y 107% para el propilparahidroxibenzoigoel butilhidroxianisol),
concluyendo por lo tanto que el estudio de recwp@madel principio activo, los
conservantes y el antioxidante en la matriz debd@idesarrollado para la evaluacion
del principio activo, conservantes y antioxidameskeproducto terminado es correcto, y

por lo tanto el método de andlisis propuesto dsisnfemente exacto.

6.3.1.6. Robustez

+ Moadificacién de la longitud de onda del detector

Recuperacion Hidrocortisona acetato (%)

Muestra 237 nm 240 nm 243 nm
1 102,168 102,249 102,234
2 104,739 104,815 104,806
3 102,157 102,236 102,226
Media 103,021 103,100 103,089
SD 1,487 1,485 1,488

RSD 1,444 1,441 1,443

Cuadro 6.44.: Resultados de recuperacion de acewtdidrocortisona medido a

diferentes longitudes de onda.

105,0
103,0

L 4
L 4

4

101,0

99,0
97,0

% Recuperacion

95,0

237 nm 240 nm 243 nm
A

Figura 6.53.: Representacion grafica de la medidadeecuperacion de acetato de

hidrocortisona en funcién de la longitud de ondia gue ha sido determinada.
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El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.54.

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
237 nm 3 309,0637911  103,0212637 2,21241076
240 nm 3 309,3004519 103,1001506  2,2063442
243 nm 3 309,2660622  103,0886874 2,21273091
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de . Valor critico
S ) F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos

Dentro de los grupos

Total

0,010900512
13,26297174

13,27387225

2 0,005450256
6 2,21049529

8

0,00246563 0,99753842 5,14324938

Figura 6.54.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar la longitud de onda del detector.

Recuperacion Metilparahidroxibenzoico (%)

Muestra 237 nm 240 nm 240 nm

1 99,055 99,055 99,05

2 100,860 100,862 100,86

3 99,851 99,858 99,86

Media 99,922 99,925 99,924

SD 0,904 0,906 0,906

RSD 0,905 0,906 0,907

Cuadro 6.45.: Resultados de recuperaciéon de metfiphoxibenzoico medido a

diferentes longitudes de onda.

105,0

103,0

101,0

L

L 4

L 4

99,0

97,0

% Recuperacion

95,0

237 nm

240 nm

A

243 nm

Figura 6.55.:

Representacion gréafica de

la media lde recuperacion de

metilparahidroxibenzoico en funciéon de la longitdgé onda a la que ha sido

determinada.
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El tratamiento estadistico ANOVA se presenta eridaira 6.56.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
237 nm 3 299,7656251 99,92187502 0,81797256
240 nm 3 299,7741943 99,92473142 0,820037
243 nm 3 299,7727131 99,92423768 0,82163358
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de - Valor critico
o ; F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 1,3985E-05 2 6,99249E-06 8,5287E-06 0,99999147 5,14324938

Dentro de los grupos

Total

4,919286292

4,919300277

6 0,819881049

8

Figura 6.56.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar la longitud de onda del detector.

Recuperaciéon Propilparahidroxibenzoico (%)

Muestra 237 nm 240 nm 243 nm
1 96,751 96,765 96,773
2 98,511 98,572 98,566
3 97,580 97,621 97,633
Media 97,614 97,653 97,657
SD 0,881 0,904 0,897
RSD 0,902 0,926 0,918

Cuadro 6.46.: Resultados de recuperaciéon de perpiidroxibenzoico medido a

diferentes longitudes de onda.
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Figura 6.57.: Representacion grafica de la media lde recuperacion de
propilparahidroxibenzoico en funcion de la longitd@ onda a la que ha sido

determinada.

El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.58.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

237 nm 3 292,8419466 97,61398219 0,77591206
240 nm 3 292,9580443 97,65268142 0,81730541
243 nm 3 292,9721978 97,65739928 0,80442182
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los - Valor critico

o ) F Probabilidad

variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,003404931 2 0,001702466 0,00213018 0,99787284 5,14324938
Dentro de los grupos 4,79527857 6 0,799213095
Total 4,798683501 8

Figura 6.58.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez
al modificar la longitud de onda del detector.

Recuperacion BHA (%)

Muestra 287 nm 290 nm 293 nm
1 102,669 102,776 102,602
2 103,714 103,674 104,036
3 104,168 103,935 104,462
Media 103,517 103,462 103,700
SD 0,769 0,608 0,975

RSD 0,743 0,588 0,940

Cuadro 6.47.: Resultados de recuperacion de BHAdueaal diferentes longitudes de
onda.
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Figura 6.59.: Representacion grafica de la media decuperacién de BHA en funcion

de la longitud de onda a la que ha sido determinada

El tratamiento estadistico ANOVA se presenta eridaira 6.60.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

287 nm 3 310,5512164 103,5170721 0,59098157
290 nm 3 310,385426  103,4618087 0,36983389
293 nm 3 311,0990417 103,6996806 0,94969279
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de . Valor critico

- . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos 0,092982938 2 0,046491469 0,07300382 0,9304102 5,14324938

Dentro de los grupos

Total

3,821016493

3,913999431

6

8

0,636836082

Figura 6.60.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar la longitud de onda del detector.

Interpretacion de los resultados del estudio estiadi

Al realizar el estudio estadistico ANOVA, a las uperaciones halladas, se puede

concluir que no existen diferencias estadisticameignificativas para ninguno de los

analitos en estudio al realizar pequefas variasi@m la longitud de onda del detector

(x 3 nm), segun el analisis de la varianza llevadatm, por lo que puede concluirse

gue el método es robusto para este parametro.
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* Moadificacion de la temperatura de la columna

Recuperacion Hidrocortisona acetato (%)

Muestra 30°C 40 °C 45 °C
1 102,894 102,792 103,227
2 104,937 104,958 104,729
3 103,665 103,460 104,009
Media 103,832 103,737 103,988
SD 1,032 1,109 0,751
RSD 0,993 1,069 0,722

Cuadro 6.48.: Resultados de recuperacion de acemtdidrocortisona medido a

diferentes temperaturas de la columna.
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Figura 6.61.: Representacion grafica de la medidadeecuperacion de acetato de

hidrocortisona en funcién de la temperatura delarcna a la que ha sido determinada.

El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.62.
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RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
30°C 3 311,495031 103,831677 1,06402557
40 °C 3 311,2099951 103,736665 1,22958456
45 °C 3 311,9641681 103,988056 0,56425141
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de . Valor critico
S ) F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 0,09667911 2 0,048339555 0,05074377 0,95092566 5,14324938
Dentro de los grupos 5,715723095 6 0,952620516
Total 5,812402205 8

Figura 6.62.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar la temperatura de la columna.

Recuperacion Metilparahidroxibenzoico (%)

Muestra 30°C 40 °C 45 °C
1 98,910 99,174 98,091
2 99,393 99,588 98,582
3 99,848 100,014 98,976
Media 99,383 99,592 98,550
SD 0,469 0,421 0,443
RSD 0,472 0,422 0,450

Cuadro 6.49.: Resultados de recuperaciéon de metfiphoxibenzoico medido a

diferentes temperaturas de la columna.
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Figura 6.63.: Representacion grafica de

la media lde recuperacion de

metilparahidroxibenzoico en funcién de la tempeetle la columna a la que ha sido

determinada.
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El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.64.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

30°C 3 298,1502024 99,38340081 0,21989348
40°C 3 298,7756698 99,59188992  0,1768245
45°C 3 295,6486986 98,54956619 0,19661829
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de - Valor critico

o : F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos 1,825186644 2 0912593322 4,61421314 0,06116299 5,14324938
Dentro de los grupos 1,18667252 6 0,197778753
Total 3,011859164 8

Figura 6.64.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar la temperatura de la columna.

Recuperacion Propilparahidroxibenzoico (%)

Muestra 30°C 40 °C 45 °C
1 98,294 97,707 96,768
2 97,517 97,922 96,920
3 98,724 99,252 97,674
Media 98,178 98,294 97,121
SD 0,612 0,837 0,485
RSD 0,623 0,852 0,500

Cuadro 6.50.: Resultados de recuperacion de peypiidroxibenzoico medido a

diferentes temperaturas de la columna.
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Figura 6.65.: Representacion grafica de la media lde recuperacion de
propilparahidroxibenzoico en funcién de la tempgaide la columna a la que ha sido

determinada.
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El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.66.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

30°C 3 294,5350476 98,17834921 0,37449396

40 °C 3 294,8812387 98,29374624 0,70077583

45 °C 3 291,3623369 97,12077897 0,23537478

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los . Valor critico
- ) F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F

Entre grupos

Dentro de los grupos

Total

2,507623486
2,621289148

5,128912633

2 1,253811743
6 0,436881525

8

2,86991249 0,13349619 5,14324938

Figura 6.66.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar la temperatura de la columna.

Recuperacion BHA (%)

Muestra 30°C 40 °C 45 °C
1 102,343 101,763 102,528
2 100,576 101,479 100,812
3 103,352 102,977 102,965
Media 102,090 102,073 102,102
SD 1,405 0,796 1,138
RSD 1,376 0,780 1,115
Cuadro 6.51.: Resultados de recuperacion de BHAdueddiferentes temperaturas de
la columna.
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Figura 6.67.. Representacion grafica de la media decuperacion de BHA en funcion

de la temperatura de la columna a la que ha sidordmada.
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El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.68.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

30°C 3 306,2714643  102,0904881 1,97378963
40 °C 3 306,2187572  102,0729191  0,6332157
45 °C 3 306,3058036  102,1019345 1,29504968
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de . Valor critico

o ] F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos 0,001281589 2 0,000640795 0,00049266 0,9995075 5,14324938
Dentro de los grupos 7,804110028 6 1,300685005

Total

7,805391617

8

Figura 6.68.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar la temperatura de la columna.

Interpretacion de los resultados del estudio estiadi

Al aplicar el estudio estadistico ANOVA, a las meeraciones halladas, se puede

concluir que no existen diferencias estadisticaensignificativas para ninguno de los

analitos en estudio al aplicar pequefias variaciends temperaturat(3°C), segun el

analisis de la varianza llevada a cabo, por lo guede concluirse que el método es

robusto para este parametro.

+ Modificacion del caudal de la bomba

Recuperacion Hidrocortisona acetato (%)

Muestra 1,2 mL/min 1,5 mL/min 1,8 mL/min
1 99,628 100,093 99,454

2 100,416 100,370 101,197

3 99,341 99,537 99,872
Media 99,795 100,000 100,174
SD 0,557 0,424 0,910

RSD 0,558 0,424 0,909

Cuadro 6.51.: Resultados de recuperacion de acemtdidrocortisona medido a

diferentes caudales de bomba.
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Figura 6.69.: Representacion grafica de la medidadescuperacién de acetato de

hidrocortisona en funcién del caudal de bomba elltpisido determinado.

El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.70.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

1,2 mL/min 3 299,3844328  99,79481093 0,30991592
1,5 mL/min 3 300 100 0,17994132
1,8 mL/min 3 300,5225338 100,1741779 0,82835331
ANALISIS DE VARIANZA

Ongfan 'de las Suma de Gr'ados de Promedio de F Probabilidad Valor critico

variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos 0,21635984 2 0,10817992 0,24619721 0,78929448 5,14324938
Dentro de los grupos 2,636421109 6 0439403518
Total 2,852780949 8

Figura 6.70.: Tratamiento estadistico mediantenélisis de la varianza de la robustez

al modificar el caudal de bomba.
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Recuperacion Metilparahidroxibenzoico (%)

Muestra 1,2 mL/min 1,5 mL/min 1,8 mL/min
1 104,629 104,993 104,024

2 104,303 104,915 104,016

3 104,784 104,631 104,786
Media 104,572 104,847 104,276
SD 0,246 0,191 0,442

RSD 0,235 0,182 0,424

Cuadro 6.52.: Resultados de recuperacion de metiighoxibenzoico medido a

diferentes caudales de bomba.

105,0 _ o
¢, v_“\\.
103,0
;‘é
N 101,0
3
o
& 990
R
97,0
95,0
1,2 m/min 1,5 m/min 1,8 m/min
Flujo

Figura 6.71.: Representacion gréafica de la media decuperacion de

metilparahidroxibenzoico en funcién del caudal dmba al que ha sido determinado.
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El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.72.

RESUMEN
Grupos Cuenia Suma Promedio Varianza
1,2 mU/min 3 313,7156708 104,5718903 0,06037048
1,5 mL/min 3 3145401396 104,8467132 0,0363284
1,8 mL/min 3 312,8266617 104,2755539 0,19561709
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de E Brobabilidag Y&0r critico
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 0,489565842 2 0244782921 251217461 0,16121107 5,14324938
Dentro de los grupos 0,584631944 6 0,097438657
Total 1,074197786 8

Figura 6.72.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el caudal de bomba.

Recuperaciéon Propilparahidroxibenzoico (%)

Muestra 1,2 mL/min 1,5 mL/min 1,8 mL/min
1 102,873 103,683 102,195

2 102,122 102,901 101,970

3 102,474 102,650 102,845
Media 102,460 103,078 102,337
SD 0,331 0,538 0,455

RSD 0,323 0,522 0,444

Cuadro 6.53.: Resultados de recuperaciéon de perpiidroxibenzoico medido a

diferentes caudales de bomba.
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Figura 6.73.: Representacion grafica de la media lde recuperacion de

propilparahidroxibenzoico en funcion del caudabdenba al que ha sido determinado.
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El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.74.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1,2 mL/min 3 307,3787424 102,4595808 0,10943282
1,5 mL/min 3 309,2340306 103,0780102 0,28992962
1,8 mL/min 3 307,0099922 102,3366641 0,20670547
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los £ Probabilidad Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,947157525 2 0,473578762 2,34418664 0,17689637 5,14324938
Dentro de los grupos 1,212135811 6 0,202022635
Total 2,159293336 8

Figura 6.74.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el caudal de bomba.

Recuperacién BHA (%)

Muestra 1,2 mL/min 1,5 mL/min 1,8 mL/min
1 101,983 103,266 100,688
2 101,088 101,604 100,549
3 99,034 100,504 98,625
Media 100,702 101,791 99,954
SD 1,512 1,391 1,153
RSD 1,502 1,366 1,153
Cuadro 6.54.: Resultados de recuperacion de BHAiduea diferentes caudales de
bomba.
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Figura 6.75.. Representacion grafica de la media decuperacion de BHA en funcion

del caudal de bomba al que ha sido determinado.
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El tratamiento estadistico ANOVA se presenta eridara 6.76.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

1,2 mL/min 3 302,1051207 100,7017069 2,28660385
1,5 mL/min 3 305,3739887 101,7913296 1,93413663
1,8 mL/min 3 299,8618716 99,95395721 1,32893261
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de i Valor critico

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Feslielnitan para F

Entre grupos 5,122344395 2 2561172197 1,38449895 0,3203346 5,14324938

Dentro de los grupos

Total

11,09934618

16,22169058

6

8

1,849891031

Figura 6.76.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el caudal de bomba.

Interpretacion de los resultados del estudio estiadi

Al realizar el estudio estadistico ANOVA, a las uperaciones halladas, se puede

concluir que existen diferencias estadisticameigeifiativas al realizar

pequenas

variaciones en el caudal (x 0,3), por lo que sedpueoncluir que el método no es

robusto en cuanto a pequefas variaciones en ehlodeith bomba cromatografica.

+ Moadificacion del volumen de inyecciéon

Recuperacion Hidrocortisona acetato (%)

Muestra 5L 10 pL 15 pL
1 102,280 102,249 102,186

2 104,730 104,815 104,848

3 102,238 102,236 102,014

Media 103,083 103,100 103,016

SD 1,427 1,485 1,589

RSD 1,384 1,441 1,542

Cuadro 6.55.: Resultados de recuperacion de acemthidrocortisona medido a

diferentes volimenes de inyeccion.

308



105,0

L
L
p

103,0

101,0

99,0 1

% Recuperacion

97,0

95,0

5uL 10 uL 15 uL

Volumen de inyeccién

Figura 6.77.. Representacion grafica de la medidadescuperacién de acetato de

hidrocortisona en funcién del volumen de inyeccion.

El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.78.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

5uL 3 309,2486449  103,0828816 2,03549052
10 pL 3 309,3004519  103,1001506  2,2063442
15 pL 3 309,0477376  103,0159125 2,52371927
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de - Valor critico

- ) F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos 0,011879137 2 0,005939568 0,00263374 0,99737088 5,14324938

Dentro de los grupos

Total

13,53110797

13,54298711

6  2,255184661

8

Figura 6.78.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el volumen de inyeccion.

Recuperacion Metilparahidroxibenzoico (%)

Muestra SpuL 10 uL 15uL

1 99,648 99,055 99,32

2 101,357 100,862 101,13
3 100,315 99,858 99,95
Media 100,440 99,925 100,134
SD 0,861 0,906 0,919
RSD 0,858 0,906 0,918

Cuadro 6.56.: Resultados de recuperaciéon de metfiphoxibenzoico medido a

diferentes volimenes de inyeccion.
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Figura 6.79.: Representacion grafica de

metilparahidroxibenzoico en funcién del volumenirdgsccion.

El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.80.

la media lde recuperacion de

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

5puL 3 301,3209234 100,4403078 0,74200916

10 pL 3 299,7741943  99,92473142 0,820037

15 pL 3 300,4013142 100,1337714 0,84414949

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de - Valor critico
o ) F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F

Entre grupos
Dentro de los grupos

Total

0,403481271
4,812391309

5,21587258

2 0,201740635
6 0,802065218

8

0,25152647 0,78541987 5,14324938

Figura 6.80.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el volumen de inyeccion.

Recuperacion Propilparahidroxibenzoico (%)

Muestra 5L 10 pL 15 pL

1 97,31 96,765 97,115

2 98,99 98,572 98,907

3 98,00 97,621 97,653

Media 98,101 97,653 97,891

SD 0,844 0,904 0,920

RSD 0,860 0,926 0,940

Cuadro 6.57.: Resultados de recuperaciéon de perpiiidroxibenzoico medido a

diferentes volimenes de inyeccion.
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Figura 6.81.: Representacion grafica de

la media lde recuperacion de

propilparahidroxibenzoico en funcién del volumenimgeccion.

El tratamiento estadistico ANOVA se presenta dridaira 6.82.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5uL 3 294,3035877 98,10119591 0,71165825
10 pL 3 292,9580443  97,65268142 0,81730541
15 pL 3 293,6743135  97,89143783 0,84596845
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de los o Valor critico
- . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad cuadrados para F
Entre grupos 0,302168312 2 0,151084156  0,1908486 0,83108447 5,14324938
Dentro de los grupos 4,749864212 6 0,791644035
Total 5,052032524 8

Figura 6.82.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el volumen de inyeccion.

Recuperacion BHA (%)

Muestra SpuL 10 uL 15uL

1 101,474 102,776 100,228
2 101,075 103,674 97,736
3 101,986 103,935 99,845
Media 101,511 103,462 99,270
SD 0,457 0,608 1,342
RSD 0,450 0,588 1,352

Cuadro 6.58.: Resultados de recuperacion de BHAduoeal diferentes volumenes de

inyeccion.
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Figura 6.83.: Representacion grafica de la media decuperacién de BHA en funcion

del volumen de inyeccion.

El tratamiento estadistico ANOVA se presenta eridaira 6.84.

RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Columna 1 3 304,5342977 101,5114326 0,20841676
Columna 2 3 310,385426  103,4618087 0,36983389
Columna 3 3 297,8096277 99,26987591 1,80111786
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de las Suma de Grados de Promedio de . Valor critico
N . F Probabilidad
variaciones cuadrados libertad los cuadrados para F
Entre grupos 26,40084353 2 13,20042176 16,6436032 0,00356205 5,14324938
Dentro de los grupos 4,758737022 6 0,793122837
Total 31,15958055 8

Figura 6.84.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el volumen de inyeccion.

Interpretacion de los resultados del estudio estiadi

Al realizar el estudio estadistico ANOVA, a las uperaciones halladas, se puede

concluir que no existen diferencias estadisticamsignificativas al realizar pequefias

variaciones en el volumen de inyeccion de las mag$t 5 uL), excepto en el caso del

BHA, si bien todos los resultados obtenidos parBHA se encuentran dentro de las
especificaciones establecidas (95 — 105%), poutsg puede concluir que el método

es robusto en cuanto a pequefias variaciones endsdlade la bomba cromatografica.
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+ Moadificacién del lote de la columna

Recuperacion Hidrocortisona acetato (%)

Muestra Lote USWU007819| Lote USWU008245
1 102,25 102,792

2 104,82 104,958

3 102,24 103,460

Media 103,100 103,737

SD 1,485 1,109

RSD 1,441 1,069

Cuadro 6.59.: Resultados de recuperacion de acdtatbidrocortisona medido con

diferentes lotes de columna.

105,0
- 103,0 —
he)
Q
© 101,0
©
Q
3 990
(0]
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s 970
95,0 ‘
USWU007819 USWU008265
Lote columna

Figura 6.85.: Representacion grafica de la medidadescuperacion de acetato de

hidrocortisona en funcién del lote de la columna.
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El tratamiento estadistico t de Student se presanta Figura 6.86.

Variable 1 Variable 2
Media 103,1001506 103,736665
Varianza 2,206344198 1,22958456
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 1,717964379
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4

Estadistico t

P(T<=t) una cola

Valor critico de t (una cola)
P(T<=t) dos colas
Valor critico de t (dos colas)

-0,594766896
0,292005489
2,131846486
0,584010978
2,776450856

Figura 6.86.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el lote de la columna.

Recuperacion Metilparahidroxibenzoico (%)

Muestra Lote USWU007819| Lote USWU0082d5

1 99,055 99,174

2 100,862 99,588

3 99,858 100,014

Media 99,925 99,592

SD 0,906 0,421

RSD 0,906 0,422

Cuadro 6.60.: Resultados de recuperacion de meiijroxibenzoico medido con

diferentes lotes de columna.

105,0

103,0 -
101,0

99,0

% Recuperacion

97,0

95,0

USWu007819
Lote columna

USWU008265

Figura 6.87.:

Representacion gréafica de

la media lde recuperacion de

metilparahidroxibenzoico en funcién del lote deddumna.
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El tratamiento estadistico t de Student se presanta Figura 6.88.

Variable 1 Variable 2
Media 99,92473142 99,59188992
Varianza 0,820037004 0,176824498
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 0,498430751
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t 0,577405195
P(T<=t) una cola 0,297304221
Valor critico de t (una cola) 2,131846486
P(T<=t) dos colas 0,594608442
Valor critico de t (dos colas) 2,776450856

Figura 6.88.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el lote de la columna.

Recuperaciéon Propilparahidroxibenzoico (%)

Muestra Lote USWU007819| Lote USWU0082d5
1 96,765 97,707

2 98,572 97,922

3 97,621 99,252

Media 97,653 98,294

SD 0,904 0,837

RSD 0,926 0,852

Cuadro 6.61.: Resultados de recuperacion de peopitdroxibenzoico medido con

diferentes lotes de columna.

105,0

< 1030 -

he)
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USWu007819 USWu008265
Lote columna

Figura 6.89.: Representacion grafica de la media lde recuperacion de

propilparahidroxibenzoico en funcion del lote deddumna.
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El tratamiento estadistico t de Student se presamta Figura 6.90.

Variable 1 Variable 2

Media
Varianza
Observaciones

Varianza agrupada
Diferencia hipotética de las medias
Grados de libertad

Estadistico t
P(T<=t) una cola
Valor critico de t (
P(T<=t) dos colas

una cola)

Valor critico de t (dos colas)

97,65268142 97,39090463

0,817305408 0,702158834

3 3
0,759732121
0
4
0,367829475
0,36581872
2,131846486
0,73163744
2,776450856

Figura 6.90.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el lote de la columna.

Recuperacion BHA (%)

Muestra Lote USWUO008265| Lote USWU0082q0
1 101.763 102.328
2 101.479 102.103
3 102.977 103.203
Media 102.073 102.545
SD 0.796 0.581
RSD 0.780 0.567
Cuadro 6.62.: Resultados de recuperaciéon de BHAidoedon diferentes lotes de
columna.
105.0
- 103.0 —
0 >~ M
§ 101.0
% 99.0
2
X 97.0
95.0
USWU008265 USWu008260
Lote columna

Figura 6.91.. Representacion grafica de la medila decuperacion de BHA en funcion

del lote de la columna.
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El tratamiento estadistico t de Student se presamta Figura 6.92.

USwu008265 USwWu008260

Media 102.0729191 102.5447326
Varianza 0.633215701 0.337809732
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 0.485512717
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -0.829307806
P(T<=t) una cola 0.226775891
Valor critico de t (una cola) 2.131846782
P(T<=t) dos colas 0.453551783
Valor critico de t (dos colas) 2.776445105

Figura 6.92.: Tratamiento estadistico mediantendlisis de la varianza de la robustez

al modificar el volumen de inyeccion.

Interpretacion de los resultados del estudio estiadi

El tratamiento estadistico demuestra que no exisliéerencias estadisticamente
significativas entre los dos lotes de columnas parguno de los analitos en estudio,
por lo que se puede concluir que el método es tokars cuanto al cambio de lote de

columna.

A modo de resumen, los resultados obtenidos enessitielio de robustez se presentan
en el cuadro 6.63. en donde se indica la medianmlatgn=3) para cada nivel y cada

factor estudiado.

Todos los factores seleccionados, no son afectpdogequefas variaciones en los
parametros dado que la recuperacion obtenida seeina entre 97% y 103% para el
acetato de hidrocortisona, entre 95% y 105% pamaetilparahidroxibenzoico y entre
90% y 107% para el propilparahidroxibenzoico y etilhidroxianisol, segun limites

establecidos al inicio del estudio.

Por lo tanto se puede concluir que el método esistoben cuanto a pequefias
variaciones para todos los parametros estudiadogi{lid de onda, temperatura de la
columna, volumen de inyeccion, caudal de bombatg te la fase estacionaria o

columna).
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Cambio

Recuperacion (%) /(media £S.D.)

cromatografico
Eactor Hidrocortisona | Metilparahidrox Propilparahidro, BHA

acetate I-benzoico Xi-benzoico
A: Longitud de onda
237 nm 103.02+1.49 99.92 +0.90 97.61 +£0.88 103.52A4 0.
240 nm 103.10+1.49 99.93+0.91 97.65 £ 0.90 103.4664.0.
243 nm 103.09+1.49 99.92 +0.91 97.66 £ 0.90 103.70980.
B:
Temperatura
30°C 103.83+1.03 99.38+£0.47 98.18 £ 0.61 102.09491.
40 °C 103.74 +1.11  99.59 + 0.42 98.30 +0.84 102.07890.
45 °C 103.99+0.75 98.55+0.44 97.12 £ 0.49 102.1014 1.
C. Caudal de bomba
1.2 ml min® 99.80 + 0.56 104.57+£0.25 102.46+0.33 100.70641
1.5 ml miri* 100.00 +0.42 104.85+0.19 103.08+0.54 101.7938
1.8 ml miri* 100.17 £0.91 104.28+0.44 102.34+0.46 99.95151
D:Volumen de inyeccion
5 pl 103.08 +1.43 100.44+0.86 98.10+0.84 101.51460
10 pl 103.10+1.49 99.93+0.91  97.65+0.90  103.46640.
15 pl 103.02 +1.59 100.13+0.92 97.89+0.92 99.2734 1.
E: Lote de la columna
Lote 103.10+£1.49 99.93+0.91 97.65+0.90 102.07800
UuSwu007819
Lote 103.74 £ 1.11 99.59 +0.42 98.29 +0.84 102.55580
USwu008265

Cuadro 6.63.: Evaluacion de la

liquida de alta resolucion

robustez del métewarrollado por cromatografia
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6.3.2. Resultados experimentales del estudio de igalcion para la determinacion

de productos de degradacion del acetato de hidrodisona

6.3.2.1. Idoneidad del sistema

En el siguiente cuadro se resumen los resultadasnidlos para los diferentes

parametros estudiados:

Factor | Factor | Platos _ _
Producto _ . Resolucion | T retencion
capacidad cola |tedricos
Hidrocortisona 5,991 0,958 16270 2,192 8,885
Cortisona 6,762 0,923| 18849 1,338 9,865
Prednisolona acetato 17,433 1,278 40595 1,524 23,42
Cortisona acetato 19,932 0.991 66792 2,839 26,65(

Cuadro 6.64.: Resultados obtenidos en el estudidosheidad del sistema.

Los resultados obtenidos en el estudio de idonail@ghdistema que se muestran en el
cuadro 6.64. en cuanto al factor de capacidadorfade cola, platos tedricos y
resolucién entre dos picos consecutivos se coraideorrectos ya que los valores
obtenidos se encuentran dentro de los intervalosidgerados, siendo estos valores los
siguientes:

Factor de capacidag:0,5

Factor de cola: 0,8 — 2

Platos tedricos: > 2000

Resolucionz> 1

6.3.2.2. Estabilidad de la solucion

En el cuadro 6.65. que se presenta a continuas®nefleja tanto el porcentaje de
recuperacion de hidrocortisona acetato de la smiygatron y de la solucion problema,

como el porcentaje de recuperacion del productodegradacion conocido como

hidrocortisona, tomando como 100% el tiempo 0.
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Tiempo Solucién patrén Solucién problema
Hidrocortisona acetato % | Hidrocortisona acetato % Hidrocortisona %
0 horas 100,00 100,00 0,310
1 hora 97,05 99,49 0,289
2 horas 98,43 99,74 0,293
3 horas 99,65 100,16 0,297
4 horas 101,78 99,67 0,293
5 horas 100,41 99,74 0,295
6 horas 98,87 99,87 0,296
7 horas 96,59 100,01 0,297
8 horas 100,65 100,09 0,299
9 horas 101,80 100,21 0,300
10 horas 99,12 100,35 0,301
11 horas 101,74 100,49 0,302
12 horas 100,91 101,77 0,321
13 horas 100,35 101,84 0,323
14 horas 99,93 101,89 0,325
15 horas 102,63 101,93 0,327
16 horas 100,23 101,95 0,330
17 horas 101,88 102,05 0,332
18 horas 97,71 102,05 0,334
19 horas 99,70 101,97 0,336
20 horas 97,13 101,20 0,319
21 horas 99,88 101,27 0,321
22 horas - 101,37 0,322
23 horas 101,31 101,34 0,323
24 horas 100,03 101,38 0,325
48 horas 100,50 101,79 0,355
72 horas 101,06 104,78 0,398
96 horas 99,09 103,98 0,540

Cuadro 6.65.: Resultados del porcentaje de ace&thidrocortisona de la solucién
patrén y de la solucion problema, asi como el pusaje de recuperacion del producto

de degradacion en la solucién problema a lo laegdieimpo.
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Figura 6.93.: Representacion grafica corresponeiam evolucidon de la recuperacion

de acetato de hidrocortisona en la solucion patrém la solucion problema.
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Figura 6.94.: Representacion grafica corresponeliamd evolucion de la hidrocortisona

en la solucién problema.

Segun los resultados obtenidos en el estudio @ddikdad, se puede concluir que la
solucién patrén es estable por un periodo minimé&laoras mantenida a temperatura
ambiente (25 °& 2 °C), mientras que la solucion problema, soladpumnservarse por
un periodo maximo de 24 horas mantenida a temparambiente (25 °G 2 °C),
tiempo a partir del cual el producto de degradatiinocortisona aumenta de forma

significativa.
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6.3.2.3. Selectividad

Ausencia de interferencia de los excipientes deflarmulacion

El primer cromatograma que se adjunta corresporidesalucion placebo y el dltimo
corresponde a la solucién problema. Los dos crognaeas estan impresos a la misma
escala y se observa que no hay interferencia pte ga los excipientes con respecto a

los picos correspondientes a hidrocortisona acetatgurezas.
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Figura 6.95.: Cromatograma correspodiente al ptaceb
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Figura 6.96.: Cromatograma correspodiente al priodiecminado
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Ausencia de interferencia de las impurezas

El cromatograma resultante mostrado en la FiguB¥.6refleja que no existen

interferencias por parte de las impurezas estusliada

DADT A Sg=240, 16 Ref=360, 100 (ACHDROGACHIDROC2011-09-09 11-47-03 ACHIDROC000003.0)
mAU]

~
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=13.893

15 20 min

0 5 10 2% 0 ¥ 40
Figura 6.97.: Cromatograma correspodiente a lacgpiwde producto terminado e

impurezas

Tiempos de retencion obtenidos:

Hidrocortisona acetato 21,722 minutos
Metilparahidroxibenzoico 3,281 minutos
Propilparahidroxibenzoico 7,611 minutos
Hidrocortisona 8,887 minutos
Cortisona 9,864 minutos
BHA 13,893 minutos
Prednisolona acetato 23,426 minutos
Cortisona acetato 26,650 minutos
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Muestras sometidas a stress

* Producto terminado

Los resultados obtenidos son los siguientes:

A) Producto terminado sometido a un tratamiento enorétdo.

Al someter el producto terminado a unas condiciGuidas se observa la aparicion de
los picos correspondientes a la hidrocortisona yaadtato de cortisona, con unos
tiempos de retencion relativos de 0,41 y 1,23.reh&el pico de la hidrocortisona si
gue aumenta en este caso respecto a las condiciomaales. Ademas de este producto
de degradacién conocido, se obtienen 5 picos debedproductos de degradaciéon
desconocidos que eluyen a 9,6 minutos, 11,3 mind®$ minutos, 15,3 minutos y
20,0 minutos, con unos tiempos de retencion weatde 0,46, 0,54, 0,59, 0,73 y 0,94,
respectivamente. Las areas de estos picos songmtficativas. En el caso del pico
gue eluye a 20,0 minutos, solo absorbe a una lohglié onda de 290 nm, por tanto no
interfiere con el pico correspondiente al princigictivo. Se puede concluir que el

producto termiado se degrada en condiciones acidas.

B) Producto terminado sometido a un tratamiento eroreddalino.

A diferencia de lo que ocurre con el principio agctsometido a medio basico, que se
degrada totalmente, aqui si que aparece el picoespmndiente al acetato de
hidrocortisona, habiendo disminuido su area sgkeréimente.

El producto de degradaciéon conocido hidrocortisenementa su area de forma
considerable, de un area de 250 que presentapeadeicto terminado sin estresar, a un
area de 1730 bajo condiciones de medio basico. Eamlaparece el pico

correspondiente a la impureza de sintesis acetatmdisona (la cual no modifica su
area con respecto a las condiciones normales)rgquase del principio activo sometido

a condiciones basicas desaparecia.
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Se obtienen cuatro productos de degradacion desidmsocon tiempos de retencion

relativos de 0,45, 0,53, 0,72 y 0,94, pero con @meas muy pequefas.

Se puede concluir que el producto terminado se adegrcuando se somete a

condiciones basicas.

C) Producto terminado sometido a temperatura.

Se somete el producto terminado a 105 °C durantbo?ds, y se observa el pico
correspondiente a la hidrocortisona, pero sin queeate su area. Aparecen dos picos
correspondientes a productos de degradacién desdosaue eluyen a 15,2 minutos y
19,9 minutos @r = 0,72 y 0,94), pero de areas poco significati@es puede concluir
que el producto terminado se degrada moderamentsomgiciones de temperatura

elevada.

D) Producto terminado sometido a un tratamiento oxelan

Para el estudio de estrés en medio oxidante seautiPO2 al 33% y el KMn©

- En el caso del permanganato potasico, el pico soraliente al principio activo
presenta una disminucidn significativa, habiendosmiluido el area a
aproximadamente una quinta parte de la obtenida@osdiciones normales. Se
obtiene el pico correspondiente al producto de atigion conocido como
hidrocortisona, sin que aumente su area respeeamltenida en la materia prima,
ademas de cuatro productos de degradacion desdosagie eluyen a 4,0 minutos,
5,3 minutos, 10,9 minutos y 20,2 minutas(t 0,19, 0,25, 0,51 y 0,94), los dos
pirmeros con una areas de 189 y 133, respectivammntntras que los dos ultimos
con areas muy pequefas. Por tanto se concluyel @eoetato de hidrocortisona se
degrada en medio oxidante (KMgO

- En el cromatograma obtenido con H202 al 33%, seerghsla presencia del
producto de degradacion conocido como hidrocoréisoan un area bastante mayor
de la que presenta en condiciones normales. Aparacpico que eluye a 6,7
minutos, pero ya aparece en el placebo, posibleméabido a un producto de
degradacion del BHA. Aparecen también cuatro prtmducde degradacion

desconocidos con tiempos de retencion relativag 4t 0,54, 0,73 y 0,95.
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Se puede concluir que el producto terminado segeada cuando se somete a un medio

oxidante.

E) Producto terminado sometido a luz IR.

Al someter el producto terminado a unas condiciateetiz IR se observa un perfil de
formacion de picos correspondientes a productasedeadacion similar al que aparece
al someter el producto terminado a condiciones etepératura elevada. También
aparecen los picos correspondientes a productodedeadacion desconocidos que
eluyen a 15,3 minutos y 19,9 minutogr(t 0,72 y 0,94), con areas poco significativas.
Se puede concluir que el producto terminado seadegmoderamente bajo condiciones

de luz infrarroja.

F) Producto terminado sometido a luz UV.

En el cromatograma correspondiente a la muestpaatiicto terminado sometido a luz
ultravioleta durante 24 horas, se puede observaparfil similar al obtenido con
temperatura elevada y luz IR, excepto que no sdupm la degradacion del BHA
debida a la temperatura elevada. Aparecen tambgtrds picos correspondientes a la
hidrocortisona, que en este caso si que ve aungestadrea respecto a las condiciones
normales, y los cuatro productos de degradaciécodesidos que eluye a 9,6 minutos,
11,3 minutos, 15,3 minutos y 20,0 minutogk(t 0,46, 0,54, 0,73 y 0,93). Se puede
concluir que el producto terminado se degrada namdente bajo condiciones de luz

ultravioleta.

G) Producto terminado sometido a humedad elevada.

Después de 24 horas bajo condiciones de humedweddalese observa que aparece
hidrocortisona, pero sin que aumente su area respecondiciones normales, y los
cinco productos de degradacion desconocidos qyerela 9,6 minutos, 11,4 minutos,
12,2 minutos, 15,4 minutos y 20,0 minutos, con ui@apos de retencion relativos de
0,46, 0,54, 0,58, 0,73 y 0,95. Se puede conclur gyoroducto terminado se degrada

ligeramente bajo condiciones de humedad elevada.
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Por lo tanto se concluye que el producto terminadodegrada principalmente en
condiciones basicas, y en medio oxidante y de fonoderada en todas las demas

condiciones estudiadas.

* Placebo

Los resultados obtenidos son los siguientes:

A-G) Placebo sometido a las diferentes condiciaigesstrés

En los cromatogramas correspondientes al placelobssEva que bajo condiciones de
medio acido aparece un pico de degradacién quee eluyl2,2 minutos. Bajo
condiciones de medio oxidante,(®} 33%), aparece un pico de degradacion que eluye a
6,7 minutos posiblmente debido al BHA, y con KMn@o aparecen picos de
degradacion pero desaparece totalmente el picespmndiente al BHA.

En condiciones de temperatura elevada aparececardpidegradacion que eluye a 8,3
minutos.

Bajo las demas condiciones estudiadas (medio hdsizanfrarroja, luz ultravioleta y

humedad elevada) no se observa la formacion deipimslde degradacion.

* Acetato de hidrocortisona

Los resultados obtenidos son los siguientes:

A) Acetato de hidrocortisona sometido a un tratamientmedio acido.

Al someter el acetato de hidrocortisona a unasicmmes acidas se observan 3 picos
correspondientes a impurezas que ya se obtienda mrateria prima en condiciones
normales. Estos picos tienen unos tiempos de liétenelativos de 0,40, 0,64 y 1,23. El
primer pico que eluye a 8,7 min corresponde al yctid de degradacion conocido
hidrocortisona, el cual tiene un area de 856. Lingsodos picos corresponden a una
impureza de sintesis que eluye a 13,8 minutosagethto de hidrocortisona que eluye a

26,5 min, respectivamente, de los cuales no aunsenéaea en relacion con la solucién
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patron sin estresar. Puede concluirse, que eltacdehidrocortisona se degrada de
forma moderada al ser sometido a condiciones gaidaisiterfiriendo el inico producto

de degradacion resultante (hidrocortisona) en kra@on cuantitativa.

B) Acetato de hidrocortisona sometido a un tratamientmedio alcalino.

Al someter el acetato de hidrocortisona a unasicmmes alcalinas se observa que el
pico correspondiente al principio activo desapatetamente, aumentando de forma
significativa el pico correspondiente al producte dlegradacion conocido
hidrocortisona (area 39500). Aparece el pico cpoadiente a la impureza de sintesis
gue eluye a 13,7 minutos, a diferencia del acetatoortisona, que no aparece. También
se obtienen diversos picos correspondientes a piaglde degradacion desconocidos
que eluyen a 1,8 minutos, 3,3 minutos, 6,2 minuthg) minutos, 15,5 minutosy a 17,2
minutos, con unas areas de aproximademente 25700, 121, 1900, 1570 y 66
respectivamente. Por tanto se concluye que eltacd&ahidrocortisona presenta una

degradacion total cuando se somete a condiciorssalsa

C) Acetato de hidrocortisona sometido a temperatura.

En el cromatograma correspondiente a la materiagogometida a 105 °C, se puede
observar la aparicion de los tres picos que yabseren en condiciones normales, con
unos tiempos de retencion relativos de 0,41, 0,428, y sin que aumente su area.
Puede concluirse, que el acetato de hidrocortisun@ae degrada al ser sometido a

temperatura elevada.

D) Acetato de hidrocortisona sometido a un tratamientmedio oxidante.

Para el estudio de estrés en medio oxidante seauUtfO, al 33% y KMnQ.

- En el caso del permanganato potasico, se observaegiccion significativa del
pico correspondiente al principio activo, con ueaaaproximadamente 20 veces
menor de la que presenta en condiciones normadesbi€n aparece el producto de
degradacion conocido hidrocortisona con un area pmmnificativa, asi como los do

sproductos de degradacion desconocidos que eluydn3ay 15,3 minutos gk =
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0,53y 0,72), también con un area muy pequefataPtw se concluye que el acetato
de hidrocortisona se degrada en medio oxidante @JyIn

- En el cromatograma obtenido con H202 al 33%, serghda presencia de los tres
picos que ya aparecen en condiciones normales,raglugto de degradacion
conocido hidrocortisona con un tiempo de retencadativo de 0,41, la impureza de
sintesis con un tiempo de retencién relativo dd Que eluye a 13,7 minutos, y el
acetato de cortisona con un tiempo de retencidiivelde 1,23. Los dos ultimos
corresponden a impurezas de sintesis. Ademas densammel area del pico
correspondiente a la hidrocortisona, aparecen piess correspondientes a
productos de degradacion desconocidos que elugBrBaminutos @r = 0,48), 11,4
minutos (kr = 0,53 minutos) y 15,4 minutosét= 0,73). Asi se concluye que el

acetato de hidrocortisona se degrada ligeramenteeelio oxidante (H202 al 33%).

E) Acetato de hidrocortisona sometido a luz infrarroja

Para comprobar como le afecta la luz infrarrojacatato de hidrocortisona se somete al
principio activo a IR durante 24 horas. Se obsdavpresencia de 5 picos con unos
tiempos de retencion relativos de 0,41, 0,53, 00642 y 1,23, siendo el primero la
hidrocortisona, el segindo un producto de degréddagésconocido que eluye a 11,3
minutos, el tercero la impureza de sintesis qugeelu 13,6 minutos, el cuarto un
producto de degradacion desconocido que eluye3amibutos y el ultimo el acetato de
cortisona. El pico de la hidrocortisona no aumesuaarea respecto a condiciones
normales. Los picos correspondientes a productosdelgradacion desconocidos
presentan unas areas de 182 y 11, respectivant@otelos resultados obtenidos se
puede concluir que el principio activo sometidaua infrarroja se degrada de forma
moderada, no interfiriendo los dos Unicos produd®siegradacion resultantes en su

valoracién cuantitativa.

F) Acetato de hidrocortisona sometido a luz ultravale

En el cromatograma correspondiente al principiovaccometido a luz ultravioleta, se
puede observar la aparicion de los 4 picos conpiisnae retencién relativos de 0,41,
0,64, 0,72 y 1,23. El tercer pico, que eluye a baijdutos corresponde a un producto de

degradacion desconocido, y presenta un area deEl6producto de degradacion
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conocido hidrocortisona no aumenta respecto a cmmgis normales. Se puede
concluir que el acetato de hidrocortisona sometidlnz ultravioleta se degrada de
forma moderada dando lugar a un producto de degjcaddesconocido.

G) Acetato de hidrocortisona sometido a humedad eéevad

Para comprobar como le afecta la humedad elevadaedhto de hidrocortisona se
somete al principio activo a 79% HR durante 24 §i0Em el cromatograma obtenido se
observan Unicamente los picos que ya aparecen amaferia prima en condiciones
normales y sin que aumente su area, corresponsli@mtproducto de degradacion
conocido hidrocortisona, y a las dos impurezasiaess, el acetato de cortisona y la
correspondiente al pico que eluye a 13,5 minutescdcluye que el principio activo

sometido a humedad elevada no se degrada.

Por lo tanto se concluye que el acetato de hidtisomia se degrada totalmente en
condiciones basicas, y practiamente también dedaotal en presencia de KMpCEn

el resto de condiciones estudiadas se degradansddieramente a hidrocortisona, y
aparecen también dos productos de degradacion miesdos que eluyen a 11,4

minutos y a 15,4 minutos.

* Conclusiones finales

Después de la realizacion de todo el estudio désskevado a cabo con las diferentes
muestras, se puede concluir que los productos deadkecion que se forman en el
producto terminado a partir del principio activeetato de hidrocortisona y que se
tendran que tener en cuenta son, el producto dedsgon conocido hidrocortisona,
con un tiempo de retencion relativo de 0,43, y @iproductos de degradacion
desconocidos que eluyen a unos 9,6 minuigs<t0,46), 11,3 minutos £k = 0,54),
12,2 minutos f@r = 0,58), 15,3 minutosgk = 0,73) y 20,0 minutosgg = 0,94). Este
altimo pico no interfiere en la valoracion cuarttita del principio activo puesto que
solo absorbe a 290 nm. Ademas aparecen otros dos gue solo se obtienen bajo
condiciones en medio oxidante (KMgQque eluyen a 4,0 minutosgt= 0,19) y 5,3
minutos (kr = 0,25).
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6.3.2.4. Limite de deteccion y cuantificacion

Los resultados del estudio del limite de detecgitimite de cuantificacion se presentan

en el cuadro 6.66.:

Concentracion (pg/mL) Area media Factor respuesta
0,109 4,65212 42,837
0,217 6,42635 29,642
0,337 21,88127 65,026
0,442 15,87503 35,949
0,564 21,10406 37,419
0,654 22,46664 34,353
0,882 29,63388 33,598
1,306 44,75529 34,269
1,760 58,14532 33,037
2,160 79,72986 36,912
2,692 101,80928 37,819
3,056 113,67697 37,198
3,480 122,53921 35,212

Media 35,820

SD 1,477

RSD 4,125

90% pendiente: 32,40403

Pendiente: 36,00448

110% pendiente 39,60493

Cuadro 6.66.: Resultados del estudio del limitdateccion y limite de cuantificacion

Dados los resultados se observa que las concemtescde 0,109 pg/mL, 0,217 pg/mL

y 0,337 pug/mL no presentan un comportamiento lineal

A partir del dltimo punto incluido en la linealid4@,442 ug/mL) sera con el que se va
empezar a trabajar para poder determinar “a posteids limites de deteccion y

cuantificacion, mediante el estudio de los RSD ae diferentes linealidades. Se
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considerara como limite de deteccion aquel prino@tgen el que se puede detectar el
analito pero que resulta no ser lineal, precisxact y se considera como limite de
cuantificacion el siguiente punto considerado ehinkalidad que cumple con el RSD
establecido. Para demostrar este atributo se pepias rectas mas con diez soluciones
para la sustancia patron, desde la concentracki |By/mL hasta 0,44 pg/mL, de tal
manera que la concentracion de trabajo descrita lparproductos de degradaciéon sea
de 2,2 pg/mL.

Los resultados se adjuntan en el cuadro 6.67.rg@esentan en la figura 6.98.

20 25 30 40
Conc Area FR Conc Area FR Conc Area FR Conc Area FR
Recta 1 0,4416 15,875 35,949 0,5640 21,104 37,419 0,654 22,467 34,353 0,8820 29,63388 33,598
Recta 2 0,4448 14,809 33,294 0,5520 19,483 35,296 0,663 22,096 33,327 0,8760 | 29,88193 | 34,112
Recta 3 0,4408 16,045 36,400 0,5580 19,037 34,117 0,6470 23,963 37,038 0,8620 | 29,90483 | 34,692

Media 0,442 15,576 35,214 0,558 19,875 35,610 0,655 22,842 34,906 0,873 29,807 34,134
SD 0,002 0,670 1,678 0,006 1,088 1,673 0,008 0,989 1,916 0,010 0,150 0,547
RSD 0,478 4,301 4,766 1,075 5,473 4,699 1,225 4,329 5,490 1,175 0,504 1,603
60 80 100 120
Conc Area FR Conc Area FR Conc Area FR Conc Area FR

Recta 1 1,3060 | 44,75529 | 34,269 1,7600 58,14532 | 33,037 2,1600 [ 79,72986 | 36,912 2,6920 |101,80928| 37,819
Recta 2 1,3080 | 44,25296 | 33,833 1,7740 59,15751 | 33,347 2,1680 | 76,86130 | 35,453 26200 | 9552978 | 36,462
Recta 3 1,3200 | 46,13963 | 34,954 1,7480 60,87395 | 34,825 2,1960 | 77,45566 | 35,271 2,6320 | 96,35028 | 36,607

Media 1311 45,049 34,352 1,761 59,392 33,736 2,175 78,016 35,879 2,648 97,896 36,963
SD 0,008 0,977 0,565 0,013 1,379 0,955 0,019 1,514 0,899 0,039 3,413 0,745
RSD 0,577 2,169 1,646 0,739 2,322 2,832 0,869 1,941 2,507 1,457 3,487 2,016
140 160
Conc Area FR Conc Area FR

Recta 1 3,0560 |113,67697| 37,198 34800 [12253921| 35212

Recta 2 3,0920 1111,79676] 36,157 34800 [12399280| 35,630

Recta 3 3,0640 |112,01899 36,560 35040 [123,75054| 35317

Media 3,071 112,498 36,638 3,488 123,428 35,386
SD 0,019 1,027 0,525 0,014 0,779 0,217
RSD 0,616 0,913 1,433 0,397 0,631 0,614

Cuadro 6.67.: Resultados obtenidos para el estadio limite de deteccion y

cuantificacion.
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Figura 6.98.: Representacion grafica del RSD frartencentracion media

Se considera como limite de deteccion la concddtracde 0,647 pg/mL que
corresponde al 30% de la concentracion de tralpaiesto que esta concentracion ha
resultado ser ni preciso ni exacto. Esta conceantrag su vez corresponde al 0,03% de

la concentracion correspondiente al producto teadorn(2200 pug/mL).

El limite de cuantificacion es la concentraciorOgg73 pg/mL, que corresponde a 40%
de la concentracion de trabajo de los productagedeadacion, puesto que es el primer
punto cuyo RSD no supera 3,7%. A su vez esta ctraodin corresponde al 0,04% de

la concentracion de trabajo del producto termin@260 pg/mL).

Este porcentaje se encuentra muy por debajo dékltonsiderado para los productos
de degradacion (0,1%).
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6.3.2.5. Linealidad

Los resultados correspondientes al estudio delidashson los siguientes:

Conc. pg/mL (X) Respuesta (Y) Factor respuesta (Y)X
0,8733 29,80688 34,13422
1,3113 45,04929 34,35193
1,7607 60,81881 34,54687
2,1747 78,01560 35,87861
2,6480 97,89644 36,96273
3,0707 112,49757 36,63815
3,4880 123,42752 35,38649
Coef. De correlacion R 0,99856
Coef. De determinacién R2 0,99711 Media: 35,414
Pendiente 36,983 S.D: 1,222
Ordenada en origen -2,759 RSD: 3,451

Cuadro 6.68.: Resultados correspondientes al estiedia linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: CV factspuesta 5.0% y R> 0,990.

Por lo tanto el resultado cumple.

La linealidad de la respuesta se estudia por régrdseal del area del pico de

hidrocortisona acetato frente a la concentracidmniemo.

La ecuacion de la recta que se obtiene y la remi@sén grafica de la curva de
regresion ajustada, es la siguiente:
Y = 36,983 X — 2,759

LINEALIDAD
140,0
120,0 + %
100,0 L -
’ /ﬁ’ e Y :
g 80,0 } /
£ 600 + & Pronostico
400 | > para¥ |
20,0 - .
0,0 l
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Conc (ug/mL)

Figura 6.99.: Representacion gréafica de la curvieedeesion ajustada.
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En la siguiente figura, se muestra el tratamiestadistico aplicado:

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion

multiple 0,996751551
Coeficiente de

determinacién R"2 0,993513654
R”2 ajustado 0,992216384
Error tipico 3,119850888
Observaciones 7

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de E Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 745437745 7454,377455 765,8499784 1,15316E-06
Residuos 5 48,6673478 9,733469563
Total 6 7503,0448

Coeficientes

Error tipico _Estadisticot Probabilidad Inferior 95% Superior 95%

Intercepcién -2,59955049
Variable X 1 37,34782886

3,18317183 -0,816654152 0,451266878 -10,7821408 5,583039819
1,34956407 27,67399462 1,15316E-06 33,87866964 40,81698808

Figura 6.100.: Tratamiento estadistico mediantmnalisis de la varianza.

12 Linealidad

Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y Factor respuesta (Y)X
0,882 29,63388 33,598
1,306 44,75529 34,269
1,760 62,42498 35,469
2,160 79,72986 36,912
2,692 101,80928 37,819
3,056 113,67697 37,198
3,480 122,53921 35,212
Coef. De correlaciéon R 0,9968
Coef. De determinacion R2 0,9935 Media: 35,783
Pendiente 37,348 S.D:1,576
Ordenada en origen - 2,600 RSD: 4,406

Cuadro 6.69.: Resultados correspondientes al estiedia primera linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: CV factspuesta 5.0% y R> 0,990.

Por lo tanto el resultado cumple.
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La Curva de regresion ajustada que se obtienestgueente:

LINEALIDAD 1

140,0
120,0 +
100,0 -
80,0 | & Y“

60,0 1 .
400 | —=— Pronostico
para¥Y

Area

20,0 +

0,0 :

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Conc (pg/mL)

Figura 6.101.: Representacion grafica de la cueveedresion ajustada.

En la siguiente figura, se muestra el tratamiestadistico aplicado:

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion

multiple 0,996751551
Coeficiente de

determinacion R*2 0,993513654
R*2 ajustado 0,992216384
Error tipico 3,119850888
Observaciones 7

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de F Vialor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 7454 37745 7454 377455 T765,8499784 1,15316E-06
Residuos 5 486673478 9 733469563
Total 6 7503,0448

Coeficientes Emor lipico  Estadisticot  Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion -2,59955049 3,18317183 -0,816654152 0451266878 -10,7821408 5583039819
Variable X 1 37,34782886 1,34956407 2767399462 1,15316E-06 33,87866964 40,B1698808

Figura 6.102.: Tratamiento estadistico mediantmnalisis de la varianza.
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22 Linealidad

Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y Factor respuesta (Y)X
0,876 29,88193 34,112
1,308 44,25296 33,833
1,774 59,15751 33,347
2,168 76,86130 35,453
2,620 95,52978 36,462
3,092 111,79676 36,157
3,480 123,99280 35,630
Coef. De correlacion R 0,9989
Coef. De determinacion RZ 0,9977 Media: 34,999
Pendiente 37,112 S.D: 1,222
Ordenada en origen - 3,858 RSD: 3,492

Cuadro 6.70.: Resultados correspondientes al estiedia segunda linealidad

El criterio de aceptacion es el siguiente: CV facéspuesta 5.0% y R> 0,990.

Por lo tanto el resultado cumple.

La Curva de regresion ajustada que se obtienestguiente:

140,0

LINEALIDAD 2

120,0 +
100,0 +
80,0 +
60,0 +
40,0 +
20,0 +

Area

¢ Y

—#— Pronostico
paraY

0,0
0,00 1,00

2,00 3,00
Conc (ug/mL)

4,00

Figura 6.103.: Representacion grafica de la cueveedresion ajustada.
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En la siguiente figura, se muestra el tratamiestadistico aplicado:

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de
correlacion multiple  0,98885508
Coeficiente de
determinacidn R*2 099771147

RA2 ajustado 0,99725377
Error tipico 1,83695902
Observaciones 7

ANALISIS DE VARIANZA

Gradosde  Sumade  Promedio de E Valor critico
libertad cuadrados  los cuadrados de F
Regresion 1 7355,59953 7355,599532 2179812507 B8,5138E-08
Residuos 5 16,8720922 3,374418446
Total 6 737247162

Cogficientes Error tipico  Estadistico t  Probabilidad Inferior 95% Superior 95%
Intercepcion -3,B5797578 1,87287826 -2,05991808 0094443055 -86723547 0,956403177
Variable X 1 37,1118195 0,79488203 46,68846225 8,51381E-08 35,0685135 39,15512542

Figura 6.104.: Tratamiento estadistico mediantnélisis de la varianza.

32 Linealidad
Conc. pg/ml (X) Respuesta (Y Factor respuesta (Y)X

0,862 29,90483 34,692
1,320 46,13963 34,954
1,748 60,87395 34,825
2,196 77,45566 35,271
2,632 96,35028 36,607
3,064 112,01899 36,560
3,504 123,75054 35,317

Coef. De correlacion R 0,9989

Coef. De determinacién RZ 0,9978 Media: 35,461

Pendiente 36,491 S.D: 0,799

Ordenada en origen - 1,824 RSD: 2,253

Cuadro 6.71.: Resultados correspondientes al estiedia segunda linealidad
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El criterio de aceptacion es el siguiente: CV factspuesta 5.0% y R> 0,990.

Por lo tanto el resultado cumple.

La Curva de regresion ajustada que se obtienestgueente:

LINEALIDAD 3

140.0
120,0 +
100,0 +
E 80.0 4 Y
<L 600 ¢+ —B— Frondstico
40.0 4 para¥
20,0 4
0,0

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00
Conc (pg/mL)

Ifigura 6.165.: 'Representacién gréafica de la cueveedresion ajustada.

En la siguiente figura, se muestra el tratamiestadistico aplicado:

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de correlacion

multiple 0,993893022
Coeficiente de

determinacion R"2 0,90778727
R"2 ajustado 0997344724
Error tipico 1,786135956
Observaciones T

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Sumade  Promedio de £ Valor critico
libertad cuadrados los cuadrados de F
Regresion 1 71929761 7192976111 2254,65238 7,82606E-08
Residuos 5 15951408 3,190281654
Total 6 72089275

Coeficientes  Error tipico  Estadistico t  Probabilidad  Inferior 95%  Superior 95%

Intercepcion -1.82436375 1,8129747  -1,00628196 0,36046609 -5,484755089 2.836028409

Variable X 1 36,4912186 0,7685083 4748317992 7.8261E-08 34,51570831 3846672888

Figura 6.106.: Tratamiento estadistico medianamnalisis de la varianza.
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6.3.2.6. Precision

» Repetibilidad y precision intermedia del sistema istrumental

Los resultados de la precision del sistema instniahson los siguientes:

160% Dia 1l Dia 2
Inyeccion Area d Area k&

1 118,12175 21,649 118,33562 21,034
2 117,47684 21,710 117,24326 21,048
3 119,72150 21,776 117,20917 21,026
4 118,99217 21,759 117,94959 21,069
5 117,49678 21,880 117,80344 21,069
6 117,18736 22,005 117,91418 21,057

Media 77,851 21,797 117,743 21,051

SD 0,57 0,13 0,44 0,02

RSD 0,74 0,59 0,37 0,09

Area k

Media entre dias 117,954 21,424

SD entre dias 0,77 0,40

RSD entre dias 0,65 1,86

Cuadro 6.72.: Resultados correspondientes al estiedprecision del sistema

instrumental para una concentracion de acetataddedortisona de 160%.

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSD<dla0% y RSD interdig 2.0%.

Por lo tanto el resultado cumple.
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100% Dia 1l Dia 2
Inyeccion Area d Area &

1 77,87759 21,500 75,75828 21,118
2 77,43806 21,471 74,97116 21,035
3 77,61708 21,469 76,20052 21,091
4 77,41312 21,470 76,86324 21,064
5 78,95964 21,511 75,75349 21,038
6 77,79749 21,542 74,91096 21,020

Media 77,8501 21,494 75,743 21,061

SD 0,57 0,03 0,74 0,04

RSD 0,74 0,14 0,98 0,18

Area &

Media entre dias 76,797 21,277

SD entre dias 1,27 0,23

RSD entre dias 1,65 1,07

Cuadro 6.73.. Resultados correspondientes al estadei precision del sistema
instrumental para una concentracion de acetataddedortisona de 100%.

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSD<dla0% y RSD interdig 2.0%.
Por lo tanto el resultado cumple.

40% Dial Dia 2
Inyeccion Area d Area &
1 32,51996 21,038 31,74038 21,138
2 32,49082 21,026 32,14087 21,027
3 32,19997 20,996 32,33331 21,047
4 32,39324 20,863 32,35389 21,021
5 32,38302 21,056 32,63239 21,000
6 32,36100 21,036 32,42932 20,969
Media 32,391 21,003 32,373 21,034
SD 0,11 0,07 0,30 0,06
RSD 0,35 0,34 0,94 0,27
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Area &
Media entre dias 32,332 21,018
SD entre dias 0,23 0,06
RSD entre dias 0,71 0,30

Cuadro 6.74.: Resultados correspondientes al estddi precision del sistema

instrumental para una concentracion de acetataddedortisona de 40%.

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSD<dla0% y RSD interdig 2.0%.
Por lo tanto el resultado cumple.

» Repetibilidad del método para la solucion patrén

Los resultados de la repetibilidad del método pmelucion patron son los siguientes:

% Conc. pg/ml (X) | Respuesta (Y Factor respuesta (Y)X
40 0,882 29,63388 33,598
40 0,876 29,88193 34,112
40 0,862 29,90483 34,692
100 2,160 79,72986 36,912
100 2,168 76,86130 35,453
100 2,196 77,45566 35,271
160 3,480 122,53921 35,212
160 3,480 123,99280 35,630
160 3,504 123,75054 35,317
N 9
Media 35,133
SD 0,946
RSD 2,694

Cuadro 6.75.: Resultados correspondientes al estledia repetibilidad del método para

la solucién patrén.

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSD<d3a7%.

Por lo tanto el resultado cumple.
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* Repetibilidad del método para la solucién problema

los

Los resultados de la repetibilidad del método pmsmlucion problema s on
siguientes:
% Conc. pg/ml (X) | Respuesta (Y Factor respuesta (Y)X
100 2,288 81,49874 35,620
100 2,1520 79,11357 36,763
100 2,2080 78,38141 35,499
100 2,1840 80,53659 36,876
100 2,2520 80,47281 35,734
100 2,2360 82,59491 36,939
N 6
Media 36,238
SD 0,686
RSD 1,894

Cuadro 6.76.: Resultados correspondientes al estledia repetibilidad del método para

la solucion problema.

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSD<d®a7%.

Por lo tanto el resultado cumple.

* Precision intermedia del método

Los resultados de la precisién intermdia del métedodias diferentes, un mismo

analista son los siguientes:

DIA 1 DIA 2
% Conc (X) < Conc (X) <
(Lg/mL) Area (Y) FR (Y/X) (Lg/mL) Area (Y) FR (Y/X)
2,288 81,49874 35,620 2,256 78,75795 34,910
2,152 79,11357 36,763 2,188 78,54806 35,899
100 2,208 78,38141 35,499 2,164 77,09804 35,6238
2,184 80,53659 36,876 2,204 78,52095 35,627
2,252 80,47281 35,734 2,216 81,24893 36,645
2,236 82,59491 36,939 2,156 77,69017 36,034
Media 36,238 35,794
SD 0,686 0,577
RSD 1,894 1,611
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Media interdia

36,016

SD interdia

0,647

RSD interdia

1,798

Cuadro 6.77.: Resultados correspondientes al estlglila precision intermedia del

método en diferentes dias y un mismo analista.

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDvidgial < 3.7% y RSD interdig 3.7%.

Por lo tanto el resultado cumple.

Los resultados de la precision intermdia del métpdim analistas diferentes son los

siguientes:
DIA 1 DIA 2
% Conc (X) < Conc (X) <
(Lg/mL) Area (Y) FR (Y/X) (Lg/mL) Area (Y) FR (Y/X)
2,288 81,49874 35,620 2,224 77,82437 34,993
2,152 79,11357 36,763 2,280 79,09437 34,691
100 2,208 78,38141 35,499 2,240 77,52784 34,611
2,184 80,53659 36,876 2,292 81,07432 35,313
2,252 80,47281 35,734 2,232 77,8466( 34,716
2,236 82,59491 36,939 2,208 76,42667 34,614
Media 36,238 34,833
SD 0,686 0,299
RSD 1,894 0,860
Media interdia 35,536
SD interdia 0,891
RSD interdia 2,507

Cuadro 6.78.: Resultados correspondientes al estelila precision intermedia del

método para diferentes analistas.

El criterio de aceptacion es el siguiente: RSDviial < 3.7% y RSD interdia 3.7%.

Por lo tanto el resultado cumple.
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6.3.2.7. Exactitud

Los resultados de la precision del sistema instniahgon los siguientes:

% ConcentraciQn Concentracion Error % recuperado
(ug/mL) anadido (ug/mL) hallado | relativo en %
0,889 0,889 -0,0305 100,03
40 0,872 0,872 -0,0329 100,03
0,891 0,889 0,2582 99,74
2,220 2,249 -1,2938 101,29
100 2,220 2,246 -1,1596 101,16
2,268 2,300 -1,4242 101,42
3,480 3,529 -1,3969 101,40
160 3,524 3,504 0,5691 99,43
3,512 3,449 1,7891 98,21
N 9
Recuperacion (media) 100,302
SD 1,105
RSD 1,102

Cuadro 6.79.: Resultados correspondientes al estiedia exactitud.

El criterio de aceptacion es el siguiente: Recupéneentre 95 y 105%.

Por lo tanto el resultado cumple.

6.3.2.8. Robustez

Los resultados de la robustez del método segudiflxentes modificaciones realizadas

en el método de andlisis son los siguientes:

» Modificacion de la longitud de onda del detector

Los resultados de % de acetato de hidrocortisoabzados a diferentes longitudes de

onda, se muestran en el cuadro 6.80. y se repagsentla Figura 6.107.
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Muestra 237 nm 240 nm 243 nm
1 100,348 99,783 100,670
2 99,186 98,982 99,367
3 100,305 98,041 100,854
Media 100,007 98,935 100,297
SD 0,659 0,872 0,811
RSD 0,659 0,881 0,808

Cuadro 6.80.: Resultados correspondientes al %cetata de hidrocortisona analizado

a diferentes longitudes de onda del detector.

105,0

103,0
N 1010
3 —____ /
g 990 -
S 970

95,0

237 nm 240 nm 243 nm
A

Figura 6.107.: Representacion gréafica del % deasmwete hidrocortisona analizado a

diferentes longitudes de onda del detector.

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
237 nm 3 299,839005 99,94633501 0,43413062
240 nm 3 296,8056882  98,9352294 0,76056061
243 nm 3 300,8902882 100,2967627 0,65741531

ANALISIS DE VARIANZA

Ongf-:‘n Ade las SHFEH RS Gr‘ados de  Promedio de E Probabilidad Valor critico
variaciones libertad los cuadrados para F
Entre grupos 2,998907203 2 1,499453601 2,42878079 0,16875508 5,14325285
Dentro de los grupos 3,704213089 6 0,617368848
Total 6,703120291 8

Figura 6.108.: Tratamiento estadistico mediante XN@le las riquezas analizadas de

acetato de hidrocortisona a diferentes longitugesria.

Al realizar el estudio estadistico ANOVA, a lasuégas halladas, se puede concluir que
no existen diferencias estadisticamente signifiaatal realizar pequefias variaciones en
la longitud de onda del detector (£ 3 nm), seguardlisis de la varianza llevada a

cabo, por lo que puede concluirse que el métodolmssto para este parametro.

346



» Modificacion de la temperatura de la columna

Los resultados de % de acetato de hidrocortisoabzados a diferentes temperaturas
de la columna, se muestran en el cuadro 6.81rgpsesentan en la Figura 6.109.

Muestra 30°C 40 °C 45°C
1 99,838 99,783 99,275
2 100,744 98,982 98,432
3 99,069 98,041 96,670
Media 99,817 98,935 98,125
SD 0,562 0,872 1,329
RSD 0,566 0,881 1,355

Cuadro 6.81.: Resultados correspondientes al %eekata de hidrocortisona analizado

a diferentes temperaturas de columna.

1050
= 1030
2
[X]
E 1m0
o
g 990 2=
Z '—_—_‘———-——_._‘
=5
= 970

950 1 .

30°C 40°C 45°C
Temperatura

Figura 6.109.: Representacion gréafica del % deasmwete hidrocortisona analizado a

diferentes temperaturas de la columna.

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
30°C 3 297,6502397 99,21674656 0,31569645
40 °C 3 296,8056882  98,9352294 0,76056061
45 °C 3 294,3761443 98,12538142 1,76717874

ANALISIS DE VARIANZA

Orlggn .de las Suma de cuadrados Gr.ados de Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones libertad los cuadrados para F
Entre grupos 1,926183533 2 0,963091767 1,01612117 0,416815 5,14324938
Dentro de los grupos 5,686871599 6 0,947811933

Total 7,613055132 8

Figura 6.110.: Tratamiento estadistico mediante XN@le las riquezas analizadas de
acetato de hidrocortisona a diferentes temperatigds columna.
Al realizar el estudio estadistico ANOVA, a lasuégas halladas, se puede concluir que

no existen diferencias estadisticamente signifiaatal realizar pequefias variaciones en
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la temperatura de la columna (£ 3 °C), segun disisdle la varianza llevada a cabo,

por lo que puede concluirse que el método es rolpsst este parametro.

» Modificaciéon del caudal de la bomba

Los resultados de % de acetato de hidrocortisoafizados a diferentes caudales de

bomba, se muestran en el cuadro 6.82. y se repaesem la Figura 6.111.

Muestra 1,2 mL/min 1,5 mL/min 1,8 mL/min
1 100,759 99,783 99,282
2 99,391 98,982 97,722
3 98,516 98,041 99,692
Media 99,555 98,935 98,899
SD 1,130 0,872 1,039
RSD 1,135 0,881 1,051

Cuadro 6.81.: Resultados correspondientes al Y%cetata de hidrocortisona analizado

a diferentes caudales de bomba.

105,0 4

103,0

101,0

¢
L

% Riquez:
8
(@]

97,0

95,0

1,2 m/min 1,5 m/min 1,8 mL/min

Flujo

Figura 6.111.: Representacion gréfica del % deatwate hidrocortisona analizado a

diferentes caudales de bomba.

RESUMEN

Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
1,2 mL/min 3 298,6659101 99,55530336 1,2775257
1,5 mL/min 3 296,8056882 98,9352294 0,76056061
1,8 mL/min 3 296,6967065 98,89890217 1,08020822

ANALISIS DE VARIANZA

Or/ggn lde las Shima.de. cuiddiadse G(ados de Promedio de F Probabilidad Valor critico
variaciones libertad los cuadrados para F
Entre grupos 0,816673898 2 0,408336949 0,39284642 0,69130733 5,14324938
Dentro de los grupos 6,23658907 6 1,039431512
Total 7,053262969 8

Figura 6.112.: Tratamiento estadistico mediante XN@le las riquezas analizadas de

acetato de hidrocortisona a diferentes caudalésaba.
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Al realizar el estudio estadistico ANOVA, a lasuégas halladas, se puede concluir que
no existen diferencias estadisticamente signifiaatal realizar pequefias variaciones en
el caudal (£ 0,3), segun el analisis de la variadifezada a cabo, por lo que puede

concluirse que el método es robusto para este pt@am

» Modificacion del volumen de inyeccion

Los resultados de % de acetato de hidrocortisoabzados a diferentes volimenes de

inyeccion, se muestran en el cuadro 6.83. y seseptan en la Figura 6.113.

Muestra SpuL 10 uL 15 uL

1 101,814 99,783 99,589

2 99,515 98,982 97,558

3 99,012 98,041 97,582

Media 100,114 98,935 98,243
SD 1,494 0,872 1,166
RSD 1,492 0,881 1,187

Cuadro 6.83.: Resultados correspondientes al %cekata de hidrocortisona analizado

a diferentes volumenes de inyeccion.

105,0
c 1030
2
Q
S 1010
@
o \
3 990 <
@ \
4
X 970
95,0 T T
5uL 10 L 15 UL
Volumen de inyeccion

Figura 6.113: Representacion grafica del % de swdwhidrocortisona analizado a
diferentes volimenes de inyeccion.
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Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
5 pL 3 300,340545 100,113515 2,23249217
10pL 3 296,8056882  98,9352294 0,76056061
15 uL 3 294,7293103 98,24310342 1,35906926

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las

. Suma de cuadrados
variaciones

Grados de
libertad

Promedio de Probabilidad Valorrgr:zlco

F
los cuadrados

5,365834813
8,70424409

Entre grupos
Dentro de los grupos

Total 14,0700789

2 2,682917407
6 1,450707348

1,84938569 0,23675741 5,14325285

8

Figura 6.114.: Tratamiento estadistico mediante XN@le las riquezas analizadas de

acetato de hidrocortisona a diferentes volUmeneasy&ecion.

Al realizar el estudio estadistico ANOVA, a lasuégas halladas, se puede concluir que

no existen diferencias estadisticamente signifiaatal realizar pequefias variaciones en

el volumen de inyeccion de las muestras (£ 5 péyus el analisis de la varianza

llevada a cabo, por lo que puede concluirse quendétiodo es robusto para este

parametro.

* Modificacion del lote de la columna

Los resultados de % de acetato de hidrocortisoméizados con diferentes lotes de

columna, se muestran en el cuadro 6.84. y se egeesen la Figura 6.115.

Muestra Lote USWUO0O07819 Lote USWU008365
1 99,783 99,885
2 98,982 98,623
3 98,041 102,315
Media 98,935 100,575
SD 0,872 1,877
RSD 0,881 1,872

Cuadro 6.84.: Resultados correspondientes al %cetata de hidrocortisona analizado

con diferentes lotes de columna.
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Figura 6.115: Representacion grafica del % de axe@ hidrocortisona analizado con

diferentes lotes de columna.

USwWu008260  USWU008673

Media 98,9352294 100,2745093
Varianza 0,760560611 3,52189921
Observaciones 3 3
Varianza agrupada 2,14122991
Diferencia hipotética de las medias 0
Grados de libertad 4
Estadistico t -1,120947613
P(T<=t) una cola 0,16252935
Valor critico de t (una cola) 2,131846486
P(T<=t) dos colas 0,3250587
Valor critico de t (dos colas) 2,776450856

Figura 6.116.: Tratamiento estadistico mediante Suident de las riquezas analizadas

de acetato de hidrocortisona con diferentes logdesotlmna.

El tratamiento estadistico demuestra que no exisliéerencias estadisticamente
significativas entre los dos lotes de columnas, Ipogue se puede concluir que el

método es robusto en cuanto al cambio de lote ldeno@.

6.3.2.9. Célculo Factor de Correccion

Se propone la utilizacion de un factor de corretgéra el calculo del producto de
degradacion conocido hidrocortisona, debido a lposibilidad de disponer de patrén
del mismo. Para ello se realizara una solucién idbodproducto de degradaciéon
conocido por triplicado al tanto por ciento cor@sgiente al limite establecido (2,2
pg/mL). Posteriormente se relacionara el factorrespuesta medio obtenido en la

repetibilidad de la solucién patrén para el prif@ipctivo con respecto al factor
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respuesta obtenido para el producto de degradaor@rcido en estudio, segun se indica
en la siguiente ecuacion:

FX = FRpa/ FRPD

En el cuadro 6.85. se muestran los resultados idotepara los tres replicados llevados
a cabo para el producto de degradacién conocidodudisona.

Replicado Conc (pg/mL) Area FR
1 2,000 68,01014 34,005
2 2,032 72,66432 35,760
3 2,008 71,08898 35,403
Media 2,01 70,588 35,056
SD 0,02 2,367 0,927
RSD 0,83 3,354 2,646

Cuadro 6.85.: Resultados correspondientes a legé¢micados llevados a cabo para el
producto de degradacion hidrocortisona.

Aplicando la formula anterior se obtiene el sigteevalor de Fx (factor de correccion

para el producto de degradacion), el cual se atdizn rutina para el calculo de dicho
producto de degradacion (cuadro 6.86.).

Productos de degradacién conocido Factor de corid@tc
Hidrocortisona 1,0022
Cuadro 6.86.: Valor del factor de correccién oldeni
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CAPITULO 7: CONTROL DEL PRODUCTO ACABADO

7.1. INTRODUCCION

Una vez obtenida la forma farmacéutica semisélidaposibilidad de variaciones
existentes dentro de un mismo lote y entre lotesedace al minimo gracias a los
controles que se han ido generando a lo largodtedbproceso de fabricacion como ya
se ha explicado en el capitulo 4. Esto lleva a lqueroduccién a gran escala de
comprimidos satisfactorios exija una evaluaciontioola de las materias primas,
instalaciones, personal, procesos y equipos ers tladafases de la fabricacion de los

comprimidos, garantizando asi la calidad del praaltinal (aplicacion NCF) (68).

Los controles que se realizan son multiples y feretite naturaleza, ya que se trata de
controles que tienen en cuenta caracteristicasa$istdel producto, caracteristicas

quimicas y también caracteristicas microbiologicas.

Una vez obtenido el producto acabado, este delmeapecer en cuarentena hasta que
control de calidad, con los controles necesari@s|adaprobacion final de que ese
producto cumple (calidad de conformidad) con |gee$icaciones con las que se inicié
el estudio (calidad de disefio). Todos los ensag@szados sobre el producto terminado
han de quedar bien documentados al igual que softaeos obtenidos, de esta forma se
evitaran posibles errores a la hora de dar la agidb final a un producto acabado.

Cuando se habla de especificacion, ésta se defim® ana lista de ensayos, con
referencia a los procedimientos analiticos y doteide aceptacion. Los criterios de
aceptaciéon pueden ser numéricos, un intervalo o ¢ipo de criterio. Estas
especificaciones se fijan para definir la calidaw este caso del producto acabado y de
esta forma establecer la seguridad y eficacia aelyzto. Estas especificaciones, a la
liberacion del lote, no siempre han de coincidin tas establecidas para el periodo de
validez o para una estudio de estabilidad, pudiesedestas Ultimas menos restrictivas,

manteniendo siempre una ldgica en cuanto a la éspen establecida.
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Estas especificaciones han de cubrir como minimgiguientes ensayos:

» Descripcién y caracteristicas fisicas y fisico-qués de la forma farmacéutica en
estudio.

» ldentificacion del principio activo y en el caso dee se trate de una forma
farmacéutica que incluye conservantes o0 antiox@fanse procedera a la
identificacién de los mismos.

» Valoracion cuantitativa del principio activo y deslconservantes y antioxidantes si
estos se encuentran incluidos en la forma farmeeeem estudio.

» Valoracion tanto cualitativa como cuantitativa de productos de degradacion que
se pudieran generar.

» Ensayos farmacotécnicos como por ejemplo viscosidaténsibilidad del gel, si

procede, etc.

Se ha desarrollado y validado un método de an@l®isiPLC (ver capitulo 6), que fue
utilizado durante el control de calidad del geldetato de hidrocortisona, con el fin de
cuantificar el principio activo (acetato de hidrd@ona), conservantes
(propilparahidroxibenzoico (4-hidroxybenzoic acidropyl ester, nipasol®) vy
metilparahidroxibenzoico (4-hidroxybenzoic acid hmgtester, nipagin®)), antioxidante

(BHA) y productos de degradacion.

Dicho método, ha sido probado para ser adecuado coétodo de control de calidad

rapido y fiable.

En esta etapa se realizan cada uno de los ensagesanios para considerar que el gel
se ha fabricado con la calidad esperada y, a phatios resultados obtenidos, generar
unos certificados de analisis que certifiguen gugreducto fabricado y ensayado
cumplen con lo especificado al inicio del estudio.

A continuacion se presenta un cuadro resumen (guadly con los ensayos que para el

producto disefiado se proponen realizar, el métoeoandlisis empleado y las

especificaciones establecidas para cada uno @n$as/os.
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Caracteristicas

organolépticas: Aspecto

Método organoléptico

Gel opaco blanco

pH

Procedimiento interno

5.0-6.0

Viscosidad

Procedimiento interno

> 9000 cps dependiendo de la
temperatura

Extensibilidad

Procedimiento interno

> 900 mm

Identificacion principio activ(
y productos degradacién

DHPLC (método propio,
ver capitulo 6)

Tiempo de retencion similar

sustancia referencia.

Valoracion principio activo

HPLC (método propio,

ver capitulo 6)

95,0 — 105,0%

Valoracion de los product(
degradacion

DS

metilparahidroxibenzoico

ver capitulo 6)

Hidrocortisona .............. <1%
Cortisona ...........c.c....... HPLC (método propio, |< 1%
Cortisona-21- acetato ...... ver capitulo 6) <1%
Acetato prednisolona ...... <1%
PDD individuales .......... < 1%
PDD totales .................. < 204
Valoracion de| HPLC (método propio,

90,0 - 110,0%

butilhidroxianisol

HPLC (método propio,
ver capitulo 6)

Valoracion de HPLC (método propio, 90.0 — 110.0%
propilparahidroxibenzoico |ver capitulo 6) ’ ’
Valoracion de

90,0 - 110,0%
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-Recuento de microorganismos
aerobios viables totales: <liffc/g
-Bacterias <18ufc/g

-Hongos filamentosos y levaduras
<10 ufc/g

Control microbioldgico
-Enterobacterias (y otras bacterias
gran-negativas): ausencia / g
-Pseudmonoas aeruginasausencia
g

-Staphylococcus aureuausencia / g

Cuadro 7.1.: Cuadro correspondiente a los ensayeali@aar en el producto acabado,

junto con los métodos de analisis y especificacaoerespondientes.

7.2. METODOLOGIA

En este apartado sOlo se detallan los ensayos rpaliaar el control de producto

acabado.

7.2.1. Caracteristicas organolépticas: aspecto

En este apartado se comprueba que se trata deluraiggucido con ausencia de
particulas solidas. Ademas en observacién viseatosmprueba que el gel presenta las

siguientes caracteristicas:

- Ausencia de burbujas o aire en su interior.

- Ausencia de cuerpos extrafios.

7.2.2. pH

Para la realizacion de este ensayo se sigue um@isgcion y unos procedimientos
internos propios, debido a que ni la Real Farmaedpspanola, ni la Farmacopea
Europea 72 edicion no indica nada al respectajuall ique ocurre con la farmacopea

americana (USP 36) y con la farmacopea britani€ad@&L4).

356




Para realizar este ensayo se utiliza un pH-metavigmente calibrado segun la
Farmacopea Europea 72 edicidon [2.2.3.] directamsoibee el preparado farmaceutico
en un vaso de precipitados. Poner cantidad sufecien un vaso de precipitados para

cubrir el electrodo. El pH obtenido debe encon&ranrstre 5.0 y 6.0.

7.2.3. ldentificacion del principio activo y produd¢os de degradacion

La identificacion del acetato de hidrocortisona ys sproductos de degradacion
(hidrocortisona, cortisona, prednisolona acetatcogtisona acetato), se lleva a cabo
mediante la comparacion del tiempo de retencionpied correspondiente a estas
sustancias en la muestra problema respecto al diatepretenciéon obtenido con las
muestras patron (sustancias de referencia), utdza@omo técnica de identificacion la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLCijjastda también para la valoracion de
los comprimidos de acetato de hidrocortisona y spielescribe en el capitulo 5. La
identificacién del acetato de hidrocortisona sdizaapor los tiempos de retencién

obtenidos tanto con las muestras patron como mleestras problema, tiempos de
retencion que han de ser equivalentes para que sénto positiva la identificacion del

principio activo y sus productos de degradacion.

7.2.4. Valoracion del principio activo

La valoracion del principio activo se realizara pdPLC, segun criterio de la

Farmacopea Europea 72 edicion [2.2.29.].

El método de valoracién se llevara a cabo mediamt®étodo nuevo y original puesta a
punto especificamente para este producto y suamsiss$ relacionadas, siguiendo las

pautas descritas en el capitulo 6.

Para ello, se pesa aproximadamente la cantidad dgdel producto acabado. Dicha
cantidad se transfiere a un matraz de 100 ml ysselde mediante sonicacion durante
15 minutos en unos 80 ml de fase mavil para mugstacontinuacion agitacion

magnética durante 45 minutos. Se enrasa con masn@agal. Se toma un proporcion de
la solucion preparada y se filtra por filtros denmbeana de PVDF de 0.45 um. La

solucion filtrada se transfiere a un vial para HPL@ada una de las soluciones
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preparadas se inyecta por duplicado en el cronmetbgy se registran los

correspondientes graficos.

La concentracion tedrica final de los siguientemponentes a analizar es de 180 pg/ml
de propilparahidroxibenzoico, 20 pg/ml de metilpéteoxibenzoico y 10 pg/ml de
BHA.

De esta soluciéon, se toman 2 ml y se diluyen haBtanl con mas fase movil para
muestras. Se toma un proporcién de la solucionapagla y se filtra por filtros de
membrana de PVDF de 0.45 yum. La solucion filtraal&ransfiere a un vial para HPLC.
Cada una de las soluciones preparadas se inyecthuplicado en el cromatégrafo. La

concentracion teodrica final de acetato de hidragama en esta solucion es de 220

pg/mi.

7.2.5. Valoracion de los productos de degradacion

Para la realizacién de este ensayo se utiliza $anaitécnica de cromatografia liquida
de alta resolucion descrita en el apartado 7.2a4slyvez descrita en el capitulo 6.

7.2.6. Valoracion del metilparahidroxibenzoico

Para la realizacion de este ensayo se utiliza $anenitécnica de cromatografia liquida

de alta resolucion descrita en el apartado 7.2adslyyvez descrita en el capitulo 6.

7.2.7. Valoracion del propilparahidroxibenzoico

Para la realizacién de este ensayo se utiliza $anaitécnica de cromatografia liquida
de alta resolucion descrita en el apartado 7.2a4slyvez descrita en el capitulo 6.

7.2.8. Valoracion del butilhidroxianisol

Para la realizacion de este ensayo se utiliza $anaitécnica de cromatografia liquida

de alta resolucion descrita en el apartado 7.2a4slyyvez descrita en el capitulo 6.
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7.2.9. Control microbiolégico

Se sigue la Farmacopea Europea 72 Edicién [2.6.ERJroducto acabado debera de
cumplir los siguientes requisitos:

-Recuento de microorganismos aerobios viablesemitall§ ufc/g

-Bacterias <1fufc/g

-Hongos filamentosos y levaduras £i€c/g

-Enterobacterias (y otras bacterias gran-negatieasencia / g

-Pseudmonoas aeruginasausencia/ g

-Staphylococcus aureuausencia / g

7.2.10. Determinacion de la viscosidad

La determinacién de la viscosidad se realiza comisoosimetro método Brookfield. El
Spindle utilizado es el n°6 y la velocidad es p0m.

El procedimiento para realizar el ensayo es elisme: se vierte en un vaso de
precipitados de 75 ml de capacidad el contenidoedebhse. Se comprueba que la
temperatura del gel sea de 20 £ 1 °C. Se sumei@guja del viscosimetro dentro de la
muestra y se pone en marcha el aparato a las osmods indicadas durante un minuto.
Transcurrido el minuto se lee el valor de la esclhaviscosimetro. Las cuadros de
conversién del equipo dan un factor que multiplicadr el valor que marca el aparato
da como resultado el valor de la viscosidad en cps.

Viscosidad = valor viscosimetro x factor = viscesidcps)

7.2.11. Determinacion de la extensibilidad

Se utiliza el extensémetro disefiado por el Dr. Adfw del Pozo Ojeda y el Dr. Josep

Maria Sufie Arbussa.

Se utiliza la cantidad suficiente de gel para emrad cilindro del extensémetro
utilizado (capacidad aproximada 1 ¥mEl cilindro tiene dos posiciones. Cuando se

introduce la muestra el cilindro se mantiene goolsicion minima. Una vez introducida
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la muestra, se protege con la tapa de plastico, darpone encima un peso de 100 g y
se gira la base hasta que el cilindro sube a l&cipasmaxima manteniéndose asi
durante el tiempo de un minuto. Transcurrido est@mpgo, se mide el didmetro de la
circunferencia descrita por la muestra mediantpieme rey.

Sabiendo el diametro se calcula el radio y el @eda circunferencia con la formula

siguiente:
Area circunferencia = x
7.3. RESULTADOS EXPERIMENTALES

Los resultados obtenidos en el primero lote piklaborado se presentan en el cuadro
7.2

ENSAYO  |FSPRCIFICACIONES  [RESULTADOS |

Caracteristicas  organolépticas:

Gel opaco blanco Cumple
Aspecto
pH 5.0-6.0 5,25

_ _ > 9000 cps dependiendo de la

Viscosidad 11933 cps

temperatura
Extensibilidad > 900 mMm 1688,2 mm
Identificacion principio activo yTiempo de retencion similar

y . . Cumple

productos degradacion sustancia referencia.
Valoracién principio activo 95,0 — 105,0% 99,1%
Valoracion de los productos
degradacion
Hidrocortisona .............. < 1% < Limite de deteccién
Cortisona ................c..... <1% < Limite de deteccion
Cortisona-21- acetato ...... <1% < Limite de deteccion
Acetato prednisolona ...... <1% < Limite de deteccion
PDD individuales .......... <1% < Limite de deteccién
PDD totales .................. < 20 < Limite de deteccion
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Valoracion de

_ _ _ _ 90,0 — 110,0% 98,6%
metilparahidroxibenzoico
Valoracion de

: . . , 90,0 -110,0% 93,9%
propilparahidroxibenzoico
Valoracion del butilhidroxianisalgg 0 — 110,0% 91,3%

-Recuento de microorganismos

aerobios viables totales: <10 |Cumple

ufc/g
-Bacterias <18ufc/g Cumple
-Hongos filamentosos y Cumple

levaduras <1tufc/g
Control microbiologico -Enterobacterias (y otras Cumple
bacterias gran-negativas):
ausencia/g

-Pseudmonoas aeruginasa Cumple
ausencia/g
-Staphylococcus aureuausencia Cumple
/g

Cuadro 7.2.: Resultados obtenidos en el primerdibd¢o elaborado

Los resultados obtenidos en el segundo lote pétaborado se presentan en el cuadro
7.3.:

ENSAYO  [FSPECIFICACIONES |RESULTADOS |

Caracteristicas

o Gel opaco blanco Cumple

organolépticas: Aspecto
pH 50-7.0 5,20

_ _ > 9000 cps dependiendo de
Viscosidad 11467 cps

la temperatura
Extensibilidad > 900 mMm 1869,3 mm
Identificacion principio activoTiempo de retencion
y o . Cumple

y productos degradaciéon | similar sustancia referencia.
Valoracién principio activo 95,0 — 105,0% 102,9%
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Valoracion de los productc

degradacion

DS

Hidrocortisona .............. <1% < Limite de deteccién
Cortisona ..................... <1% < Limite de deteccion
Cortisona-21- acetato ...... <1% < Limite de deteccion
Acetato prednisolona ...... <1% < Limite de deteccion
PDD individuales .......... < 1% < Limite de deteccion
PDD totales .................. |< 204 < Limite de deteccion
Valoracion de
metilparahidroxibenzoico 90,0~ 110,0% 28,0%
Valoracion de
propilparahidroxibenzoico 90,0 -110,0% 103,6%
Valoracion de
butilhidroxianisol 90,0 - 110,0% 94,0%

-Recuento de

microorganismos aerobios Cumple

viables totales: <Hufc/g

-Bacterias <1tufc/g Cumple

-Hongos filamentosos y | Cumple

levaduras <1bufc/g
Control microbioldgico -Enterobacterias (y otras | Cumple

bacterias gran-negativas):

ausencia/g

-Pseudmonoas aeruginasaCumple

ausencia/g

-Staphylococcus aureus | Cumple

ausencia/g

Cuadro 7.3.: Resultados obtenidos en el segund@ilatto elaborado
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CAPITULO 8: ESTUDIO DE ESTABILIDAD DEL PRODUCTO
ACABADO

8.1. INTRODUCCION

Segun las normas de correcta fabricacion (68), ekned la estabilidad de un

medicamento como la cualidad de mantener en eptidas caracteristicas originales.

Su prediccion se realiza mediante técnicas y essaggoeriodos cortos, que permiten
por extrapolacion saber su estado al cabo de womptiemayor. Esto se refiere a la

duracién de vida del principio activo, la que detima su fecha de caducidad.

Todo estudio de estabilidad, tiene como propoditterer datos sobre la calidad del
producto a lo largo del tiempo y, de esta maneoalep establecer una fecha de

caducidad y unas condiciones de almacenamientardelicto si fuera necesario (69).

Durante el estudio de estabilidad se extrae infordmarelacionada bien con los
posibles productos de degradacion (toxicos o ro)asl posibles interacciones entre el
producto y el contenedor, etc. Para los registeobbsl medicamentos, estos estudios se
llevan a cabo para demostrar que el medicamentosqupresenta a registro es lo
suficientemente estable, que mantiene la calidadustla y que se mantendra seguro y

eficaz durante el tiempo de caducidad solicitadogpéabricante.

Un estudio de estabilidad implica realizar o fatrigha serie de lotes de medicamento a
estudiar, someter estos lotes a una serie de c¢one$ ambientales en cuanto a
temperatura y humedad se refiere, condiciones g@scgeran segun la zona climatica
donde vaya a ser comercializado dicho medicamenttanybién de las propias
caracteristicas del producto. Por otro lado, pardicuar con el estudio de estabilidad
se han de establecer parametros que se puedefegtdas por el tiempo y que a la
larga pueden afectar tanto a la calidad como adarglad y eficacia del medicamento.
A partir de aqui se redactaran unos protocolos ardel se definiran los diferentes
ensayos a realizar para determinar los paramestablecidos como criticos. La
frecuencia en que se realicen los ensayos depeddetipo de estudio que se trate.
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Segun la recomendacion ICH Q1A (69), se puedemahald tres tipos diferentes de

estudio. Define un estudio a largo plazo en el tadtecuencia de andlisis debe ser
suficiente para establecer la estabilidad finalpteducto acabado. Para productos en
los cuales se espera una vida media de al meno®4@s 0 mas, la ICH recomiendan
realizar ensayos cada 3 meses, en el primer agstdkilidad, cada 6 meses durante el
segundo afio de estabilidad y a partir de este degdfio, los analisis se realizan cada
afio hasta alcanzar el tiempo de vida medio propuesta aquel producto o

medicamento.

Define también un estudio a corto plazo en quesemienda como minimo el analisis
de los lotes en estudio cada 3 meses hasta elestae estudio, incluyendo el tiempo
inicial y final; sin embargo un aumento en el numneée analisis durante los primeros
tres meses del estudio resulta importante comaddi obtener una mayor informacion
sobre los posibles cambios que se pudieran gememrrproducto acabado fabricado.

Por ultimo, existe un estudio llamado de plazormexlio que consisten en realizar
analisis cada 3 meses hasta el primer afio de estmlias condiciones de estabilidad

acelerada.

Estos tres estudios no solo se basan en la raalizde los ensayos a cada uno de los
tiempos mencionados anteriormente, sino que tandstm basados en las condiciones
de almacenamiento en cuanto a temperatura y hunsedesfiere. En el cuadro 8.1. se
recoge un resumen de las condiciones y tiemposfne@sentes a realizar en cada uno
de los estudios, considerando la zona climaticgliina templado), dado que es de

aplicacion para la mayor parte de la Union Europea.
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CONDICION DE TIEMPO MINIMO

ESTUDIO
ALMACENAMIENTO DE ENSAYO

LARGO PLAZO 25°C £ 2 °C/60% HR £ 5% HR 12 meses
(Long term)
PLAZO INTERMEDIO 30°C + 2 °C/65% HR + 5% HR 6 meses
(Intermediate term)
ACELERADAS 40 °C £ 2 °C/75% HR £ 5% HR 6 meses
(Accelerated)

Cuadro 8.1.: Resumen de los tipos de estudio, cadmdde almacenamiento y tiempo

minimo de ensayo para realizar el estudio de distathisegun la zona climatica .

En cuanto al estudio intermedio que se realizassf@ologara hasta 12 meses, como se
ha comentado anteriormente, si durante el estwadiizado a corto plazo en los seis
meses de estudio se produjera algun cambio sigtivficen los lotes estudiados (69).
Por norma general un cambio significativo en eblpado acabado abarca los siguientes

aspectos:

1. Una disminucion del 5% en el ensayo de riquezaertspal valor obtenido al
inicio del estudio.

2. Algun producto de degradacion excede el limitebdstado al inicio del estudio.

3. Fallo respeto a los criterios iniciales establesidm cuanto al aspecto del
producto acabado, fallo en las caracteristicasafisly galénicas (viscosidad,
etc).

4. No cumplimiento de las especificaciones en cuahtnsayo de disolucion se
refiere (este apartado no aplica en el caso delugto a desarrollar en forma de

enema en la presente tesis).

En cuanto a los lotes necesarios para realizastetli® de estabilidad y presentarlo a
registro como minimo han de ser tres, fabricadosocminimo a escala piloto, y para
cuya fabricaciébn se hayan utilizado los mismos dh@toy procedimientos que se
apliquen al fabricar lotes a escala industrialdesr, aquellos lotes que seran liberados
al mercado. Se ha de tener en cuenta que la materia utilizada para la fabricacion
de estos lotes piloto ha de ser la misma que liaada en los ensayos clinicos y la que
se utilizara en la fabricacion de lotes industdalor otro lado, también es importante
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tener en cuenta que se deberan realizar los estadargo plazo con los tres primeros
lotes fabricados a escala industrial, resultadas suhabran de presentar o aportar al

registro de dicho medicamento.

De esta forma, se conoce la estabilidad de la fiaean del enema de Hidrocortisona

al 1% desarrollado.

A pesar de que se han elaborado lotes a escalstiiiaiule las formulaciones en crema
y en gel segun esta descrito en el capitulo 5stém se escoge la formulacion en gel
para realizar los estudios de estabilidad puest @gila que proporciona mejores
resultados en el estudio de estabilidad prelimsegiin descrito en el apartado 4.4. asi

como un menor grado de dificultad en el procesodiégico de su elaboracion.

8.2. DISENO DEL ESTUDIO

Se disefia un estudio de estabilidad a largo pEBkB)(en tres condiciones diferentes de

humedad y temperatura relativa durante un peried@sdmeses.

El principio activo utilizado en dicho estudio éseetato de hidrocortisona dado que es

el méas estable segun demostrado en el apartaddedla presnete tesis.

Se estudian dos lotes fabricados de la formulaeidmel (Lote 1 y Lote 2) a escala
industrial (ver capitulo 5) segun la formula numaren base gel descrita en el cuadro
4.30. y con el proceso de fabricacion descritoaefigura 4.4., ambos del capitulo 4.
Ambos lotes se acondicionan en su envase definitellas de plastico LDPE opaco

con canula transparente.

Los preparados se disponen en tres camaras clanattada una de ellas en las

siguientes condiciones de temperatura y humedatival

e Camara de estabilidad A: 25 °C £+ 2°C y 60% * 5% kldawl relativa
» Camara de estabilidad B: 40 °C £ 2°C y 75% * 5% élled relativa
e Céamara de estabilidad C: 30 °C + 2°C y 65% * 5% étlad relativa
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Los parametros de humedad y temperatura de lagassea controlaran durante todo el

periodo del estudio, obteniéndose un registro pelmke dichos pardmetros.

En cada camara climatica se introduce una cansidciente de unidades de cada lote
para cubrir cada uno de los tiempos a evaluacasd realizar los ensayos previsto a

cada tiempo.

Los tiempos en los que se realizan los ensayoblesidos para determinar la validez

de los preparados se detalle en el cuadro 8.2.

e CONDICION CLIMATICA
Camara A Céamara B Camara C
Inicial SI

3 meses SI Si Sl

6 meses SI Si Sl

9 meses SI NO Si
12 meses Si NO Si

18 meses Sl NO S|

24 meses Si NO Sl

36 meses SI NO Sl

Cuadro 8.2.: Cuadro resumen de los tiempos desa@lara el estudio de estabilidad

preliminar a largo plazo
En caso de que los resultados de los preparadakyena de las condiciones sean no
conformes, se suspendera el estudio de estabifidesh condicion y se estudiara la

estabilidad en la condicidn siguiente inferior meagresiva.

8.3. MATERIAL Y METODOS

8.3.1. Material

Para la realizacion de los estudios de estabik#afhbrican dos lotes a escala piloto de

20 kg cada uno de ellos. En concreto se fabriclatel1 y el lote 2 los cuales se
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acondicionan en envase de plastico transparentec&onla y en envase de plastico
opaco para comenzar el estudio de estabilidad.
La fecha de fabricacion es el 11/05/2006.

8.3.2. Métodos

El estudio de estabilidad se realiza en base aetarminacion de los siguientes
parametros, considerados como criticos, cuyos emsag realizaran en todos los

tiempos establecidos y comentados anteriormente:

Aspecto del gel y del material de acondicionamiento
Determinacion de la viscosidad

Determinacién del pH del gel

Determinacién de la extensibilidad

Valoracién del contenido de principio activo (atetde hidrocortisona)

o gk~ w DN R

Valoracion del contenido de conservantes y  antendes

(metilhidroxibenzoico, propilhidroxibenzoico y biliidroxianisol).

N

Valoracién del contenido de productos de degradacio

8. Control microbioldgico

Los métodos de cada uno de los ensayos se haintalescel capitulo 7 correspondiente

al control de producto acabado, por lo que enagiéulo no se describen.

8.4. ESPECIFICACIONES

Para cada uno de los ensayos a realizar se despeeifecacion, especificacion que se
habra de cumplir a lo largo de todo el estudio stabdlidad y que por tanto sera el
marcador de la calidad o no calidad del productamte todo el periodo en que dura

dicho estudio.

En el siguiente cuadro se resumen los ensayos laaregunto con los métodos

utilizados y las especificaciones establecidas lbarar a cabo este estudio.
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ENSAYO  [METODODEANALISIS [ESPECIFICACIONES |

Caracteristicas

organolépticas: Aspecto

Método organoléptico

Gel opaco blanco

pH

Procedimiento interno

5.0-6.0

Viscosidad

Procedimiento interno

> 9000 cps dependiendo de la

temperatura

Extensibilidad

Procedimiento interno

> 900 Mm

Identificacion principio activg

y productos degradacion

DHPLC (método propio, ver
capitulo 6)

Tiempo de retencion similar

sustancia referencia.

Valoracion principio activo

HPLC (método propio, ver
capitulo 6)

95,0 — 105,0%

Valoracién de los producte

degradacion

DS

butilhidroxianisol

HPLC (método propio, ver

capitulo 6)

Hidrocortisona .............. <1%
Cortisona ............ccc.eeee. HPLC (método propio, ver < 1%
Cortisona-21- acetato ...... capitulo 6) <1%
Acetato prednisolona ...... <1%
PDD individuales .......... < 1%
PDD totales .................. < 204
Valoracién de|]HPLC (método propio, ver

_ . . _ . 90,0 — 110,0%
metilparahidroxibenzoico |capitulo 6)
Valoracion de HPLC (método propio, vel

. . . . . 90,0 - 110,0%
propilparahidroxibenzoico |capitulo 6)
Valoracion de

90,0 - 110,0%
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Control microbioldgico

-Recuento de microorganismos
aerobios viables totales: <10
ufc/g

-Bacterias <1fufc/g

-Hongos filamentosos y
levaduras <1tufc/g
-Enterobacterias (y otras
bacterias gran-negativas):
ausencia/g

-Pseudmonoas aeruginasa
ausencia/g

-Staphylococcus aureuausencig

g

Cuadro 8.3.: Resumen de los métodos y especificasiestablecidos para el estudio de

estabilidad.

8.5. EVALUACION DE LOS METODOS DE ESTUDIO

8.5.1. Aspecto

Los resultados obtenidos en el estudio, permitesemiar las posibles variaciones

habidas en el transcurso del almacenamiento, oeflej la existencia de posibles

alteraciones fisicas, quimicas y/o galénicas dedywto.

8.5.2. Control del pH del gel

Los resultados obtenidos de la determinacion deldpHgel permitirdn observar las

posibles variaciones habidas en el transcurso tehcanamiento, reflejo de la

existencia de posibles alteraciones fisicas, qaisnyéo galénicas del producto.
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8.5.3. Control de la viscosidad del gel

Los resultados obtenidos de la determinacion destosidad del gel permiten conocer
las buenas caracteristicas reoldgicas del mismauey @stas no varien durante el

transcurso del almacenamiento en las condicionec#ias.

8.5.4. Control de la extensibilidad del gel

Los resultados obtenidos de la determinacién dextansibilidad del gel permiten
conocer las buenas caracteristicas reoldgicas idelary que éstas no varien durante el
transcurso del almacenamiento en las condicioneEH#ias.

8.5.5. Valoracion del principio activo v productosie degradacion

Los resultados obtenidos junto con el resto dectenigticas analizadas, deberan
permitir evaluar la idoneidad del principio actign la formulacion en las condiciones
del ensayo, asi como la posible disminucion sigaiiva de su riqueza a lo largo del

tiempo de almacenamiento y la aparicién de posjireductos de degradacion.

8.5.6. Control microbiolégico

Los resultados obtenidos demostraran la calidadotnimogica del producto y del
proceso de fabricacion.

8.6. RESULTADOS EXPERIMENTALES

A continuacion se presentan los resultados obtenjukra cada uno de los lotes
estudiados, tiempos estudiados y diferentes termypasa Estos resultados se resumen

en los cuadros que a continuacion se adjuntan.
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] ] Tiempos estudiados
DETERMINACION |ESPECIFICACION
T=0 3m 6m 9m 12m| 18m| 24nm 36m
ASPECTO Gel blanco opaco Cumpumplg CumplgCumplg Cumplg CumplgCumplg Cumple
> 9000 cps dependiendq 11933 | 9766 | 10800| 10000| 12933 11300| 11400| 10647
VISCOSIDAD
de la temperatura cps cps cps cps cps cps cps cps
pH 5-6 5,25 516 5,17 5,24 5,58 51 5,27 5,81
EXTENSIBILIDAD |>900 mn? 1668,2| 947,1| 1084,9 1085 | 1141,0p1128,1f 984 | 938,29
Ac.hidrocortisona 99,1 | 101,3 100,3 1031 952 1013 1003 10p,1
VALORACION Nipagin 95.0- 98,6 97,7| 98,4 96,4 924 92|13 740 100,6
(HPLC) Nipasol 105,0% 939 89,9 855 8213 668 84,0
BHA 91,3 94,2| 98,0 74,6 56,1 48,6 27/8 <Lp
hidrocortisona | <1% | <LD | 0,45 0,5 0,26| 0,37] <LO 0,1¢ 0,17
cortisona <1% | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD| <LD| <LD
Egggxg;g%,\l Acet.prednisolona< 1% | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
(HPLC) Acet.cortisona | <1% | <LD | <LD | 0,22 | <LD| 0,21| <LD| <LD| <LD
PDD individuales <1% | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD| <LD
Totales <5%| <LD | 045 | 0,72| 0,26/ 0,58 <LD 0,16 0,17
aerobios (bacterias,hong
y levaduras) Correctg - - - - - - |Correctd
107 ufc/g
CONTROL Eﬂézr;)cbi;\/céenas: Correctg ] ] ] ] ] ] Correctd
MICROBIOLOGICO Staphylococcus aureus: |Correctd Correctd
ausencia/g - - - - - -
Pseudomonas aeruginogCorrectd Correctd
ausencia/g - - - - - -

Valor erratico, no se considera

Cuadro 8.4.: Cuadro correspondiente al estudicstib#idad para el primer lote (Lote

1) de la formulacion en gel con acetato de hiditismma a las condiciones climati2s

°C/60% HR acondicionado en enema opaco.
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DETERMINACION [ESPECIFICACION Tiempos estudiados
T=0 3m 6m 9m 12m| 18 m| 24m 36 m
ASPECTO Gel blanco opaco CumpumplgCumplgCumplgCumplgCumplgCumplg Cumple
> 9000 cps dependiendd 11467 | 10200| 11066| 9633 11500 11300| 10533
VISCOSIDAD de la temperatura cps cps cps cps cps cps cps
pH 5-6 5,20 5,20 4,96 5,22 5,4P 52 5,19 5,24
EXTENSIBILIDAD [>900 mnf 1869,3|1038,0, 1095,0{1124,2/ 1167,1)1115,5( 988 | 851,70
Ac.hidrocortisong 1029 | 97,6| 994 1018 989 1026 1025 1052
(HPLC) Nipasol 1050% 1036 1004 1012 925 948 933 759 869
BHA 94,0 90,9 101,11 39,6 56,4 548 14(9 <UD
hidrocortisona <1% | <LD 0,37 0,55 0,22 0,44 <LO 0,17 0,17
cortisona <1% | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
PRODUCTOS Acet.prednisolona< 1% | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
DEGRADACION
(HPLC) Acet.cortisona | <1% | <LD [ <LD | 0,24 | <LD| 0,21 <LD| 0,13 0,12
PDD individuales <1% | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Totales <5% | <LD 0,37 0,79 0,22 0,65 <LO 0,3( 0,29
aerobios (bacterias,hong
y levaduras) - - - - - -
10 ufelg Correctg Correctg
CONTROL Eﬂézﬁ)cbi;\/ctenas: Correctg ) ) ) ) i Correctg
MICROBIOLOGICO 9 _
Staphylococcus aureus:
. Correctg Correctg
ausencia/g - - - - - -
Pseudqmonas aeruginoy ~ o Correcd
ausencia/g - - - - - -

Valor erratico, no se considera

Cuadro 8.5.: Cuadro correspondiente al estudictidbiidad para el segundo lote (Lote

2) de la formulacién en gel con acetato de hiditisama a las condiciones climatiZs

°C/60% HR acondicionado en enema opaco.
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DETERMINACION

Tiempos estudiados

ESPECIFICACION

T=0 3° mes 6°mes
ASPECTO Gel blanco opaco Cumple Cumple Cumple
> 9000 cps dependiendo de &
VISCOSIDAD 11933 cps 10833 cps 10266 cps
temperatura
pH 5-6 5,25 512 541
EXTENSIBILIDAD  [>900 mnf 1668,2 mm | 1094,8 mrA | 1050,0 mrhA
Ac.hidrocortisona| 99,1 97,8 98,5
4 Nipagin 98,6 86,9 87,3
AL ORACION 95,0-105,09
(HPLC) Nipasol 93,9 82,6 68,7
BHA 91,3 12,05 <LD
Hidrocortisona <1% <LD 0,34 0,33
Cortisona <1% <LD <LD <LD
PRODUCTOS - ) o
DEGRADACION Acet.prednisolona < 1% <LD <LD <LD
(HPLC) Acet.cortisona < 1% <LD <LD 0,10
PDD individuales <1% <LD <LD <LD
Totales <5% <LD 0,34 0,43
aerobios (bacterias,hongos y
levaduras) | A .| -
10 ufclg Correcto Correcto
CONTROL ES;(;rr?Ct;chtenas: Correcto | Correcto
MICROBIOLOGICO 9 :
Staphylococcus aureus: | o~ | -
. Correcto Correcto
ausencial/g
Pseudqmonas aeruginosa: Correcto | T Correcto
ausencial/g

Valor erratico, no se considera

Cuadro 8.6.: Cuadro correspondiente al estudicstib#idad para el primer lote (Lote

1) de la formulacién en gel con acetato de hiditisamma a las condiciones climatict3

°C/75% HR acondicionado en enema opaco.
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DETERMINACION

Tiempos estudiados

ESPECIFICACION

| T=0 3 mes 6mes
ASPECTO Gel blanco opaco Cumple Cumpl Cump
VISCOSIDAD > 9000 cps dependiendode la 11,67 s | 11000 cpd 9433 cp
temperatura
pH 5-6 5,20 5,11 5,31
EXTENSIBILIDAD  |>900 mnf 1869,3mm | 1038 mmM | 946 mm
Ac.hidrocortisona 102,9 100,3 93,6
VALORACION Nipagin 95,0- 98,0 98,6 84.8
(HPLC) _ 105,0%
Nipasol 103,6 97,0 78,1
BHA 94,0 34,9 40,9
hidrocortisona <1% <LD 0,55 0,37
cortisona <1% <LD <LD <LD
PRODUCTOS Acet.prednisolona | < 1% <LD <LD <LD
DEGRADACION Acet.cortisona <1% <LD <LD 0,15
(HPLC) PDD individuals < 1% <LD <LD <LD
Totales < 5% <LD 0,55 0,52
aerobios (bacterias,hongos y
levaduras) 10 Correcto | Correcto
ufc/g
CONTROL ES;irr?Ct;:jctenas: Correcto | Correcto
MICROBIOLOGICO J :
Staphylococcus aureus: | o~ | -
: Correcto Correcto
ausencia/g
Pseudo_monas aeruginosa: Comecto | T Correcto
ausencial/g

Valor erratico, no se considera

Cuadro 8.7.: Cuadro correspondiente al estudicstibiidad para el segundo lote (Lote

2) de la formulacién en gel con acetato de hiditismma a las condiciones climatict3

°C/75% HR acondicionado en enema opaco.
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DETERMINACION

Tiempos de estudio

ESPECIFICACION

T=0 3m 6m 9m 12m| 18 m| 24m 36 m
ASPECTO Gel blanco opaco CumpumplgCumplgCumplgCumplgCumplgCumplg Cumple
> 9000 cps dependiendq 11933 | 10466| 11433| 10933| 10867| 10833| 10833| 11067
VISCOSIDAD
de la temperatura cps cps cps cps cps cps cps cps
pH 5-6 5,25 521 4,94 5,23 5,14 50 5,14 5,13
EXTENSIBILIDAD |>900 mn? 1668,2|1018,3/ 1065,9 1037 |794,33| 993,8| 1214 | 828,74
Ac.hidrocortisong 99,1 | 99,7| 97,8/ 101,9 9838 1034 101,3 1083
VALORAC|ON Nipagin 95,0- 98,6 100,] 91,9 93,2 95,17 87|8 97,1 92,8
(HPLC) Nipasol 105.0% 939 | o052 839 808 703 849 454
BHA 91,3 86,4| 56,9 20,1 323 <LD <LD <L
hidrocortisona | <1% | <LD | 0,43 | 0,24| 0,22| 0,29 0,17 0,1f 0,19
cortisona <1%| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD| <LD| <LD
PRODUCTOS Acet.prednisolona< 1% | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
DEGRADACION
(HPLC) Acet.cortisona | <1% | <LD | <LD | 0,5 | <LD| 0,20 <LD| <LD| <LD
PDD individualeg <1% | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Totales <5% | <LD | 0,43 | 0,39 0,22/ 045 0,17 0,1f 0,17
aerobios (bacterias,hong
y levaduras) - - - - - -
100 ufclg Correctd Correctd
CONTROL ES;Z?C?:/Cte”aS: Correctg i ) i ) _ |Correctg
MICROBIOLOGICO J :
Staphylococcus aureus:
. Correctd Correctd
ausencia/g - - - - - -
Pseudqmonas aeruginog .o Correctd
ausencia/g - - - - - -

Valor erratico, no se considera

Cuadro 8.8.: Cuadro correspondiente al estudicstib#idad para el primer lote (Lote

1) de la formulacion en gel con acetato de hiditigmma a las condiciones climatic2®

°C/65% HR acondicionado en enema opaco.

376



) ) Tiempos de estudio
DETERMINACION |ESPECIFICACION
T=0 3m 6m 9m 12m 18m| 24m 36m
ASPECTO Gel blanco opaco Cumptaumple| Cumplel Cumple| Cumplel Cumple] Cumple| Cumple
> 9000 cps dependiendp 11467 | 11000 | 10966 | 10800 | 10567 | 9500 | 11233| 11033
VISCOSIDAD
de la temperatura cps cps cps cps cps cps cps cps
pH 5-6 5,20 5,24 4,93 5,23 5,05 4,9 51 5,06
EXTENSIBILIDAD |>900 mn? 1869,3| 1075,7| 1037,0| 1056,1 1185,8| 1385,8| 825,93
Ac.hidrocortisong 102,9 | 100,4| 90,3| 1018 957 1022 1013 108,3
95,0-
VALORACION Nipagin 105.0 98,0 | 100,6/ 89,1 78,6 86,8 83,5 659 91,4
(HPLC) Nipasol % | 1036| 1008 837 818 785 732 583 740
BHA 94,0 79,7 59,7 39,9 28,9 <LO 13,0 <LD
hidrocortisona [<1%| <LD | 0,50 0,25 0,22 0,34 0,14 0,18 0,20
cortisona <1%| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Egggxglg%,\l Acet.prednisoloni< 1%| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
(HPLC) Acet.cortisona |<1%| <LD | <LD 0,16 <LD 0,34 <LD| <LD| <LD
PDD individuales|< 1%| <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD | <LD
Totales <5%| <LD | 0,50 0,41 0,22 0,68 0,14 0,18 0,20
aerobios
(bacterias,hongos y Correctl - - - - - - Correct
levaduras) o o
107 ufclg
Enterobacterias: Correct] i i i i i Correct
CONTROL ausencia/g o] o]
MICROBIOLOGICO
Staphylococcus aureus| Correct| ) ) ) ) ) Correct
ausencia/g 0 o]
Pseudomor.was Correct Correct
aeruginosa: o - - - - - - o
ausencia/g

Valor erratico, no se considera

Cuadro 8.9.: Cuadro correspondiente al estudicstibiidad para el segundo lote (Lote

2) de la formulacién en gel con acetato de hidittismma a las condiciones climaticz®

°C/65% HR acondicionado en enema opaco.
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8.7. DISCUSION

8.7.1. Aspecto

Para los dos lotes estudiados (lote 1 y Lote 2pddos tiempos de toma de muestra y
condiciones de estabilidad estudiadas, el aspegt@el es correcto, acorde con las
especificaciones establecidas para el productcadoales decir, gel blanco opaco.

Por lo tanto puede concluirse que el producto reaatias caracteristicas relativas al
aspecto intactas a lo largo del tiempo segun cars ICH en su envase primario

definitivo de botellas de plastico LDPE opaco canuda transparente.

8.7.2. pH del gel

Como se puede apreciar en la Figura 8.1., el \idbpH de los dos lotes elaborados y
almacenado en diferentes condiciones de estahilid®d encuentra dentro de
especificaciones establecidas (5-6), excepto pacardicion 30 °C / 65% HR en donde

puntualmente se encuentran valores de pH de abbeded.9.

A pesar de estos valores puntuales de pH por det®j6.0, se considera que el
preparado farmacéutico mantiene sus condicioness@bilidad a nivel de pH puesto
qgue la disminucién del mismo es muy ligera tenieedauenta de que partirnos de un
pH de alrededor 5.2.

5,6
54 / Lote 1 402C/75%HR
T52 U é—é A e Lote 2 402C/75%HR
3 5 \_/ Lote 2 252C/60%HR
(=]
- 0 0
s 48 Lote 1 252C/60%HR
Lote 1 302C/65%HR
4,6
Lote 2 302C/65%HR
4,4

T=0 3m 6m 9m 12m 18m 24m 36m

Figura 8.1.: Valor de pH a lo largo del tiempo de tlos lotes fabricados y almacenados

en diferentes condiciones de humedad y temperatuntaolada.
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8.7.3. Viscosidad del gel

Como se puede apreciar en la Figura 8.2., el w@dola viscosidad de los dos lotes
elaborados y almacenados en diferentes condicamestabilidad, se encuentra dentro
de especificaciones establecidas (> 9000 cps).

A pesar de ello, se aprecia una ligera disminud&ia viscosidad del gel a lo largo del

tiempo y a en todas las condiciones de almacen#oesiablecidas.

Viscosidad

14000
2
£ 13000 /\ Lote 1 40°C/75%HR
he]
§ 12000 \ Lote 2 402C/75%HR
8 Py / e
S LN N Lote 2 252C/60%HR
2 11000 W(\/ R 6
[} [o] 0,
2 10000 N Lote 1 252C/60%HR
2 Lote 1 302C/65%HR
2 9000
S Lote 2 302C/65%HR

8000
T=0 3m 6m 9m 12m 18m 24 m 36m

Figura 8.2.: Valor de la viscosidad a lo largo tietpo de los dos lotes fabricados y
almacenados en diferentes condiciones de humetiadperatura controlada.

8.7.4. Extensibilidad del gel

Como se puede apreciar en la Figura 8.3., el \dddea extensibilidad de los dos lotes
elaborados y almacenados en diferentes condicamestabilidad, se encuentra dentro
de especificaciones establecidas (> 900°nexcepto en el Gltimo punto de estabilidad
establecidos para las condiciones 25 °C/60% HR §C365% HR (36 meses) y en un

punto en concreto para la condicién 30 °C / 65%edRonde se encuentran valores por

debajo de 900 mfmpero muy cercanos al mismo.

Por lo tanto, a pesar de estos valores puntualesxiasibilidad por debajo de 900
mn?, se considera que el preparado farmacéutico nmentsis condiciones de

estabilidad a nivel de extensibilidad.
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Extensibilidad

__2100

T 1900

E 1700 Lote 1 402C/75%HR
-]

13 1500 Lote 2 402C/75%HR
"é 1300 A Lote 2 252C/60%HR
£ 1100 %—ﬁ— Lote 1 252C/60%HR
[J]

8 900 \v — Lote 1 302C/65%HR
[}

'g 700 Lote 2 302C/65%HR
= 500

>

T=0 3m 6m 9m 12m 18 m 24m 36m

Figura 8.3.: Valor de la extensibilidad a lo ladg tiempo de los dos lotes fabricados y
almacenados en diferentes condiciones de humettadperatura controlada.

8.7.5. Estudio de la rigueza / valoracion de acetate hidrocortisona

Como se puede apreciar en la Figura 8.4., el \ddbacetato de hidrocortisona de los
dos lotes elaborados y almacenados en diferentedicdimnes de estabilidad, se

encuentra dentro de especificaciones establecgffé ¢ 105%), excepto en el ultimo

punto de estabilidad establecidos para las condisi@5 °C/60% HR y 30 °C/65% HR

(36 meses), en donde la cantidad de acetato decbitisona supera el 105% y en un
punto en concreto para la condicion 30 °C / 65%eARlonde se encuentra un valor de
alrededor del 90%.

Estos resultados indican que la cantidad de acd&atodrocortisona, no disminuye en
el tiempo, puesto que al final del estudio de dstald, los valores de acetato de
hidrocortisona que se obtienen son superiores a%lEstos datos, a su vez son
confirmados en al apartado 8.7.9., estudio de loslystos de degradacion, al no

obtener productos de degradacion del acetato dedoidisona a lo largo del tiempo.

Por lo tanto, es correcto indicar que las variagsoen la cantidad de acetato de
hidrocortisona a lo largo del tiempo, son reflej@ das logicas variaciones
interindividuales dentro de un mismo lote, pudiGal@onsiderar que los resultados
obtenidos son satisfactorios.
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Valoracion acetato de hidrocortisona

110

X

2 105 Lote 1 402C/75%HR

[}

° Lote 2 40°C/75%HR

2 100

® Lote 2 252C/60%HR

[}

2 9% Lote 1 252C/60%HR

Ne)

§ 90 Lote 1 302C/65%HR

o

S Lote 2 302C/65%HR
85

T=0 3m 6m 9m 12m 18m 24m 36m

Figura 8.4.: Valor del acetato de hidrocortisona éargo del tiempo de los dos lotes

fabricados y almacenados en diferentes condiciabeshumedad y temperatura
controlada.

8.7.6. Estudio de la valoracion de metilhidroxibermaico (Nipagin)

Como se puede apreciar en la Figura 8.5., el wianetilhidroxibenzoico (Nipagin) de
los dos lotes elaborados y almacenados en la géndie almacenamiento 25 °C/60%
HR, se encuentra dentro de las especificacionablesidas (90% — 110%) excepto en

el punto de estabilidad de 24 meses, en dondeodeg® una bajada significativa.

Para la condicion de almacenamiento 30 °C/65% HEyte 1 se encuentra casi todo el
estudio de estabilidad dentro de especificacioeesepto para el punto de estabilidad a
18 meses en donde se encuentra por debajo del @@&ue muy cercano a éste),
mientras que el Lote 2 se encuentra a partir de6losieses ya por debajo de
especificaciones (<90%) excepto en el Ultimo pulg@stabilidad (36 meses) en donde

recupera valores por encima del 90%.

Para la condicion de almacenamiento 40 °C/75% HRote 1 se encuentra fuera de
especificacion (<90%) a partir de los 3 meses thbiislad, mientras que el Lote 2 se

encuentra fuera de especificacion (<90%) a paetilos 6 meses de estabilidad (Gltimo

punto de muestreo).
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Que la cantidad de conservante disminuya a lo ldejdiempo, es un hecho aceptable
puesto que indica que la accion antimicrobiana rdeimo va teniendo su efecto,
eliminando cualquier tipo de contaminacién micrédijica (como se puede observar en
el apartado 8.7.10. en donde la calidad microbio&glel preparado a lo largo del

tiempo es correcta).

Sin embargo, se puede observar que en algunosikitde un aumento inesperado de la

cantidad de conservante, sobre todo al final dabesde estabilidad.

Esto puede ser debido a que en algunas muestraani@aad de conservante no ha
tenido que ser utilizada para eliminar la cargarohioldgica.

Por lo tanto, a pesar de los valores de Nipagindetmajo de las especificaciones de
producto a lo largo del tiempo, se considera queegarado farmacéutico mantiene sus
condiciones de estabilidad puesto que no se obsentaminacion microbioldgica a lo

largo del tiempo.

Valoracion de Nipagin

105

100 — ,
c
€ o5 % Lote 1 40°C/75%HR
©
£ 90 - Lote 2 40°C/75%HR
@ g5
S Lote 2 252C/60%HR
S 80 \
S \\// Lote 1 252C/60%HR
— v
2 70 \V; Lote 1 30°C/65%HR
>
65 Lote 2 302C/65%HR
60

T=0 3m 6m 9m 12m 18m 24m 36m

Figura 8.5.: Valor de metilhidroxibenzoico (Nipapi lo largo del tiempo de los dos
lotes fabricados y almacenados en diferentes cmmdis de humedad y temperatura
controlada.
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8.7.7. Estudio de la valoracion de propilhidroxibemoico (Nipasol)

Como se puede apreciar en la Figura 8.6., la falmdas curvas para el valor de
propilhidroxibenzoico (Nipasol) de los dos lotesbalrados y almacenados en la
condicion de almacenamiento 25 °C/60% HR, es musecpa entre ambos,
presentando disminuciones de conservante en gbdieguales entre ambos. De todas
formas, dado que en el lote 1 partimos de un \agggpropilhidroxibenzoico de 93,9%,
el valor de propilhidroxibenzoico por debajo deP®&e presenta a partir de los 9
meses, y dado que en el lote 2 partimos de urr wopropilhidroxibenzoico de
103,6%, el valor de propilhidroxibenzoico por debadgl 90% se presenta a partir de los
24 meses.

Para la condiciéon de almacenamiento 30 °C/65% HRamebos lotes se produce una
disminucién brusca de la cantidad de propilhidreritmico, presentado unos valores
por debajo del 90% ya a partir del sexto mes dabislad, y finalizando con unos

valores 45% y 74% para el Lote 1 y Lote 2 respantente.

Para la condicion de almacenamiento 40 °C/75% HRote 1 se encuentra fuera de
especificacion (<90%) a partir de los 3 meses thbidislad, mientras que el Lote 2 se
encuentra fuera de especificacion (<90%) a paetilos 6 meses de estabilidad (Gltimo
punto de muestreo), a pesar de que de nuevo lafderas curvas en ambos lotes es
muy parecida puesto que se parte de valores iescidle propilhidroxibenzoico
diferentes en ambos lotes.

Que la cantidad de conservante disminuya a lo ldejdiempo, es un hecho aceptable
puesto que indica que la accion antimicrobiana deimo va teniendo su efecto,
eliminando cualquier tipo de contaminacién micrédijica (como se puede observar en
el apartado 8.7.10. en donde la calidad microbio&glel preparado a lo largo del

tiempo es correcta).

Por lo tanto, a pesar de los valores de Nipasoldebajo de las especificaciones de
producto a lo largo del tiempo, se considera queegarado farmacéutico mantiene sus
condiciones de estabilidad puesto que no se obsentaminacion microbiologica a lo

largo del tiempo.

383



Valoracion de Nipasol

110
¥ 100
= Lote 1 40°C/75%HR
2 90
8 Lote 2 40°C/75%HR
Z 80 \
v \ Lote 2 252C/60%HR
2 70 N > A
S Lote 1 252C/60%HR
8 60 WA
5 \ Lote 1 302C/65%HR
S 50
> \ Lote 2 302C/65%HR

40
T=0 3m 6m 9m 12m 18m 24m 36m

Figura 8.6.: Valor de propilhidroxibenzoico (Nip8§sa lo largo del tiempo de los dos
lotes fabricados y almacenados en diferentes cmmgdis de humedad y temperatura
controlada.

8.7.8. Estudio de la valoracion de butilhidroxianiel (BHA)

Como se puede apreciar en la Figura 8.7., el \d@doutilhidroxianisol (BHA) de los
dos lotes elaborados y almacenados en diferentedicoones de almacenamiento,
presenta una disminucidbn muy brusca, obteniéndassres a final del estudio de
estabilidad, segun las diferentes condiciones wstad, por debajo del limite de
deteccion del método.

Que la cantidad de antioxidante disminuya a lodatel tiempo, es un hecho aceptable
puesto que indica que la accidn antioxidante dehmiva teniendo su efecto, como se
puede observar en el apartado 8.7.1. en dondegettasdel preparado a lo largo del
tiempo es correcto, sin presentar ningun tipo derdleamiento, propio de las
oxidaciones de los componentes.

Por lo tanto, a pesar de los valores de BHA porajelde las especificaciones de
producto a lo largo del tiempo, se considera queegarado farmacéutico mantiene sus
condiciones de estabilidad puesto que el aspettimidmo es el correcto a lo largo del

tiempo.
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Valoracion de BHA
120
X 100 Lote 1 40°C/75%HR
<
T 80 \\ Lote 2 402C/75%HR
§ 60 Lote 2 252C/60%HR
© 0 o,
E 40 Lote 1 252C/60%HR
2 Lote 1 302C/65%HR
> 20
\ \/\ Lote 2 302C/65%HR
0
T=0 3m 6m 9m 12m 18m 24m 36m

Figura 8.7.. Valor de butilhidroxianisol (BHA) a largo del tiempo de los dos lotes

fabricados y almacenados en diferentes condiciabeshumedad y temperatura
controlada.

8.7.9. Estudio de los productos de degradacion (l@kbortisona, cortisona, acetato

de prednisolona, acetato de cortisona, productos deéegradacion individuales y
productos de degradacién totales)

Como se puede apreciar en los cuadros 8.4. — IB®.yalores de los diferentes
productos de degradacion del acetato de hidrooogigstudiados, se encuentra muy
por debajo de las especificaciones de cada unthode e

Esto confirma que el principio activo medicamentnssufre degradacion significativa

cuando se encuentra almacenado en las diferenteicimmes de estabilidad segun
ICH.

Por lo tanto, se considera que el preparado famiaoémantiene sus condiciones de
calidad adecuadas en el tiempo y se puede estalgletempo de 36 meses, como el
tiempo de caducidad para dicho preparado.
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8.7.10. Estudio de la calidad microbiologica (aerabs (bacterias, hongos y

levaduras), enterobacterias, Staphylococcus aureysPseudomonas aeruginosa).

Como se puede apreciar en los cuadros 8.4. —e8.8ontrol microbioldgico realizado

se encuentra dentro de las especificaciones degimd

Por lo tanto, se considera que el preparado famiaoémantiene sus condiciones de

calidad microbioldgica adecuada en el tiempo.
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CAPITULO 9: EVALUACION BIBLIOGRAFICA DE LA
TOXICOLOGIA DEL ACETATO DE HIDROCORTISONA EN
APLICACION DE LA DIRECTIVA 2004/27/EC (ARTICULO 102 |,

ANEXO 1)

Con el objetivo de aplicar y cumplir el articulo®1@nexo |, de la Directiva 2004/27/EC
del Parlamento europeo y del Consejo del 31 de dMdez2004 (70), que modifica la
Directiva 2001/83/EC del codigo comunitario sobreoductos medicinales para
dosificacion en humanos (71), se ha elaborado uakacion bibliografica sobre las
propiedas toxicologicas del acetato de hidrocardsy las preparaciones con dicho

componente.

En este sentido, en este capitulo se demuestraebjusomponente Acetato de
hidrocortisona tiene un uso medicinal bien estatdteg/ por lo tanto los tests y
resultados de las pruebas podrian ser sustituidosapliteratura cientifica apropiada
para poder presentar una solicitud de registroa leatablecer esta condicion se ha
revisado la informacion disponible sobre: carasteds generales farmacoldgicas,
tiempo durante el cual la sustancia ha tenido ermedicinal, toxicologia experimental

y reacciones adversas en humano.

9.1.- CARACTERISTICAS GENERALES FARMACOLOGICAS

El acetato de hidrocortisona es un corticoestersiinletico. Su compuesto de origen es
la hidrocortisona y fue el primer principio activt® su clase. La introduccion del
acetato en la posicién 21 del sistema de anillofosleesterodios mejord la actividad

topica cinco veces.

Desde el primer uso de la hidrocortisona en 19#fjuma clase de agentes terapéuticos
ha tenido un mayor impacto en la gestion de lagramddades de la piel que los
corticoesteroides tépicos. Durante las 6 Ultimasadas, numerosas modificaciones en
la molecula original C21 han resultado en agentas iocluso un aumento en la

potencia y riesgo de efectos adversos (72).
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Figura 9.1.: Estructura quimica del acetato dedgigitisona.

El acetato de hidrocortisona es metabolizado rapédde a hidrocortisona, el cual es el
componente activo. Por lo tanto, la mahoria deeliestos adversos del acetato de
hidrocortisona, especialmente efectos sistemic@s tia aplicacion topica, son
provocados por la hidrocortisona por ella misma. harocortisona es un

corticoesteroide que se crea naturalmente, en ewmn@or la corteza adrenal. La
produccion diaria de hidrocortisona en humanos atasnha sido investigada en

numeros estudios y estaba en el intérvalo de I7mag3por persona/dia.

En los seres humanos la hidrocortisona ha demastsad interconvertible con la
cortisona metabolito inactivo manteniendo un eljudi a favor de hidrocortisona. La
cortisona es metabolizada a 20-hidroxycortisone ogtggiomente a cortolones y
tetrahidrocortisona. La principal via metabdlica piita la 3-reduccion a

tetradhidrocortisol. Los principales metabolitos metienen niguna actividad
corticoesteroide. Después de la administracidnawetnosa, la hidrocortisona es
eliminada con un aclaramiento corporal total dd/A&resentando una vida media de

1,7 horas.

Los corticoesteroides se difunden en las células yinen a receptores de esteroides
dentro del citoplasma dando un complejo recepttera@sle. EI complejo receptor
esteroide activado se une a secuencias especifiea®NA para modificar la
transcripcion genética, afectando al final a latesis de los mediadores de la
inflamacion. La dilatacion capilar, el edema ingdutar y la infiltracion en los tejidos es

reducida. La proliferacion capilar se suprime.

El proceso actual para medir la potencia cortieveigte tOpica es la prueba de
vasoconstriccion. Fue introducida en 1962 como wiionde evaluar la absorciéon

percutanea. Se propone que este ensayo tambiénrskaciona con el resultado clinico
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y eficacia y es la base para los actualmente atdeptsiete clases de corticosteroides
topicos (cuadro 9.1.). La hidrocortisona esta fitagla en la categoria de potencia mas
baja. Los efectos adversos sitemicos y localesiseemtran mas frecuentemente y han

llegado a tener mas prevalencia con la introducd®eorticoesteroides topicos de alta

potencia.

1.- Halobetasol propionate: ointment, cream 4.- Flurandrenolide: ointment

Clobetasol propionate: ointment, cream, gel Mometasons furoate: cream

Augmented betamethasone dipropionate: oinfment Triameinalone acetonide: cream

Diflorasone diacetate: ointment Fluocinolone acetonide: ointment

Flurandrenolide tape Hydrocortisone valerate: ointment

2.- Ameinonide; ointment 5.- Flurandrenolide: cream, lotion

Betamethasone dipropionate: ointment Eluticasone dipropionate: cream

Mometasone furoate: ointment Prednicarbate: cream

Fluocinonide: ointment, cream, gel, solution Hydrocortisone butyrate: cream

Halcinonide: ointment, cream Betamethasone dipropionate: lotion

Desoximetasone: ointment, cream Fluocinolone acetonide: cream
Betamethasone valerate: cream

3.- Triamcinalone acefonide: ointment Hydrocortisone valerate: cream

Fluticasone propionate: ointment :

Ameinonide: cream, lotion 6.- Alclometasone dipropionate: ointment, cream

Betamethasone dipropionate: cream Desonide: cream

Diflorasone acetate: cream Betamethasone valerate: lotion

Betamethasone valerate: ointment
7.- Topicals with hydrocortisone, dexamethasone
flumethasone, prednisolone, and methylprednisolo

Cuadro 9.1.: Corticoesteroides topicos disponiblesados en las clases.

9.2.- EXPERIENCIA EN EL USO MEDICINAL DEL ACETATO D E
HIDROCORTISONA.

Los corticoesteroides se han usado extensivameate tqdo el mundo como

antiinflamatorios en aplicaciones topicas y sist&®i La hidrocortisona fue el primero
en aplicarse. El acetato de hidrocortisona fu@dhicido posteriormente con el objetivo
de mejorar las propiedades farmacocinéticas edr@ngstracion tépica. Las primeras
revisones sobre el uso topico de la hidrocortispdal acetato de hidrocortisona en el

tratamiento de diferentes enfermeades de la pielptiblicado en 1955 (73-74)).

El acetato de hidrocortisona esta indicado paralieio de la inflamacion y de las
manifestaciones pruriginosas en las dermatosisidesis corticoesteroides. Las formas
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farmacéuticas para la administracion sistémicaadetato de hidrocortisona incluyen
supositorios rectales, mientras que las inyecciames articulares son usadas para el

alivio temporal bajo ciertas condiciones.

Actualmente hay disponibles comercialmente bastgmeductos que contienen acetato
de hidrocortisona para uso tépico sobre la piel).(1m FDA ha aprobado 23
medicamentos diferentes que contienen acetato dfecortisona (76). En el registro
espafiol hay 20 medicamentos autorizados que centi@retato de hidrocortisona (77).
Las formulaciones para aplicacion topica deben peria liberacion adecuada del
principio activo, siendo no alergenicas, no irrita) cosméticamente aceptables, y lo
mas importante, evitar que el principio activo penetransdermicamente. Las
formulaciones tépicas con corticoesteroides sommabmente administradas en las
siguientes formas farmacéuticas: unguentos, creo@snes, geles, aerosoles en spray,

polvos y espumas (75).

El tipo de vehiculo de administracion o formulaci@e excipientes, puede
marcadamente afectar las propiedades de penetnaaildsorcion del principio activo y
por lo tanto afectar a la potencia y efectividablndismo, asi como los efectos adversos
asociados (78).

Alrededor del 60% de las preparaciones antihenaales topicas contienen
corticoesteroides debido a sus propiedades aatinaflorias, antialérgicas y
antipruriginosas. Algunas de ellas (e.g. Proctofda@ ©, aprobado por la FDA en
1978, Hemorrane Pomada © or Antihemorroidal Cinfaa@torizadas en Espafia en
1957 y 1970 respectivamente) contienen acetatodiedortisona. Las preparaciones
que contienen acetato de hidrocortisona autorizgasla Agencia Espafola del
medicamento se presentan en el cuadro 9.2. (79).

Los corticoesteroides topicos y anestésicos lodelsan usado durante muchos afios
para aliviar los sintomas de las enfermedades etabge como dolor, prurito y
sangrado. Existen muy pocos ensayos clinicos @duiE que comparen diferentes
formulaciones, principalmente porque muchos de segimoductos provienen del
mercado antes de que la evaluacion de dichos ensdiyicos fuera un prerrequisito

para poder registrar un medicamento.
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Authorization
REF. NAME ACTIVE COMPONENT date

ENOXOLONA, TIROTRICINA, LIDOCAINA
HIDROCLORURO, HIDROCORTISONA ACETATO,

37453 ANGINOVAG DECUALINIO CLORURO 02/01/1962
TANICO ACIDO, HIDROCORTISONA ACETATO,

48992 ANTIHEMORROIDAL CINFA NEOMICINA SULFATO, BENZOCAINA 06/01/1970

26230 CORTISON CHEMICETRNA pomada 1% CLORANFENICOL, HIDROCORTISONA ACETATO 070171956

26231 CORTISON CHEMICETINA pomada 2 % CLORANFENICOL, HIDROCORTISONA ACETATO 07/01/1956
HIDROCORTISONA ACETATO, BACITRACINA,

25490 DERMO HUBBER pomada NEOMICINA SULFATO 03/01/1956

21428 DERMOSA HIDROCORTISONA al 1% posmad HIDROCORTISONA ACETATO 06/01/1954
POTASIC CLORATO, BACTTRACINA-ZING,
HIDROCORTISONA ACETATO,

43593 EDIFARINGEN NEOMICINA SULFATO, BENZOCAINA 11/01/1966

62403 FUCIDINE H, 20 mg/g + 10 mp/p Crema FUSIDICO ACIDO, HIDROCORTISONA ACETATO 030171999
PROMETAZINA HIDROCLORURQG, HIDROCORTISONA

932665 | GARROYD POMADA ACETATO, NEOMICINA SULFATO, RETINOL 10/01/1959
ZINC OX1DO, BENCETONIO CLORURGQ,

929907 | HALIBUT HIDROCORTISONA POMADA HIDROCCRTISONA ACETATO, RETINOL 10/01/1958

27941 'HEMORRANE Pomada HIDROCORTISONA ACETATO 0940111957
LACTOSA, HIDROCORTISONA ACETATO,

28267 LEUCO-HUBBER ovulos vaginals NEOMICINA SULFATO LIA01/1957

60845 MITOCORTYL HIDROCORTISONA ACETATO 09/01/1995
ZINC OX1DO, FIDROCORTISONA ACETATO,

32892 NEO BACITRIN HIDROCORTISONA 2,5 % pomad BACITRACINA, NEOMICINA SULFATO 11/01/195¢
ZINC OX1DO, HIDROCORTISONA ACETATO,

29432 NEO BACITRIN HIDROCORTISONA POMADA BACITRACINA, NEOMICINA SULFATO 0670171958

25489 | NEO-HUBBER gotas HIDROCORTISONA ACETATO, NEOMICINA SULFATO 03/01/1956

921989 | OFTALMOLOSA CUST HIDROCORT POMADA HIDROCORTISONA ACETATO 10/01/1954
ENOXOLONA, OXETACAINA, TIROTRICINA,

50226 ROBERFARTN AEROSOL HIDROCORTISONA ACETATO, DECUALINIO CLORURO 060111972
OXITETRACICLINA HIDROCLORURO, HIDROCORTISONA

934053 | TERRACORTRIL pomada esteril otico-oftalmi ACETATG, POLIMIXINA B SULFATO 0610171960

47968 TISUDERMA 2,5% HIDROCORTISONA ACETATO, NEOMICINA SULFATO 06/01/1969

Cuadro 9.2.: Preparaciones que contienen acetahiddecortisona autorizadas por la

Agencia Esparfiola del Medicamento

9.3.- EVALUACION DE LA SEGURIDAD

9.3.1. Toxicidad General

Debido a su rapida metabolizacion, la toxicidatésmca del acetato de hidrocortisona
esta principalmente relacionada con la toxicidad laehidrocortisona, principal

metabolito activo.

Los estudios de toxicidad dosis Unica de la hicittsmna se llevaron a cabo en ratas y
ratones. LIgy agudo intraperitoneal en ratas fue de 150 mg/kget®. LB, agudo

subcutaneo en ratones fue mayor de 1800 mg/kg ste gmntinuando con un peridodo
de 7 dias en observacion. De todas formas, muditas murieron tras la segunda
semana de dosificacién debido a infecciones, parsibhte relacionadas con el efecto
inmunosupresivo. Los efectos observados en estuajpglos en ratas y ratones
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incluyeron reduccion del peso adrenal, dafio en ighdw, pulmon y efectos

grastrointestinales (80-81).

Los estudios de toxicidad dosis repetidas se ltevarcabo en conejos suministrdndoles
inyecciones intramusculares de 10 o 15 mg/animalidi®cortisona o 25 mg/animal de

acetato de hidrocortisona por dia hasta los 8 dias.

Se observo hepatoxicidad en todos los grupos tratadn un incremento del peso del
higado y necrosis focal hepética. Consecuentementee establecio NOAEL.

Con el objetivo de evaluar la reversibilidad dekotd hepatotdxico, en algunos
animales se discontinu6 el tratamiento durantei@® antes de la necropsia. El peso de

sus higados fue estadisticamente comparable caomhd®les respectivos.

9.3.2. Reacciones locales adversas del uso topico

Las siguientes reacciones locales adversas (AD&s)stdo reportadas después de la

administracion topica de la hidrocortisona o detosde la hidrocortisona (81):

>10%: Dermatologicas: Eczema (12,5%)
1% a 10%: Dermatoldgicas: Prurito (6%), escozor)(3%&!| seca (2%)

<1%: Dermatitis de contacto alérgica, ardor, atrafermica, foliculitis, estrias.

Los efectos secundarios locales de la administmatdpica de corticoesteroides, a
diferencia de los sistémicos son relativamenteugates (Cuadro 9.3.) e incluso llegar a

ser mas elevados con la introduccion de corticomstes topicos de alta potencia.

Cutaneous Systemic
Common: Hypertension
Atwophy Diabetes
Striae HPA axis suppression
Acne
Telangiectasis
Less common:
Hypertrichosis
Hyperpigmentation
Allergic contact dermatitis
Glaucoma

Cuadro 9.3.: Efectos adversos asociados al usortieaesteroides topicos
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Estos efectos incluyen atrofia epidérmica y dérmésdrias, telangiectasia, erupciones
acneiformes y la rosacea. Hipertricosis local eopigmentacion, puede también
ocurrir. Aunque los efectos adversos cutaneos saerglmente reversibles cuando se

discontinua el tratamiento, las estrias atrofiessipn quedar permanentes.

La susceptibilidad a estos efectos es influencaatamuchos factores, incluyendo la
edad del paciente (nifios y personas mayores salelaa riesgo mas elevado), lugar de
la aplicaciéon, potencia del agente, porcentaje alesuperficie del cuerpo cubierta,

calidad de la piel (piel méas fina o dafiada es maseptible) y frecuencia de uso.

La atrofia cutdnea es uno de los efectos adversas ecomunes del uso de los
corticoesteroides topicos. La atrofia se correla@iacon la potencia. Elementos
dérmicos, epidérmicos y vasculares son afectados. dfectos dentro de la dermis
resultado de la accion antiproliferativa de logicosteroides en los fibroblastos, resulta
en una disminucién en los tejidos conectivos, ymhado el colageno, sustancia
fundamental, y otros. Estos cambios se manifieslismncamente como arrugas finas,

fragilidad y vasos telangietaticos.

Los cambios epidérmicos que se pueden presentacactiente como una dermatitis
irritante superficial dentro de varios dias despigsuso de un corticosteroide tépico
potente han sido paralizados. La teoria es queoestoe como resultado de los efectos
antiproliferativos sobre los queratinocitos. Estsulta en una funcién de la barrera
alterada y por lo tanto irritacion. Cualquier resgtia antiinflamatoria sobre esta funcion
de la barrera alterada es enmascarada durante aleusorticoesteroides y vuelve a

encederse una vez la administracion del agentedaaq.

Hay varias formas de evitar estas complicacionesé¢sias. La educacion del paciente,
el seguimiento regular y las recargas limitadakdegentes corticoesteroides potentes
son importantes. El uso de una dosificacion reg(ter ejemplo, aplicando los
corticoesteroides potentes dos veces al dia duswtelos fines de semana) puede
también ser beneficioso sobre todo para la rednated riesgo de la atrofia cutanea. El
uso concomitante de una locion de lactato amoénid®%, puede también reducir el

riesgo de atrofia.
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El uso prolongado de corticoesteroides topicos @utambién resultar en acneé
esteroidico, que se presenta en forma de paputasnatosas y una predominancia de
pustulas distribuidas por la cara, pecho y espdlda. pacientes con la rosacea o
dermatitis perioral pueden tener rebotes severepuds de la mejora inicial de
corticoesteroides topicos. Por esta razon, losr@des no deben usarse en estas

condiciones.

La frecuencia e intensidad de los efectos advatspsnden del area de la piel tratada,
de la oclusion y potencia de los corticoesteroitlzs ensayo realizado en voluntarios
humanos usando el test de la camara Duhring, mqagcel acetato de hidrocortisona

tiene una potencia baja para inducir atrofia grida(82-83).

Por lo tanto, el uso de preparaciones con cortieomdides de alta potencia en areas
delicadas como la cara, deberian ser evitadasaabalto riesgo de reacciones locales.
La dermatitis de contacto alérgica a los corticostes topicos también se puede
desarrollarse y deberia de tenerse en cuenta eanfesc con dermatitis que son

resistentes a esta terapia. Existen varios compesee las formulaciones (por ejemplo
propilenglicol y alcohol bencilico), que son comiame sensibilizadores. La

hipersensibilidad a la parte del esteroide ac®shabitual que se reconozca como tal
(82). Se puede desarrollar estrias de distensgpeoglmente en las axilas y en las
ingles, incluso con la aplicacion prolongada ddicoesteroides de potencia media. Se
ha reportado que los corticoesteroides tépicos guaethusar glaucoma cuando se
aplican sobre los parpados. Por lo tanto el ustopgado de los corticosteroides sobre

los parpados o alrededor de los ojos debe de gadeyv

En productos para uso rectal o perianal, se peefigor lo tanto el uso de
corticosteroides y anestésicos locales con biodibpmlad limitada y administracion
rectal. Para evitar efectos adversos locales §misbs de los corticosteroides, se suelen
usar preparaciones de corticosteroides leves o0 o®eden preparaciones
antihemorroidales para uso crénico. Por el comtyae recomiendan preparaciones con
corticoesteroides potentes en el uso a corto ptaamdo se requiere un inicio de la

accion rapida y una eficacia fuerte (82).
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El uso de productos tépicos combinando corticoeste® y anestésicos locales para
enfermedades anorectales, incluyendo afeccionesorh@nmles, esta firmemente
establecida basada en décadas de experiencia desndos alivio sintomatico y
excelente tolerancia. Ademas, aunque esta combimam constituye una cura de la
enfermedad primaria, si que los pacientes se aphavede una mejor calidad de vida al

tener un alivio rapido y efectivo de los sinton) (

9.3.3. Reacciones adversas sistémicas

Los efectos secundarios sistémicos en los cortieaedes topicos son raros pero

pueden ocurrir (ver cuadro 9.4.), especialmenteii®ws y pacientes de edad avanzada.

Endocrine Cushing disease, moon face, centripetal obesity,
buffalo hump, striae distensae

Glucose intolerance (hyperglycemia), osieopaty

Metabelic {fractures of aseptic necroses such as those of the
femoral head), adrenocortical suppression, decreased
growt rate

Electrolyie balance

Edema, hypocalcemia, hypertension

Ocular Posterior subcapsular cataract, glaucoma

Cuadro 9.4.. Efectos adversos sistémicos poco drées de los corticoesteroides

topicos.

Posiblemente, los efectos secundarios sistémict@s eirectamente relacionados a
factores como el lugar de aplicacion, duracionedaplicacion, potencia y oclusion de la

medicacion.

La aplicacion de corticoesteroides de alta potedelzeria de ser limitada, cuando fuera
posible, a una base de dos veces por dia duraste ttuatro semanas. Una aplicacion
de dichos corticoesterodies tOpicos con duracios la@a y frecuente provoca riesgo
de supresion del eje hipotalamico-pituitario-adrefrdPA) e incluso desarrollo del
sindrome de Cushing, especialmente en pacientes jougnes. Cantidades tan
pequefias de corticoesteroides como 2g/dia de pratpiale clobetasol al 0,05%, puede
disminuir el cortisol segregado por la mafana.&eméyoria de las ocasiones en las que
se produce supresion del eje HPA como resultadousel de los corticoesteroides
topicos, no hay clinica significativa. Habitualmegn supresion con del eje con clinica
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significativa ocurre con el uso prolongado de ckdes diarias elevadas de

corticoesteroides potentes, especialmente en ndiodermatitis atopica.

Evidentemente, los efectos secundarios adversgsmsiso ocurren mas comunmnete
cuando se administran sistémicamente para el tiaéon de enfermedades no

localizadas, asi como procesos reumaticos (84).
En los siguientes parrafos, se describen posilibesos adversos sistémicos, problemas
relacionados con la enfermdad y poblacion espeeial el tratamiento con

Hidrocortisona:

Supresion adrenal: altas dosis de hidrocortisonpegiodos prolongados puede causar

supresion del eje HPA, particularmente en nifiosslyaresion del eje HPA puede
desencadenar en wuna crisil adrenal. La retirada egcahtinuacion de los
corticoesteroides deberia de realizarse lentamgnt®n cuidado. En concreto se
requiere un cuidado especial cuando a los pacisettes transfiere de corticoesteroides
sistémicos a productos inhalados, ya que puedearrdéar insuficiencia adrenal o un
aumento de los sintomas alérgicos. Pacientes quibere mas de 20 mg/dia de
prednisona (o0 equivalente) pueden ser mas suskeptEn alguna ocasion, ha habido
incluso muertes debido a insuficiencia adrenalasigmtes asmaticos durante y después

de la transferencia de corticoesteroides sisténsigsteroides en aerosol.

Inmunosupresion: El uso prolongado de corticoestesopuede aumentar la incidencia

de infecciones secundarias, enmascarar las infeeziagudas (incluyendo infecciones
fungicas), prolongar o exacerbar las infeccioneales o limitar la respuesta a las
vacunas. La exposicion a la varicela debe serdavitas corticoesteroides no deben ser
usados para tratar el herpes ocular simple. Ldfcoesteroides no deberian usarse para
la malaria cerebral o hepatitis virica. En los pats con tuberculosis latente y/o

reactividad TB, se requiere una observacion masanar

Sarcoma de Kaposi: El tratamiento prolongado cohicomsteroides se ha asociado al

desarrollo del sarcoma de Kaposi. En estos cagoslebe evaluar y considerar la

discontinuacion del tratamiento con corticoestarsid
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Miopatia: Se ha reportado miopatia agua en pacemggados con altas dosis de
corticoesteroides y desordenes de transmision meigaular. Incluye musculos

oculares y/o respiratorios

Perturbaciones psiquiatricas: Los corticoesteroigeeden causar perturbaciones

psiquiatricas, incluyendo depresion, euforia, insmmncambios de humor y alteraciones
en la personalidad. Pacientes con condiciones igsipas preexistentes pueden verse

exacerbadas por el uso de corticoesteroides.

Enfermedades cardiovasculares: Los corticoesteyaldben usarse con precaucion en

pacientes con insuficiencia cardiaca o hipertendtbniso a largo plazo se ha asociado

con retencion de fluidos e hipetension.

Diabetes: Los corticoesteroides pueden altearddymcion o regulacion de glucosa en
pacientes con diabetes mellitus, provocando hipeeghia.

Enfermedades gastrointestinales: Los corticoestesodleben usarse con precaucion en

pacientes con desordenes gastrointestinales (dividis, ulcera péptica, colitis
ulcerosa) debido al riesgo de perforacion.

Lesidnes en la cabeza: Se ha observado un increrdena mortalidad en pacientes que

recibieron alta dosis de metilprednisolona intragzn

Insuficiencia hepética: Los corticoesteroides delisarse con precaucion en pacientes

con insuficiencia hepatica, incluyendo cirrosis.usb a largo plazo se ha asociado a

retencion de fluidos.

Miastenia gravis: Los corticoesteroides deben eseos precaucion en pacientes con

miastenia gravis; los sintomas pueden verse exadesbespecialmente durante el

tratamiento inicial con corticoesteroides.

Infarto de miocardio: Los corticoesteroides debsarse con precaucién en pacientes

con Infarto de miocardio agudo; los corticoestegside han asociado con ruptura del

miocardio.
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Enfermedad ocular: Los corticoesteroides debersasam precaucion en pacientes con

cataratas y/o glaucoma; ha ocurrido aumento dedsign intraocular, glaucoma de
angulo abierto y cataratas con el uso prolongadaatcoesteroides. Se debe de

considerar examenes rutinarios oculares en pasienieicos.
Osteoporosis: Los corticoesteroides deben usarsepoecaucion en pacientes con
osteoporosis; altas dosis y/o uso a largo plazoodécoesteroides se ha asociado con

una pérdida de hueso y fracturas osteoporosas.

Insuficiente renal: Los corticoesteroides debemagsaon precaucion en pacientes con

insuficienci renal ya que puede ocurrir retenciérfldidos.

Transtornos convulsivos: Los corticoesteroides delisarse con precaucion en

pacientes con histérico de transtornos convulsiyasque hay riesgo de que ocurran

atagues con crisis adrenales.

Enfermedad de las tiroides: Cambios en el estadasdiroides puede necesitar ajustes
de dosificacion: el aclaramiento metabdlico de tmsticoesteroides aumenta en

pacientes con hipertiroidismo y disminuye en pae®eon hipotiroidismo.

Se debe de tener un cuidado especial en la pobegibalta sensibilidad como nifios o
ancianos. Debido al riesgo de los efectos advetsss;orticoesteroides sistmémicos
deberian de usarse con precaucion en ancianogjautsmndosis efectiva posible mas
baja durante un tiempo corto. En la poblacién gada& puede también afectar a la
velocidad de crecimiento y por lo tanto el crecimme se deberia monitorizar

rutinariamente en la poblacion pediatrica.

Los efectos sistémicos del acetato de hidrocoris@stan limitados por su
biodisponibilidad. La farmacocinética y biodispahdad de la hidrocortisona tras la
administracion rectal de una espuma con acetatiddecortisona fueron determinados
por Tromm A et al, después de una dosificaciénamiaity multiple en pacientes sanos
asi como en pacientes con enfermedad inflamatotéstinal (86). La hidrocortisona

endogena fue suprimida tras la administracion deametasona. Los niveles
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plasmaticos se compararon con aquellos observaa®dat administracion intravenosa
de hidrocortisona. Tan solo una pequefia parte dedia rectal (100 mg) fue absorbida.
La biodisponibilidad absoluta media fue de 3,1% vetuntarios sanos y 4,5% en
pacientes. Se observo una sustancial variabiliddce esujetos. Aunque los niveles
maximos de hidrocortisona después de una o mudtiplesis fueron muy altos

(alrededor del 70%) en el grupo de pacientesddifponibilidad sistémica es muy baja
y por lo tanto el riesgo de efectos secundaridémisos en la administracion rectal de

la espuma de acetato de hidrocortisona se handewadbs muy bajos.

Las concentraciones plasmaticas observadas traadiainistracion multiple son

consistentes con las concentraciones observadasatedministracion de varias dosis
Gnicas. Debido al tiempo de vida medio tan cortdadkidrocortisona, se espera muy
poca acumulacién sistémica. La extremadamente Hagdisponibilidad, en

combinacion con los informes positivos clinicos reola efectividad terapéutica, hace
qgue la forma farmacéutica en espuma de acetatoididecbrtisona se considere un
medicamento y forma de administracibn muy seguedgcuada para el tratamiento

local de las enfermedades inflamatorias intestemeatonicas (85).

9.3.4. Genotoxicidad y carcinogénesis

Hay muy pocas publicaciones sobre genotoxicidddsieorticoesteroides (86).

Se realiz6 el test de Ames y se encontr6 negadizekametosona (87). Asimismo, la
hidrocortisona no causoé sintesis de ADN no progdaren hepatocitos de ratas (88).
La dexametasona mejord la frecuencia del intercardki cromosomas hermanos en

linfocitos humanos y en células in vivo de la machdea de ratones.

Los test de dexametasona de clastogenicidad meiin vivo fueron positivos (87).

La hidrocortisona no fue mutagenica en un ensaycedAimn vitro enSalmonella

typhimuriumTA97, TA98, TA100 o TA 1535, tanto en presenciaooen ausencia de
la activacidon metabdlica (79).
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Algunos de los resultados positivos sobre genoideit se han reportado por la
EMEA_CMVP en 1998 (79). Estos resultados positifu@son obtenidos en un ensayo
de aberracion cromosomica in vitro en linfocitosniamos, aunque no hubo ninguna
relacion entre la dosis-respuesta. Hubo un aumel®io numero de eritrocitos

policromados micronucleados relacionado con lasjasi un test in vivo en donde a
varias ratas se les administré una inyeccién ietiggneal Unica de 1, 10 o 100 mg/kg
de hidrocortisona. Resultados positivos se obtariéambién en un test de intercambio
de cromosomas hermanos in vivo de medula Oseatds, ra las que se les habia

administrado una inyeccion Unica de 0,1, 1 o 1&kmgdé hidrocortisona.

Estos resultados positivos estan en conflicto cultados negativos de estudios de

mutagenicidad llevamos a cabo en algunos cortiec@des sintéticos.

No hay ningun estudio bien disefiado reportado salainogénesis para los
corticoides. Los estudios de carcinogénesis concogticoesteroide prednisolona
sintetico y su metabolito prednisona, proporcionantnguna indicaciéon de potencial
carcinogéenico. De todas formas, hay algunos estudm® finales de los afios 70
reportados por Schmal y Habs (89-90), que sugigen la hidrocortisona no tiene
potencial carcinogénico por si misma ni tampocoetiefecto co-carcinogénico cuando

se ha ensayado en combinacién con un iniciadomodgénico como la ciclofosfamida.

9.3.5. Embriotoxicidad v teratogénesis

9.3.5.1.Datos en animales

En experimentos realizados en animales, se ha demosque la cortisona puede
causar retardo general en el desarrollo embrionaggpecificamente causar paladar
hendido (91).

En lo que se refiere a la hidrocortisona, es indligaente un medicamento muy
potente embriotoxicamente hablando, aunque esvetaénte no toxico para adultos,
incluyendo mujeres embarazadas. La alta embriattadc de la hidrocortisona se
enfatiza debido al efecto de la barrera parcialadelacenta. El valor medio de la

concentracion de hidrocortisona en la sangre huresumi 11 1g/100 ml, mientras en el
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fluido amniotico solo es de 2ug/100 ml. En otraklpas, aunque la concentracion de
hidrocortisona en la placenta es baja, el embiggala estar mucho mas afectado que
las madres (92).

En conjunto, el efecto embriotoxico de la hidrosaria en ratas (92) es muy similar al
efecto de la cortisona en ratas embarazadas, cst@aescrito by Courier R & cologne
A (93) y por DeCosta EJ & ABelman MA a principios lds afios 50 (94).

En los articulos mencionados anteriomente est&ittesus efectos tras una inyeccion
subcutanea de acetato de hidrocortisona en radas@Zkg) a los 10, 11 y 12 dias de
embarazao. Dichos efectos consisten en una didatale los senos venosos marginales
en las yemas de las extremidades (efecto prim@drdd%), necrosis mesoblastica distal
extensiva (7-9%), hemorragias distales (10,7%)entros necroticos frecuentes en las
blastemas de las extremidades (efecto secundifextos parecidos se encontraron en
la punta de la cola. Otras malformaciones visibhegcroscopicamente incluyen:
micromelia en alrededor 9,4% de los embriones yasexde los maxilaeres con fisuras
faciales (1,8%). Ademas los embriones afectadodraros ampollas subpidermicas en
la piel alrededor de la cabeza y en la espaldaliededor 52,7% de los embriones se
encontré también paladar hendido. Estos resultadggeren que el mesoblasto de la
extremidad, particularmente la porcion distal, @smo mas sensible a la actividad de la

hidrocortisona que es en el epiblasto, que pernesinatterada.

El efecto del desarrollo de un hamster tras la imdimacion de dosis Unicas
intramusculares de hidrocortisona administradasardar varias veces durante la
gestacion fue estudiado por Shah RM and TravillehAL976 (95).

Tanto la frecuencia del paladar hendido como larcédn dependen de la dosis de
hidrocortisona y las veces de su administracioms. fuincipales resultados se muestran
en el cuadro 9.5. Se observé una asociacion cereaina la frecuencia del paladar
hendido y el retardo en el crecimiento fetal, yrerda dltima dosis y tiempo de
administracion del medicamento. La fisiologia maaey la barrera placentaria podrin
jugar un papel critico en la induccion del paldaandido.
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Gestation ™No. of No. of
period IDosc No. of live Resorption™ <lelt
(day:h) mig) animals fectuses 22) palate (22)

10:12 1s 3 37 3 o
20 3 28 10 o
2s s 52 2 37
30 G s4 37 se
ao s a3 40 o3
s0 3 7 79 100
10:16 s 3 a3 3 3
20 a aoc 13 13
25 6 s8 o a8
20 s 39 =3 73
40 s sa 1 %6
s0 & s6 1o o7
10:20 15 ) o4 1 s
20 8 S0 7z 3s
2s 8 82 1z so
30 8 73 28 85
40 7 &1 28 %o
so 4 20 59 100
11:00 15 8 o4 2 49
20 11 127 s 79
25 o 107 a 95
30 12 133 9 96
40 z 69 11 100
50 7 70 10 100
11:04 is 7 84 o 24
20 7 76 & 66
25 8 85 ° 74
30 8 82 I3 o7
a0 4 76 3 100
so 7 75 31 100
11:08 is s 53 s 40
20 8 86 4 88
25 8 84 7 89
30 8 &8 15 o6
40 = ss 18 100
so 6 s1 20 o9
11:12 1s 3 ao z 14
20 s 40 22 s8
2s s s1 7 69
30 & 61 10 90
40 & &8 a 100
so 7 78 7 100

* ¥requency of resorption in control animals: 6--10 24.

Cuadro 9.5.: Incidencia de la induccion del palddardido y los sitios de resorcion tras
la administracion de diferentes dosis de hidrosonta a hamsters embarazadas durante

varios periodos en la gestacion.

Se han propuesto varios mecanismos para explisadiferentes respuestas de varias
cepas de ratas a la accion teratogénica de loo@ideaoides. La mayoria de las

pruebas sugieren que la teratogenicidad de logoinkes es debida a la accién directa
sobre el embrion. La unidn total de los corticoidépaladar y a otras proteinas del
tejido embrionario, varia en las diferentes cepgalas y se correlacionaron con la
sensibilidad teratolégica de las cepas a los adis. Los niveles fetales enddgenos de
corticoesteroides son mucho mas bajos que loseasivelaternos, de forma que un

intercambio minimo de la madre al feto puede tamerimpacto sustancial en los

niveles fetales.

9.3.5.2.Datos en humanos

La experiencia clinica sugiere que el uso de amtteroides topicos a dosis moderadas

durante el embarazo es relativamente seguro (96).
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From Chi CC et al. en el 2010, podemos encontrarremision excelente sistematica
sobre la seguridad de los corticoesteroides topicmwante el embarazo. Incluye siete
estudios epidemiolégicos, dos cohortes y cincodessucaso-control (97). La mayoria
de estos estudios no encontraron asociacionedisigivias entre los corticoesteroides
topicos y las anormalidades congénitas, muertesefepor partos prematuros y el tipo
de parto. Un estudio encontr6 una asociacion signifa entre el uso de

corticoesteroides durante el primer timestre y foird orofacial. Otro estudio encontré
una asociacion significativa entre el uso de coesteroides topicos potentes y el bajo

peso al nacer.
En los siguientes péarrafos, se resumen los aspedsgsrelevantes de la revision del
articulo de Chi y los articulos originales. Losadaestan agrupados en relacion a los

efectos estudiados.

Anomalia congénita: El estudio de cohorte de Mydihdt al (2002) (98) no encontrd

ninguna diferencia significativa en el riesgo deoramlias congénitas entre grupos
expuestos y grupos no expuestos (RR 0,82 (95%33+D,96)). El analisis estratificado
segun la potencia del corticoesteroide no encatitebencias significativas en el riesgo
de anomalias congénitas en mujeres que recibieminaesteroides topicos de potencia
media o0 moderada y mujeres que recibieron cortiecgdes topicos de potencia alta o
muy alta cuando se compar6 con mujeres no expu@dag,93 (95% CI 0,23-3,80) y
0,56 (95% CI 0,14-2,28), respectivamente). El estudio de cohorte de Mahe A et al
(2007) (99), no encontré nifios con anomalias catagen los grupos expuestos y no
expuestos. Un estudio de caso control de CreizeleARl (1997) (100) no encontro
diferencias significativas en el uso de corticomsties topicos por parte de madres
embarazadas durante el primer trimestre de gestamifre nifios con 14 grupos de
anomalias congénitas y los sujetos control (OR (96% CI 0,71-1,60)).

Hendidura orofacial: El estudio caso-control de Bdis MJ et al. (2003) (101)

demuestra asociaciones significativas en el printeestre de embarazo entre el uso de

corticoesteroides tépicos y la hendiduras orofasialabio leporino y paladar hendido
(OR 13,15 (95% CI 1,60-108.04), 13,57 (96% CI 1123504) y 12,67 (95% CI 1,33-
120,72), respectivamente). De todas formas, enttas estudios caso control incluidos

en la revision de Chi no se encontraron asociasiemilares.
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Crecimiento fetal: Los dos estudios cohorte us&ldmajo peso al nacimiento (< 2500

g) como resultado relacionado con el crecimiental f©8-99). El estudio de Mahe
demonstré un aumento significativo del riesgo denacimiento fetal con bajo peso en
mujeres que habia usado corticoesteroides tope@dtal potencia durante el embarazo
(RR 2,84 (95% CI 1,07-7,54)). El estudio de Mygimd encontré un riesgo
incrementado en mujeres que habia recibido codiecaides tdpicos 30 dias antes del
parto y/o durante el embarazo (RR 1,07 (95% CI-Q,83)). Un andlisis estratificado
por potencia de corticoestroides mostro que al @varpcon mujeres no expuestas, las
diferencias signficativas en el riesgo de teneranimiento fetal con bajo peso se
encontraban en aquellas que recibieron corticagdts topicos leves o moderados y
corticoesteroides topicos potentes o0 muy poteliR 0,70 (95% CI 0,17-2,85) y 1,23
(95% CI 0,45-3,37), respectivamente).

Parto prematuro: Los dos estudios cohorte no nrostidiferencias significativas en el

riesgo de parto prematuro entre grupos expueststiéades y grupos no expuestos a
corticoides (RR 1,03 (95% CI 9,70-1,53) y 0,47 (96%0,02-9,53), respectivamente)
(98-99). Un andlisis estratificado por potenciacdeicoestroides mostré6 que no hay
diferencias signficativas en el riesgo de tenemparto prematuro al comparar grupos
con administracion de corticosteroides topicos wedi moderados y corticoesteroides
topicos potentes o muy potentes (RR 1,04 (95% &6-0,92) y 0,99 (95% CI 0,53-

1,84), respectivamente).

Muerte fetal: No se encontraron diferencias sigatfvas en el riesgo de muerte fetal
entre mujeres expuestas y mujeres no expuestas astudio de cohorte (RR 2,64
(95% CI 0,81-8,63)) (99). No hubo ninguna muertealfeen mujeres que usaron
corticoesteroides tépicos muy potentes (99).

Test de Apgar con baja puntuacion: No se encomti@iin nifio con baja puntuacion en

el test de Apgar que usara corticoesteroides téglealta potencia (99).

Tipo de parto: Un estudio de cohorte investigdpal tle parto y no encontrd diferencias
significativas entre mujeres que usaron corticoestes topicos potentes y mujeres que

no usaron. No se presento estudios estadistichs (99
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La vasta base de datos MADRE, es una recopila@anfdrmacion sobre los bebes con
malformaciones que provienen de madres con exposiimedicamentos durante el
primer trimestre de embarazo en diferentes paretendndo. En 2003 Pradat et al.
publicaron un estudio sobre la exposicion a cositareides en el primer trimestre de
embarazo usando la base de datos MADRE (102). Negystros de malformaciones
participaron en la recopilacion de la base de ddw@s 12 afios de recopilacion, la base
de datos incluye informacion sobre 11.150 bebesmaliormaciones. Los casos se
definieron como nifios que presentaron paladar dermliabio leporino, y la exposicion
se definid por el uso de corticoesteroides durahfaimer trimestre de embarazo. Se
observo un asociacidon muy leve entre la exposigioarticoides para uso sistémico y la
aparicion de labio leporino con o sin paladar héndOR, 2,59; 95% ClI, 1,18-5,67).

Los principales datos se muestran en el cuadro 9.6.

Odds Ratios With 95% Confidence Intervals for Each Combination of Oral Cleft and Corticosteroid Exposure’

Type of malformation®

N . Group H1, cleft lip or
Group 1, cleft palate or Group 1), cleft palate cleft lip with cleft
cleft fip (n = 983} (2 = 301) palate (n = 645)
ATC cade NE ORrR* 93%CI N OR 93%.Ci N OR 953% CI
All corticoids* {u = 357) 37 1.05° {73149 6 461 0725145 30 131 0490-1.92
AGTEA® {u = U} intestinal antiinflammatory . o
agents/corticosteroids for local nse 2 [EX S 0.14-287 2 298 0681313 a 0
DO7¢ {(n = 53); corticosteraids, dermatological ’ 0009
preparations 3 852 016-ked © 0O 0.00-2.4) 3 073 023-2.57
JlOZlA“ {1 = 155); corlicosteroids for systemic use,
phain 5 125 0.72-2.15 1 025 0.081-153 13 175° 098-3.11
HO2B* (v = 61); corlicosteroids for systemic use,
combinations 9 2.10 31.03-4.26 2 117  0.28-1%2 7 259 LI
ROFAD® (# = 30); decongestants and other nasal ’ i e
prep. for topical use/corticosteroids 5 1.66 0.63-4.31 0 (¢} 0.00-5.88 5 248 0.93-6.26
RO3BA* (n = 65); other anti-asthmatics, inhatants/
glucecorticoids 1 060 0.21-1.67 1 064  DO5-506 3 089 022-2.22

Total number of records:n = 11,150; group I may be greater than the sum of group 11 and group 1M1, since some infants may have an
un‘ipevcified cleit lip or cleft palate without belonging to group 1l or 11, e, code 749.
“Group I 1CD code 749 (cleft palate or cleft lip); group Ik code 7490 (cle? palate); and group 1) code 749.1 or 749.2 (cleft lip or cleft fip
with cleft palate), )
) PNate that the sism of the number of cases exposed to the different steroid calegories is greater than the total reported for “all cofticoids™
since one felus may be exposed to more than one preparation.
“OR, Mantel-laenszel adds ratio after stratification by Regisliy.
“Heterogeneity between registries. ’ ’
*Ineluding ali subcategories in the hierarchical classification
Significantly increased odd ratios are indicated in bold.

Cuadro 9.6.: Asociaciones epidemioldgicas enterdicoesteroides administrados

ruante el primer trimestre de embarazo y el palhdadido o labio leporino.

9.3.6. Efectos en el comportamiento

La exposicion elevada prologanda a corticoestesojgedria causar déficits en la

cognicion, particularmente en el aprendizaje yaemémoria, que puede ser mediada en
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parte por los efectos sobre las neuronas del higocala mayoria de la evidencia de
los datos viene derivada de los experimentos emmales; por ejemplo, la

administracion crénica de corticoesterona en ratsdemostrado que deteriora la
adquisicion de tareas para la orientacion (103)emdas los corticoesteroides han
demostrado también una afectacion de la potenciad& hipocampo a largo plazo
(104), lo que se cree estar electrofisicamenteslzmionado con la plasticidad sinaptica
y al mismo tiempo parece estar sumamente relaciooad los estadios iniciales de la

formacion de la memoria.

Young et al (105) examinaron los efectos de ladwortisona en el aprendizaje,
memoria y funcién ejecutiva. 20 mg de hidrocortesse administraron dos veces al dia
durante 10 dias a voluntarios masculinos en uniidiske estudio radomizado con
placebo control. El aprendizaje, la memoria y lacfan ejecutiva fueron determinadas
usando tests seleccionados del Test neurosicol@gcGambridge. La hidrocortisona
causé alteraciones de la memoria espacial visustsEalteraciones incluyeron el
aumento en los errores de busqueda y uso de tacafte de las estrategias en el subtest
de memoria de trabajo espacial. Ademas, la admagién de hidrocortisona se asocio a
mas errores en el subtest de aprendizaje de psoemdos. La hidrocortisona acelera
las latencias de respuesta en determinadas prues@s. resultados indicaron que la
administracion cronica de hidrocortisona conducgéficits en ciertas pruebas de la
funcidén cognitiva sensible a la disfuncion del ll@bdrontal y puede contribuir al

deterioro cognitivo reportado en ciertos trastomesropsiquiatricos
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CAPITULO 10: DISCUSION GLOBAL

En este capitulo se pretende realizar una discusgotos aspectos tratados en los

diferentes capitulos.

Se han desarrollado dos formulaciones en crema cm#ienen acetato de
hidrocortisona o hidrocortisona base, asi como mugesos de fabricacion. Las
caracteristicas de la crema obtenida con ambasufaciones son adecuadas desde el
punto de vista galénico y desde el punto de vistéalricacién industrial. Asi mismo,
se considera que la administracion de estas creamdmén es la adecuada ya que se han
obtenido las caracteristicas adecuadas en cuamih, aviscosidad y extensiblidad

adecuadas (35).

También se ha desarrollado una formulacion en eapmbtenida a partir de la emulsiéon
con la formulacién 1. A dicha emulsion se le afalleagente espumante lauril
sarcosinato de sodio y el gas propelente liquiderobndo una espuma adecuada desde
el punto de vista galénico. Asimismo, se considerla administracion de esta espuma
también es la adecuada ya que se han obtenidarasteristicas adecuadas en cuanto a

pH, viscosidad y extensiblidad adecuadas (44).

Por ultimo, también se ha desarrollado una forniditaen gel que presenta un aspecto
translucido, sin grumos y con poco aire. La adriaéson de este gel es el adecuado ya
que se han obtenido las caracteristicas adecuadasuanto a pH y viscosidad
adecuadas (35).

Todas las formulaciones desarrolladas, a excepd#dta formulacion en espuma, se
proponen como posibles preparados semisélidos gartener hidrocortisona como
principio activo. La formulacion se descarta eradate del desarrollo debido a que se
considera mas costosa Yy menos comun desde el pentdsta de tecnologia de

fabricacion.
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Los estudios de estabilidad preliminar y estudiesestabilidad segan Normativa ICH
Q1A R (69) son los que diferencian que formula@ena més adecuada desde el punto

de vista de estabilidad como formulacién definitiva

A tal efecto, se realizan los estudios de estaallidreliminar en donde se observa que
todas las formulaciones desarrolladas y evaluaftamijlacion 1 en base crema,
formulacién 2 en base crema y formulacion 3 en lggde son muy estables, ya que
incluso en condiciones de estabilidad acelerada8q4 75% HR) durante tiempos mas
largos de estabilidad de los que la normativa ICHACR (69) recomienda, la
concentracién de principio activo permanece poatierada. Aun asi, cabe resaltar que
la Formulaciébn 2 en base crema, necesita mas c@mier porque se contamina

microbiolégicamente en el tiempo.

La formulaciéon 1 en base crema con hidrocortisaasety la formulacion 3 en base gel
com ambas principios activos (acetato de hidrosmma e hidrocortisona base),

presentan un valor de pH mas en estable en eldiemp

En general, las formulaciones a pH 5.5 son maslestgue las formulaciones a pH 3.5,
puesto que la concentracion de principio activonmes estable en el tiempo a las

diferentes condiciones de temperatura y humedaddaieas.

En general, las formulaciones con acetato de hadtisona son mas estables que las
formulaciones con hidrocortisona base, puesto teatracion de principio activo es
mas estable en el tiempo a las diferentes condisiate temperatura y humedad

evaluadas.

La formulacion 1 en base crema con acetato de dodisona y a pH 55 vy la
formulacién 3 en base gel con acetato de hidram é a pH 5.5 se pueden considerar
las mas estables de las formulaciones estudiadasedias dos formulaciones, se
escogera la formulaciéon 3 en base gel con acewtioidtocortisona para realizar los
estudios de estabilidad segun Normativa ICH Q1A% puesto que es la que presenta

un menor grado de dificultad en el proceso tecrictdde su elaboracion.
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La estabilidad segun condiciones ICH llevado a aabtos dos lotes elaborados segun
la formulacién 3 en base gel con acetato de hidtisoma revela que dichos preparados
mantienen todas sus caracteristicas fisicas, gakniquimicas y microbioldgicas
intactas con respecto a los valores iniciales fi®igero), después de 36 meses de estar
almacenados a 25 °C/60% HR y 30 °C/65%HR y 6 mésesstar almacenados a 40
°C/75%HR. Los buenos parametros del producto quelgru considerarse criticos
(aspecto, pH, viscosidad, riqueza y sustanciasiogladas), hacen suponer la existencia

de una buena formulacion y de una tecnologia dectatidn adecuada.

Asimismo, los preparados en gel de los lotes 1de Zacetato de de hidrocortisona,
presentan unos valores de conservantes y antidgid@e van disminuyendo a lo largo
del tiempo, hecho que denota que sus funciones @ntimicrobiano y antioxidante,

van haciendo efecto. De tal forma, y gracias adichos componentes introducidos
(conservantes y antioxidante), se obtiene un pagjpaa lo largo del tiempo de calidad

guimica y microbiol6gica adecuada.

A pesar de los adecuados resultados obtenidosserotaliciones de 40 °C/75%HR en
que todos los valores obtenidos se encuentranaddattos limites especificados, se ha
realizado el estudio intermedio analizando lossl@e las condiciones de 30 °C/65%HR

hasta la toma de muestra de 36 meses, confirmacldasdvalores.

En funcion de los resultados obtenidos en el estddiestabilidad a largo plazo para el
preparado en gel con acetato de hidrocortisonaotailds de plastico LDPE opaco con
canula transparente como envase primario definits® establece un tiempo de

caducidad del preparado de tres afos.
Se ha puesto a punto y validado un método de aphsa la determinacién simultanea
de acetato de hidrocortisona, propilparahidroxibertz metilparahidroxibenzoico,

BHA vy sus productos de degradacion (61-64).

Mediante la comprobacion de los apartados de lda@bn del método analitico para la

valoracion de hidrocortisona acetato, conservantesintioxidante en producto

terminado, se llega a la conclusion de que el noétiitizado es adecuado.
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Se ha comprobado que el método es selectivo paraidieocortisona acetato,
metilparahidroxibenzoico, propilparahidroxibenzoigBHA, siendo ademas lineal en
el intervalo establecido (80% y 120%), repetitirgproducible y exacto.

Se ha comprobado también que el sistema instruimgiiizado es el adecuado para la
valoracion de hidrocortisona acetato, metilparahiirenzoico,

propilparahidroxibenzoico y BHA en la forma farmatiéa propuesta.

Se ha comprobado la capacidad del método para eksuwltados directamente

proporcionales a la concentracion de los analinda enuestra.

Se establece un intervalo de concentraciones guaeckl método es exacto y preciso
(80% y 120%).

Se ha comprobado la robustez del sistema paran&dgos en estudio con respecto a la
longitud de onda del detector, temperatura de lanooa, caudal de la bomba

cromatografica, volumen de inyeccion y lote dealsefestacionaria. Se concluye que la
recuperacion del método no se ve afectada por pegueariaciones de ninguna de las

variables estudiadas.

Las soluciones patron y problema preparadas paraatografia pueden conservarse
durante un minimo de 72 horas después de su pogjparga que se ha estudiado su
estabilidad transcurrido este periodo de tiempargpératura ambiente (25 °C +2°C) y
se mantiene alrededor del 100% transcurridas 7ashor

Mediante la comprobacion de los apartados de lda@bn del método analitico para la

cuantificacion de los productos de degradacion reduyzto terminado, se llega a la

conclusiéon de que el método utilizado es adecuado.

Se ha comprobado que el método es selectivo, siaddmas lineal en el intervalo
establecido (40% y 160%), repetitivo, reproducibixacto.

Se ha comprobado también que el sistema instrumgiiizado es el adecuado para la

valoracion de los productos dedegradacion en taddarmacéutica propuesta.
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Se ha comprobado la capacidad del método para eksuwltados directamente

proporcionales a la concentracién de productosedeadacion en la muestra.

El limite de deteccion del método corresponde @8%, de la concentracion de trabajo,
mientras que el limite de cuantificacion corres@oatl0,04% de la concentracion de

trabajo.

Se establece un intervalo de concentraciones gueskl método es exacto y preciso
(40% y 160%).

Se ha comprobado la robustez del sistema con tespeta longitud de onda del
detector, temperatura de la columna, caudal dehabb cromatografica, volumen de
inyeccion y lote de la fase estacionaria. Se cgectiue la recuperacion del método no

se ve afectada por pequefas variaciones de nirtgulaa variables estudiadas.

La solucion patrén puede conservarse durante ummmide 96 horas después de su
preparacion, ya que se ha estudiado su estabtlidasicurrido este periodo de tiempo a
temperatura ambiente (25 %2 °C) y se mantiene alrededor del 100% trans@srab

horas.

En cuanto a la solucion problema, ésta solo puedsetvarse por un periodo maximo
de 24 horas, a partir del cual incrementa de fosiwgmificativa el producto de

degradacion hidrocortisona.

A partir de la validacion llevada a cabo se establel factor de correccion para el
producto de degradacién conocido hidrocortisonea pa esta forma poder utilizar la
solucion de hidrocortisona acetato a la concemtracie 2,2 pg/mL como soluciéon

patrén para de este producto de degradacion. Dachor de correccion es 1,0022.

Por dltimo, la evaluacion bibliografica de la tatmgia del acetato de hidrocortisona
tras la aplicacion y cumplimiento del articulo 18@Aexo |, de la Directiva 2004/27/EC
del Parlamento europeo y del Consejo del 31 de dMdez2004 (70), que modifica la
Directiva 2001/83/EC del codigo comunitario sobreodoctos medicinales para

dosificacion en humanos (71), muestra que el uspdéatico de la hidrocortisona y del
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acetato de hidrocortisona es conocido desde hachartiempo. El primer uso de la
hidrocortisona esta fechado en 1948 y las primenasiones sobre el uso tépico de la
hidrocortisona y el acetato de hidrocortisona en tratamiento de diferentes

enfermedades de la piel fueron publicadas en 1955.

Asimismo, la FDA ha aprobado 23 medicamentos ditere conteniendo acetato de
hidrocortisona. En el registro espafiol, hay 20 gedentos autorizados con acetato de

hidrocortisona. Algunos de ellos son usados conibemnorroidales (76).

La hidrocortisona es un corticoesteroide clasificath la categoria de potencia mas
baja. Con la entrada de corticosteroides topicaatdepotencia, los efectos secundarios

locales y sistémicos se han encontrado mas fremmente y con mas prevalencia.

Se han reportado algunas reacciones adversasddcasela administracion tépica de
hidrocortisona y acetato de hidrocortisona o dedga Principalmente: Eccema
(12,5%), prurito (6%), escozor (2%), piel seca (2p)<1%) dermatitis de contacto
alérgicas, ardor, atrofia dérmica, foliculitis yress.

Los efectos secundarios sistémicos de los coréomigies tOpicos son raros, pero
podrian ocurrir (cuadro 9.3. y 9.4.), especialmamtenifios y ancianos. Posiblemente,
los efectos secundarios sistémicos estan directammelacionados a factores como el
lugar de aplicacion, duracion de la aplicaciongepota del corticoide y oclusion de la

medicacion.

Los experimentos con cortisona en animales han skeatm provocar un retardo
general en el desarrollo del embrién y de prodo@iadar hendido. En lo que se refiere
a la hidrocortisona, es indudablemente un mediceomeiuy potente embriotoxico,
aungue relativamente no toxico para animales aglultmcluyendo mujeres

embarazadas.

Experimentos clinicos sugieren que el uso de amsieroides topicos a dosis

moderadas durante el embarazo es relativamenteosegu
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Algunos estudios epidemioldgicos fueron incapaasieimostrar ninguna asociacion

significativa entre los corticoesteroides tépicodag anomalias congénitas, partos
prematuros o muerte fetal.

La administracion crénica de hidrocortisona puddegal a cabo déficits en ciertas

pruebas de la funcién cognitiva sensibles a laidi§h del |6bulo frontal.
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CONCLUSIONES
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1.- La investigacion desarrollada ha hecho posilaleobtencion de un nuevo
medicamento estable y de calidad de administradipita rectal en forma de enema,

para el tratamiento de la Enfermedad Inflamatariastinal.

2.- Se propone como formulacion Optima la corredporie a un gel. La referencia
correspondiente a esta formulacion en gel es ldrad#sen el cuadro 4.32. que contiene

un 1,11% de acetato de hidrocortisona como prio@ptivo.

3.- Se concluye que la técnica de elaboracién @para la obtencion del nuevo gel
medicamentoso, consta de las siguientes faseshdiedon; una primera fase que
consiste en la preparacion de la base gelificadangervada, una segunda fase que
consiste en la adicion de EDTA, una tercera fageagusiste en la adicion de BHA y
Polisorbato 80 y una cuarta y ultima fase que st@sen la dispersion del principio

activo.

4.- Se establecen unas especificaciones de cagbidied el medicamento propuesto en
funcién de las caracteristicas fisicoquimicas, mje#s y microbioldgicas del estudio
preliminar.

En concreto se proponen los ensayos siguienteactesisticas organolépticas, pH,
viscosidad, extensibilidad, identificacion del mipio activo y productos de
degradacion, valoracion del principio activo, valwén de los productos degradaciéon
(hidrocortisona, cortisona, cortisona-21- acetatrgtato prednisolona), valoracion del
metilparahidroxibenzoico, valoracion del propilgadaoxibenzoico, valoracion del
butilhidroxianisol y el control microbiologico (reento de microorganismos aerobios
viables totales, bacterias, hongos filamentosogwaduras, Enterobacterias y otras

bacterias gran-negativd®seudmonoas aeruginogéstaphylococcus aureus
5.- Las formulaciones semisoélidas con acetato debortisona son mas estables en el

tiempo que las formulaciones con hidrocortisonaepb@®r lo que para este tipo de

medicamentos es aconsejable el uso de la sal dechrtisona.
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6.- Las formulaciones semisélidas con acetato deobortisona o con hidrocortisona
base, son mas estables cuando la forma farmac@u¢isanta un pH de 5.5, siendo mas
inestables a pH mas acidos (3.5).

7.- Los resultados obtenidos en los estudios dibiigad a corto plazo (6 meses a 40
°C/75% HR) y a largo plazo (36 meses a 25 °C/60%y R0 °C/65% HR) sobre el gel
de acetato de hidrocortisona envasado en frascqdadéco LPDE opaco, permiten
concluir que el producto es estable durante 3 afgtableciéndose en dicho periodo su

tiempo de caducidad.

8.- El envase primario del producto terminado, tirido por un frasco de plastico
polietileno de baja densidad, se demuestra sufemeente valido para proteger el

medicamento durante su tiempo de caducidad.

9.- Se propone una nueva metddica RP-HPLC paraatises cuantitativo simultaneo
de acetato de hidrocortisona, metilparahidroxib&mgo propilparahidroxibenzoico,
butilhidroxianisol y sus respectivos productos dgrddacion, en el producto terminado

gel de administracion topica rectal.

10.- La metddica analitica por RP-HPLC propuestaas®&alidado concluyéndose que

es selectiva, lineal, repetitiva, reproducible,cag robusta.
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