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Quienes suscriben, miembros del jurado designado por el Consejo de la Facultad
de Farmacia de la Universidad Central de Venezuela, para examinar el Trabajo
Especial de Grado presentado por la Farmacéutica: FONSECA BREAMADRID
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1.- Leido como fue dicho trabajo por cada uno de los miembros del jurado, se fij6
el dia 15 de octubre de 2012 a las 3:26 p.m., para que la autora lo defendiera en
forma publica, lo que la autora hizo en el aula 703, del 7mo.piso de la Facultad
de Farmacia, mediante un resumen oral de su contenido, luego de lo cual
' respondié a las preguntas que le fueron formuladas por el jurado, todo ello

conforme con lo dispuesto en el Reglamento de Estudios de Postgrado.

2.- Finalizada la defensa del trabajo, el jurado decidi6 APROBARLO, por
considerar, sin hacerse solidario con la ideas expuestas por la autora, que se

ajusta a lo dispuesto y exigido en el Reglamento de Estudios de Postgrado

Para dar este veredicto, el jurado estim6 que el trabajo examinado constituye un
aporte importante en el desarrollo de metodologia analitica aplicada al control de
calidad de productos en desarrollo, proceso y terminado de Deflazacort en tabletas

con indicadores de estabilidad bajo lo criterios internacionales establecidos.
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RESUMEN

El ensayo de disolucidn representa una prueba de control de calidad importante
gue sirve como indicador de los procesos criticos dentro de la manufactura de
una forma farmacéutica sélida. Este ensayo simula el comportamiento de una
tableta dentro del tracto gastrointestinal antes de la absorcidén del farmaco por el
organismo. Se desarrollé el ensayo de disolucion para la determinacion de
tabletas de Deflazacort 6 mg elaboradas por el departamento de investigacion y
desarrollo de un laboratorio nacional venezolano. El Deflazacort es un esteroide
utiizado en pacientes con cancer, trasplantes de oOrganos, patologias
respiratorias y gastrointestinales graves. Las condiciones finales fueron Aparato
2 (paletas), 900 mL de SDS al 0,1%; 37°C, 50 rpm y tiempo de muestro 30
minutos con un Q = 75%. El ensayo de disolucién desarrollado demostré ser
sensible a fallas en el proceso de manufactura del producto. Adicionalmente se
evaluaron muestras del producto genérico y Calcort® de Laboratorios Novartis,
demostrando su aplicabilidad en ambos productos fabricados por laboratorios
diferentes. Para la cuantificacion del Deflazacort se adecué un método por
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa acoplado a PDA. Las
condiciones cromatogréficas fueron columna Symmetry C18 501, fase movil
ACN:Agua (45:55), velocidad de flujo 1 mL/min con una longitud de onda de
deteccion de 244 nm. Este método fue validado con criterios de estabilidad
segun los parametros establecidos por la USP 35 NF30 y la ICH, demostrando
ser un método lineal, preciso, exacto, sensible, especifico y robusto. Ambos
meétodos son utiles para la evaluacién de nuevas formulaciones y para el control
de calidad lote a lote del producto comercializado.

Palabras claves: Deflazacort, ensayo de disolucién, HPLC.
ABSTRACT

The dissolution test represents an important quality control test that serves as
an indicator of critical processes in the manufacture of a solid dosage form. This
test simulates the behavior of a tablet within the GIT before drug absorption by
the body. Dissolution test conditions were developed for 6 mg Deflazacort
tablets made by the research and development department of a Venezuelan
national laboratory. The Deflazacort is a steroid used in patients with cancer,
organ transplantation, and severe respiratory gastrointestinal diseases. The final
conditions were Apparatus 2 (paddles), 900 mL of 0.1% SDS, 37 ° C, 50 rpm
and sampling time 30 minutes with a Q = 75%. The developed dissolution test
proved to be sensitive to faults in the process of product manufacturing.
Additionally, generic and Calcort ® Novartis Laboratories samples were
evaluated, showing it's been good in both products manufactured by different
laboratories. For quantification of Deflazacort a method using reversed-phase
high resolution liquid chromatography with PDA detection was adapted. The
chromatographic conditions were a 5uC18 Symmetry column, ACN:water



(45:55) as a mobile phase, 1 mL / min as a flow rate with a wavelength of 244
nm for detection. In this work we also present the validation of this stability-
indicating HPLC method using criteria set by USP 35 NF30 and ICH, showing to
be linear, precise, accurate, sensitive, specific and robust. Both methods are
useful for testing new formulations and quality control batch to batch of
commercial products.

Keywords: Deflazacort, dissolution test, HPLC.
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1. INTRODUCCION

El ensayo de disolucion es una prueba de caracter farmacopéico que mide la
velocidad de disolucion; la cual viene dada por la cantidad de farmaco presente
en una forma de dosificacion sélida, que se disuelve por unidad de tiempo bajo
condiciones estandarizadas de interfase liquido/sdlida, temperatura vy
composicién del solvente. La disolucién del farmaco depende de la constante
de disolucion intrinseca (Kd), la cual se estudia determinando la velocidad de
disolucién del farmaco en un comprimido sin excipientes y con area superficial

fija (Hanson, 1990).

El objetivo del estudio de la disolucion intrinseca es determinar la velocidad
(cantidad/tiempo y extension) a la cual el farmaco se libera de la forma
farmacéutica, segun la ecuacion de Noyes-Whitney, modificada por Underwood

y Cadwallader:

dM— kd A(C C
dt_ (S )

Donde; M = masa de sustancia remanente para ser disuelta
A = area superficial del farmaco expuesta al medio de disolucion
Cs = concentracion de disolucion (solubilidad)
C = concentracion del farmaco en el medio al tiempo t

kd = constante de disolucion intrinseca (Hanson, 1990).
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La constante de velocidad de disolucion intrinseca (Kd), varia de farmaco a
farmaco y es una funcién del coeficiente de difusion del farmaco (D) y el
espesor de la interfase sdlido/liquido (l). Esto implica que la velocidad de
disolucion influye directamente en el control de la liberacion del farmaco de la
forma farmacéutica, de forma tal que si Kd > 1 mg/min.cm?, implicaria una
liberacién sin problemas. Un valor de Kd < 0.1 mg/min.cm?, implicaria limitacién
en la velocidad de liberacion afectando la biodisponibilidad del farmaco
(Hanson, 1990). Si se aumenta la velocidad de agitacion, el espesor de la
interfase liquido/solida disminuye progresivamente; por lo tanto, Kd es una

funcién de la prueba de disolucion (Remington, 1987).

En formas farmacéuticas solidas de farmacos poco solubles, la desintegracion
es rapida pero la disolucion es lenta y una adecuada absorcion solo se logra
controlando la solubilidad intrinseca del farmaco, siendo en estos casos la
seleccién de los excipientes de la formulacion un factor importante para mejorar
la solubilidad, es por ello que debe evaluarse la disolucion a través de un

ensayo normalizado, robusto y confiable.

El ensayo de disolucion ha tomado mayor importancia a lo largo de los afios. El
papel del proceso de disolucion en la eficacia de una forma farmacéutica solida,
ha sido objeto de extensas investigaciones desde la década del 50 (Ver Tabla
[). Sin embargo, es a partir de 1970 cuando se convierte en una prueba de

caracter farmacopéico por la relacion directa entre la velocidad de disolucion y
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la absorcion de un farmaco; convirtiendose en una prueba fisicoquimica

utilizada en el control de calidad de los diferentes lotes de produccion.

Tablal. Aspectos Cronolégicos de la disolucion. En la tabla se muestra la cronologia de los
hallazgos del ensayo de disolucién a lo largo de los afios hasta la actualidad.

Afo Hallazgo
1950* La prueba de desintegracion se oficializa en la USP XIV.
Se desarrolla el método de botella rotatoria para estudiar las formulaciones de
1958* liberacién prolongada.
- Se reconoce que la desintegracion es un proceso esencial para la biodisponibilidad.
1960* - El Panel Conjunto USP-NF reconoce la necesidad de una prueba de disolucion
estandarizada.
1970* Aparece en la USP XVIII la primera prueba oficial de disolucién.
1975* La USP recomienda dos aparatos para las pruebas de disolucién.
— La USP establece el uso de Calibradores
— La USP publica un estudio para tres Calibradores: Prednisona (desintegrante),
1978+ Acido salicilico (no desintegrante).
— La USP y la FDA enfatizan la necesidad de obtener una prueba de disolucién
estandarizada.
— La FDA publica “Guia para la prueba de disolucién”
1990* Se incorppran a la USP XXII aparatos 3, 4, y 5 para la disolucién de parches
transdérmicos.
1995+ La USP XXIII incorpora 2 nuevos aparatos para productos de liberacién prolongada
y enumera los 7 aparatos.
1997+ La Guia para la in_dustria Farmacéutica de la FDA, se hace obligatoria para las formas
farmacéuticas sdlidas orales.
2000** | La FDA publica varias Guias relacionadas con disolucion.
Se publica la Norma Venezolanas de Biodisponibilidad y Bioequivalencia de
2004*** | Productos Farmacéuticos, donde se hace de obligatorio el ensayo de disolucién para

productos farmacéuticos solidos orales, bien sea innovadores 6 genéricos.

* Rockville, 2008
** EDA, 1997
*** Normas Venezolanas de Biodisponibilidad y Bioequivalencia de Productos Farmacéuticos, 2004

Siendo actualmente el ensayo de disolucion la Unica prueba de control de

calidad que evalta la velocidad de disolucion de un farmaco presente en un

medicamento por unidad de tiempo bajo condiciones estandarizadas de

interfase liquido/solido, temperatura y composicion del solvente. (Hanson,

1990).
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El ensayo de disolucidon también permite evaluar aquellos farmacos, que son
absorbidos por difusién pasiva, determinando la velocidad (cantidad/tiempo y
extension) a la cual el farmaco se libera de la forma de dosificacion, siendo de
gran utilidad como simulador “in vitro” del comportamiento “in vivo” de productos
farmacéuticos. Por lo tanto, el principal factor que afecta la absorcion del
farmaco es generalmente la liberacion del principio activo; la cual puede ser
afectada por una deficiente formulacibn o la aplicacion inadecuada de

tecnologia en el desarrollo de la forma farmacéutica.

Esto trae como consecuencia que la curva dosis-respuesta tenga amplio rango
de efectividad, debido a las variaciones de la biodisponibilidad que se traduce
en respuestas terapéuticas inadecuadas. Si la velocidad de disoluciéon es lenta
o incompleta, el nivel sanguineo alcanzado con el farmaco resultara bajo e
insuficiente para lograr un efecto terapéutico adecuado. Si la velocidad de
disolucién es muy rapida puede provocar saturaciones del sitio de absorcion o
nivel sanguineo elevado. De ahi que hoy dia se conceda enorme importancia a

la cinética de disolucion de farmacos, a partir de una forma farmacéutica sélida.

El ensayo de disolucion asegura la calidad del producto lote a lote y su
optimizacion después de un cambio en manufactura, formulacion vy
escalamiento del proceso, permitiendo controlar el comportamiento tecnolégico
del producto farmacéutico, ya que proporciona evidencia que permite establecer
una correlacion de los parametros “in vivo’/ “in vitro” para evaluar la liberacién

del farmaco en el sitio de absorcion (Rockville, 2008).
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Este ensayo debe especificar las condiciones, tales como velocidad de
agitacion, duracion del ensayo, medio de disolucién, volumen, temperatura,
limites de aceptacion y descripcion del método analitico para la cuantificacion

del farmaco (Remington, 1987).

El desarrollo del ensayo de disolucién se realiza en aparatos de disolucion
calibrados, y siguiendo las recomendaciones descritas en las diferentes guias
de la FDA y en los Capitulos de la USP35 NF 30 secciones <711>, <724>,
<1087>, y <1088> para Disolucion, Liberacibn de Farmacos, Disolucion
Intrinseca, Evaluacién de Formas Farmacéuticas y Correlacion In Vitro/In Vivo
respectivamente. Estas pruebas de disolucién son métodos de control “in vitro”
gue permiten evaluar las caracteristicas de liberacién de un farmaco desde su
forma farmacéutica a un medio de disolucion apropiado en condiciones
experimentales cuidadosamente estandarizadas. De forma general, se realiza
en un minimo de seis comprimidos, en donde el volumen del medio de
disolucién es establecido por la condicién “Sink” del medio de disolucion. Luego
de alcanzar la temperatura de 37°C, la forma farmacéutica solida es sumergida
en el medio de disolucién a tiempo cero, utilizando la velocidad de agitacion vy el
tipo de aparato especificado. La toma de la muestra se realiza al tiempo

establecido en la monografia, se filtra y analiza para determinar el porcentaje de

farmaco disuelto.
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Los equipos de disolucion deben estar calibrados y calificados, manteniendo
bajo control las variables que pudieran interferir en el analisis, garantizando asi
la fiabilidad de los resultados. En la actualidad las principales farmacopeas del
mundo incluyen métodos, técnicas y normas al respecto, con el fin de asegurar
la efectividad de los medicamentos elaborados por los laboratorios industriales.

(Hanson, 1990).

Los medios de disolucién utilizados generalmente son Agua, Medio HCI 0,1N;
Medio Buffer Acetato pH 4,5 y Medio Buffer Fosfato pH 6,8. Para farmacos
insolubles o poco solubles en agua, la FDA (1997) recomienda utilizar algun
agente surfactante para coadyuvar en la disolucion. El agente ampliamente
utilizado es el dodecilsulfato de sodio (SDS) en una concentracibn maxima
permitida del 3%, sin embargo, el afladido de surfactante debe ser determinado
experimentalmente teniendo como objetivo el uso de la menor cantidad de
tensoactivo con la cual se solubilice no mas del 85% del principio activo de la

forma farmacéutica (FDA 1997).

La USP 35 (2012), clasifica en la Categoria Ill (caracteristicas de desempefio,
disolucion) al ensayo de disolucion. En el cual se debe realizar el estudio de la
precision para la validacion, mientras que los restantes parametros se evallan

dependiendo de la naturaleza especifica del ensayo.
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La USP describe los criterios de aceptacion, siendo Q la cantidad de ingrediente

activo disuelto expresado como porcentaje del contenido declarado (Ver tabla

).

Tabla II. Criterios de aceptacion para el analisis de disolucion de formas farmacéuticas
soOlidas de liberacion inmediata. La tabla muestra los niveles de analisis, el nimero de
muestras a analizar en cada caso y los criterios para la aprobacion o rechazo de cada nivel.
(Tomado de USP 35 NF 30, 2012).

Nivel yr%ngzé% Criterios de aceptacion
S(1) 6 Cada unidad no debera ser menor que Q + 5%.
El promedio de 12 unidades [S(1)+S(2)], deber
S(2) 6 ser igual o mayor que Q, y ninguna unidad debera ser menor
que Q -15%.
El promedio de 24 unidades [S(1)+S(2)+S(3)] debera ser
S(3) 12 igual o] mayor que Q, no mas de 2
unidades deberan ser menor de Q-15%, y ninguna unidad
deberé ser menor que Q -25%.

La importancia del ensayo de disolucion segun la USP 35 NF 30 seccion

<1088> (2012), viene dada por:

Predecir el desempefio “in vivo” del principio activo, ya que ha logrado
demostrar su importancia en simulador de las condiciones “in vivo”,
permitiendo ajustar las especificaciones de disolucién adecuadas para cada
formulacion.

Permitir establecer un criterio en la seleccion de la formulacibn mas
adecuada para desarrollo, suministrando los datos iniciales de las
formulaciones o lotes con diferentes caracteristicas biofarmacéuticas. Las
variaciones en la velocidad de disolucion “in vitro”, deben ser acompafadas
solo por cambios en los procesos y componentes que se espera varien
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durante el proceso normal de manufactura (variables de produccion
criticas), desarrollando un ensayo de disolucién que pueda distinguir entre

las formulaciones o lotes preparados. (Bergum, 1990).

Controlar la calidad proporcionando evidencia sobre la consistencia fisica
del producto y el proceso de fabricacién, haciendo la extraccion de
muestras en puntos criticos del proceso. Estas muestras son sometidas a
ensayos, generalmente rapidos y sencillos, que permiten comprobar si el
producto cumple con las especificaciones correspondientes a la etapa que
se esta llevando a cabo. Adicionalmente, la disolucion es un excelente
ensayo para evaluar la calidad del producto final, ya que es capaz de
discriminar fallas en el proceso de fabricacibn o cambios en la formula

maestra. (FDA, 1997).

Evaluar la Calidad lote a lote, siendo util durante las primeras etapas del
desarrollo del producto y de su formulacion éptima para la biodisponibilidad

del farmaco, demostrando que el principio activo se disuelve correctamente.

Establecer un criterio en los cambios referentes al escalamiento y post-
aprobacion del producto, al realizar pruebas de disolucion a varias
formulaciones y obtener resultados que demuestren que las mismas son
bioequivalentes lo cual permite asumir que produciran el mismo efecto
terapéutico, permitiendo realizar cambios en la formulacion sin afectar la

eficacia terapéutica del medicamento. (FDA, 1995).
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- Evaluar la estabilidad del producto, luego de la comercializacion, con la
finalidad de garantizar la reproducciéon de la calidad del disefio en los lotes
de comercializacion. (Hanson,1990)

- Permitir a las entidades regulatorias tomar la decisibn de otorgar la
autorizacion para la comercializacion y la evaluacion de cambios menores
en la formulacién y procesos de fabricacién post aprobacién, por eso se
convierte en un requisito regulatorio de formas farmacéuticas solidas.
(Normas Venezolanas de Biodisponibilidad y Bioequivalencia de Productos

Farmacéuticos, 2004)

Existen diferentes factores que influyen en la velocidad de la disolucion de
formas farmacéuticas solidas tales como:

1) El estado amorfo o cristalino del farmaco donde la forma amorfa es mas
soluble que la cristalina, asi mismo en farmacos polimorfos, presenta
mayor solubilidad que la forma metaestable. Por otra parte son mas
solubles las formas hidratadas que las anhidras. Todos estos factores
relacionados con la formulacién del farmaco modifican el proceso de
absorcién, pudiendo afectar la biodisponibilidad del farmaco (Cardoso,
2008).

2) El estado quimico (4cido, base o sal), las sales son mas solubles.

3) Las propiedades fisico-quimicas del farmaco, siendo la condicién “Sink”
determinante en la disolucion. Esta condicion establece que el volumen
de medio de disolucion debe ser de 5 a 10 veces mayor que el requerido

para obtener una solucién saturada.
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4) A menor tamafio de particula, mayor area superficial, mayor solubilidad.

5) A menor dosis mayor solubilidad. Dosis altas provocan saturacion
debido a la cantidad acumulada de farmaco disminuyendo la velocidad
liberacion.

6) La capacidad de humectacion de la forma farmacéutica.

7) La capacidad de penetracion del medio de disolucion.

8) El proceso de desintegracion y disgregacion.

9) Las caracteristicas fisicoquimicas de los excipientes (diluyentes,
desintegrantes, lubricantes, granulantes, etc).

10) Las caracteristicas tecnoldgicas tales como tamafio del granulo,
distribucion, fuerza de compresion y la humedad durante el proceso de
granulacién y compresion; debido a que estos factores intrinsecos de la
formulacién afectan la capacidad de disolucion de un farmaco (Hanson,

1990).

Para la cuantificacion del principio activo en el ensayo de disolucion la
metodologia analitica mas recomendada es la cromatografia liquida de alta
resolucién en fase reversa (HPLC-RP), la cual es un tipo de cromatografia en
columna utilizada para separar los componentes de una mezcla basandose en
diferentes interacciones quimicas entre las sustancias analizadas y la columna
cromatografica. Su elevada resoluciéon permite la purificacion de rutina de
mezclas cuya separacibn no se consigue por otras técnicas, su velocidad
permite que la mayor parte de las separaciones se consigan significativamente

en tiempos menores a 10 minutos.
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Su elevada sensibilidad permite la valoracion cuantitativa exacta y precisa.
Permite la automatizacion, buena estabilidad, reproducibilidad, amplio margen
de respuesta lineal, bajo volumen muerto, logra minimizar el ensanchamiento
de la banda cromatogréafica y es insensible a cambios presion y temperatura.
Todas estas ventajas cumplen con los criterios establecidos por la FDA para
glucocorticoides, siendo muy importante la exactitud y precision en la
cuantificacion del principio activo con la finalidad de garantizar la calidad del

producto final que sera dispensado al paciente (FDA, 1997).

Usualmente esta técnica permite obtener separaciones en minutos, por lo tanto
se requieren columnas de alta tecnologia y sistemas de bombeo de alta

presion.

Los métodos de HPLC proporcionan muy buena informacion de tipo
cuantitativo, efectuando analisis con precision del 1%. Los detectores actuales

tales como el Detector de Arreglo Regular de Diodo (PDA) proporcionan buena

sensibilidad y segun el tipo de muestra suelen detectar y cuantificar hasta lo_gg
(nanogramos), con la ventaja adicional que permite la evaluacién del analito de
interés a diferentes longitudes de onda solo con una inyeccién del mismo

(Skoog, 2000)

La cromatografia en fase reversa se basa en el principio de separacion de
mezclas, fundamentado en la velocidad de desplazamiento diferencial que se
establece entre el analito que interactla con la fase movil y la fase estacionaria,

empacada en columnas, permitiendo analizar gran variedad de compuestos;
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ionicos, labiles, polimeros y poli funcionales de alto peso molecular.
Proporcionando un sistema de gran resolucion por la utilizacion de columnas de
diametros pequefios y gran selectividad debido a la combinacion de solventes

en las fases moviles. (Regnault, 2005)

Segun la USP 35 NF 30 seccién <621> (2012), en cromatografia existen una
amplia variedad de columnas disponibles, siendo necesario definir las
condiciones cromatograficas de forma especifica, debido a los procesos que
tienen lugar en la columna durante la separacién. Estos contribuyen a la
variacion de los parametros cromatograficos del pico, el ensanchamiento de la
banda y factores que afectan los procesos termodindmicos y cinéticos dentro de
la columna, debido a las interacciones del farmaco con las fases estacionaria y

movil (transferencia de masa) (Marques, 2002).

En cromatografia liquida se usan velocidades de flujo en rangos mayores que
en la cromatografia de gases, para hallar un valor minimo de ancho de pico,
como lo sefiala la ecuacién de Van Deemter, lo cual indica que la altura
equivalente al plato tedérico es menos dependiente del flujo de la fase movil

(Regnault, 2005).

La cromatografia liquida de alta resolucion utilizada como técnica analitica para
el control de calidad de medicamentos debe ser validada de acuerdo a las

normativas internacionales vigentes.
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En general, las siguientes condiciones de validacion deben considerarse, segun

la Guia Q2 de la Conferencia Internacional de Armonizacién (1994):

La prueba de aptitud del sistema.

- Laidoneidad del sistema usando calibradores

- Validacién de los procedimientos manuales y automaticos

- Validacién de cualquier etapa determinante en la prueba de
disolucion

- Validacién del método analitico en general.

Los pardmetros de la validacion de métodos cromatograficos segun la USP 35
NF 30 seccion <1225> (2012) son pruebas experimentales que demuestran
cientificamente que un método analitico tiene las caracteristicas de desempefio
gque son adecuadas para cumplir los requerimientos de las aplicaciones
analiticas pretendidas. Implica la demostracion de las fuentes de variabilidad,
error sistematico y el azar en un procedimiento, no solo dentro de la calibracion

sino en el andlisis de muestras reales.

En conclusion los parametros exigidos son:

1. Especificidad.

2. Linealidad y rango.

3. Exactitud y precision.

4. Limites de cuantificacion y deteccion.
5. Robustez.

6. Estabilidad de la muestra.
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El objetivo de la validacion de un procedimiento analitico es demostrar que es

apto para el proposito indicado. (ICH Guideline Q2A ,1994)

En la validacidon de los ensayos de disolucidén se pretende otorgar una fiabilidad
adecuada al uso rutinario del mismo. La Farmacopea de Estados Unidos, USP
35 NF30 seccion <1029> (2012), plantea para el ensayo de disolucion el
estudio de la precision; sin embargo, en otros reportes o fuentes se incluyen
aspectos tan importantes como la especificidad con respecto al placebo,

linealidad, precision y la influencia de la filtracion. (Rockville, 2008).

La validacion de las metodologias analiticas persiguen como objetivo demostrar
precision, exactitud y reproducibilidad en el tiempo. Los parametros a validar
segun el Comité de Armonizacion Internacional son Linealidad y Rango,
Exactitud, Precision, Limite de deteccidn y cuantificacion, Especificidad,
Robustez y estabilidad, los cuales son evaluados en el presente trabajo.
Mientras que la validacion del ensayo de disolucion es importante para la
demostracion de resultados confiables; principalmente en los ensayos de
disolucidon de esteroides reportados (Ver Tabla Ill). En la USP 35 NF 30, los
analisis cuantitativos de esteroides son realizados por diferentes métodos tales

como espectrofotométrico y mediante RP- HPLC.

En la actualidad no existen reportados analisis de cuantificacién ni de disolucion

de Deflazacort en las guias farmacopéicas americana, europea, britanica y
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japonesa. Solo existen publicaciones en revistas cientificas internacionales (Ver
Tabla V).
Tabla lll. Condiciones de ensayos de disolucion de Esteroides en la USP 35 NF 30. La

tabla muestra las diferentes condiciones de los ensayos de disolucién de esteroides descritos
en la farmacopea americana.

Principio . [Vol.| Vel. | Temp [Tiempo . i
Activo®™ Aparato |Medio L)l rom)| (+1:0,5°¢)| (min) Método analitico
Betametasona 2 Agua | 900 | 50 37 45 RP-HPLC 254nm
Cortisona 2 *OS ?(2 1000} 50 37 45 UV 242 nm
Dexametasona| 1 0H1C|11 500 | 100 | 37 45 VIS 525 nm
Hidrocortisona 2 Agua | 900 | 50 37 30 UV 248 nm
Prednisona 500
<10mg 2 Agua 50 37 30 UV 242 nm
900
>10mg
Triamcinolona 1 OH1C lll 900 100 37 45 UV 238 nm

*Cumple con el 3% de SDS aprobado por la FDA y USP.
**E| Q debe ser mayor de 75% y no mayor de de 85% para todos los esteroides.

El Deflazacort es un esteroide de nueva generacion, derivado de la
prednisolona, cuya estructura y formula molecular se muestra en la figura N°1;
de férmula quimica CysH3NOg peso molecular 441.517 g/mol y numero

CAS/SN 14484-47-0.

Figura N° 1. Estructura molecular del Deflazacort. La siguiente figura muestra la estructura
molecular del Deflazacort y su nomenclatura quimica es: 1lbeta, 21-Dihydroxy - 2'- methyl -5'-
betaH-pregna - 1,4 - dieno [17,16-d] oxazole - 3,20 - dione 21- acetate. (The Index Merck,
2001).
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El Deflazacort se presenta como un polvo blanco, fino, cuya absortividad molar
es 352,5; punto de fusion entre 252-258 °C, humedad menor a 1%, rotacion
especifica entre +58.0° y +68.0°, solubilidad de 1% en acetonitrilo y metanol,
0.5 % cloroformo y 0.01% en agua. Debe mantenerse almacenado en envases

bien cerrados a una temperatura de 25 °C. (The Index Merck, 2001).

El Deflazacort es un glucocorticoide con propiedades antiinflamatorias e
inmunosupresoras indicado para el tratamiento de enfermedades alérgicas,
reumaticas, dermatoldgicas, respiratorias, hematoldgicas, renales, neoplasicas
y trasplantes. La dosificaciéon recomendada en pacientes adultos va desde 120

mg hasta 18 g una vez al dia. (Goodman y Gilman, 1991).

Se absorbe a nivel gastrointestinal, logrando altas concentraciones plasmaticas
rapidamente, sufre metabolismo de primer paso, actuando sobre los receptores
intracelulares aumentando o disminuyendo la sintesis proteica influyendo sobre
el metabolismo de carbohidratos y proteinas; se elimina por via renal (Goodman

y Gilman, 1991).

A nivel del sistema nervioso central produce aumento del estado de animo,
sensacion de bienestar, cambios del comportamiento, euforia, insomnio,
aumento de la actividad motora, ansiedad, depresion y psicosis (Goodman y
Gilman, 1991). Se debe tener especial cuidado en pacientes diabéticos,

hipertensos, con deficiencias renales y trastornos mentales. (Harrison, 2002).
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En el mercado venezolano el Deflazacort existe, bajo el nombre comercial de
Calcort® de 6 mg y 30 mg. El Deflazacort ha sido estudiado como materia
prima, producto terminado y en diferentes matrices biologicas (Ver Tabla V),
utilizando la cromatografia liquida de alta eficiencia como método analitico;

debido a que es una técnica precisa, exacta y confiable.

Tabla IV. Condiciones cromatograficas de Deflazacort en diferentes matrices. La tabla
muestra las condiciones cromatograficas de los diferentes estudios realizados previamente con
el Deflazacort

. Longitud
Referencia| Método Columna Fa,s? Flujo T%\mp de onda | Observacién
movil  f(mL/min){ (°C) (nm)
Santos . .
y col RP- HPLC Columnas C18. THE: 1 N | ne | ne | Metabolitos
(1994) Agua en orina
Bernareggif THF : Mayor
y col RP- HPLC Sep-Pak Plus C18 Agua NE NE NE potencia que
(1997) gradiente [betametasona
Santos . BuOH: .
(y col) RP- HPLC o8 Hypersil (/g\ggua) 05 | NE | 245 M:;agﬁgfs
1999 ' :98).
Santos . ACN: .
y col RP- HPLC Lo 18 Hypersil Agua 1 |30c| 245 M:;agﬁgg’s
(2007) ' (65:35).
Cardozo | Espectrofotometria Andlisis de
(2008) uv NA NA NA NA 245 Tabletas
C18 MeOH: o "y
Sp(‘;g"(;‘g)eo RP- HPLC Phenomenex Agua | 08 22%0%' 245 A'?:tl)llselfa(ie
250mmx4.6mm,4.5um | (80:20).
ACN: P
RP- HPLC Columnas C18. Agua 1 NE | 244 A?;t!)llséfaie
Piazzon (80:20).
(2010) Colorimétrica,
redox con azul NA NA NA NA 244 Andlisis de
tetrazolio en Tabletas
medio alcalino
Espectrofotometria P
Patel " 1,yv, usando MeOH NA NA NA | NA | 243 | Andlisisde
(2011) como solvente Tabletas

Leyenda: NA: no aplica; NE: no especifica; ACN: acetonitrilo; MeOH: metanol; BuOH: butanol; THF: tetrahidrofurano

Las metodologias analiticas sefialadas en la Tabla IV, presentan ensayos de
disolucion de Tabletas, asi como cuantificacion de Deflazacort por

cromatografia liquida de alta resolucion y espectrofotometria UV-Vis.
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Se han reportado ensayos de disolucion desarrollados para diferentes principios
activos y formas farmacéuticas en el postgrado de Aseguramiento de la Calidad
de la Facultad de Farmacia de la UCV, utilizando como método para la
cuantificacion del analito de interés la cromatografia liquida de alta resolucion
en fase reversa (RP-HPLC) acoplada a detector de arreglo regular de diodos.
Adicionalmente se han reportado en la literatura el ensayo de disolucion para

las tabletas de Deflazacort en dos presentaciones (Ver tabla V).

Tabla V. Condiciones finales en desarrollos de ensayos de disolucidn. La tabla muestra las
condiciones de ensayos de disolucién de los diferentes farmacos y del deflazacort en tabletas.

. Principio activo
Referencia | Aparato | Medio Volumen | Velocidad Temperatura Método Analitico | Tiempo y forma
(mL) (rpm) (Cx0,5) f P
armacéutica
i 3,6,9 . Lo
Avilan NaCl -y Nitroglicerina
(2004) 5 0.1N 500 50 32 RP-HPLC hy 12 (Parches)
oras
Rodriguez Tetraciclina
y col 2 Agua 900 75 37 RP-HPLC 60 min (Tabletas)
(2005)
Cardoso 1 (Cap) HCI Espectrofotometria . Deflazacort 30
(2008) 2 (Tab) | 0,IN 900 50 87 UV 242 nm 30 min mg (Tabletas)
Sperandeo HCI . Deflazacort 6
(2009) 2 01N 500 50 37 RP-HPLC 30 min mg (Tabletas)

Leyenda de Aparato: 1= cesta, 2= paleta, 5= paleta sobre disco.

Este trabajo presenta el desarrollo de un ensayo de disolucion de Deflazacort

en tabletas y su cuantificacion por RP-HPLC con deteccién de diodos como

indicador de calidad lote a lote, controlando el proceso de manufactura.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar el ensayo de disolucién de Deflazacort en tabletas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Adecuar la metodologia analitica del fabricante de la materia prima, al

ensayo de disolucion para la cuantificacion del Deflazacort.

2. Validar el método analitico para la determinacion de Deflazacort siguiendo
los parametros establecidos por la USP 35 NF 30 y la Guia Q2 de la

Conferencia Internacional de Armonizacion.

3. Determinar las condiciones del ensayo de disolucién, para el Deflazacort en
tabletas, de acuerdo a la Guia para la Industria Farmacéutica de la FDA y la

USP 35 NF 30.

4. Evaluar distintas muestras de Deflazacort en tabletas utilizando el ensayo de

disolucién desarrollado, siguiendo los criterios de aceptacion establecidos la

USP 35 NF 30 para formas farmacéuticas solidas de liberacion inmediata.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Equipos:
Equipo de cromatografia liguida Marca Waters con bomba 600E con
inyector automatico modelo 717 y detector de Arreglo de Fotodiodo modelo
996 acoplado a un computador personal con software Millenium 32®
(Waters, Cienvar, Caracas-Vzla). Equipo para ensayo de disolucion SRP8
plus acoplado a muestrador automatico modelo DISSOETTE Il (Hanson
Research, Cienvar, Caracas-Vzla). Balanza analitica marca Ohaus modelo
Adventurer TM (Cientifica Miranda, Caracas-Vzla). Balanza analitica Mettler
Toledo AG245 (Cientifica Miranda, Caracas-Vzla). Potenciémetro marca
Thermo modelo Orion 420 (Cientifica Miranda, Caracas-Vzla) Ultrasonido
FS14H (Fisher Scientific, Cientifica Miranda, Caracas-Vzla). Equipo de
Osmosis reversa cascada RO marca PALL® Ultrapure Water Purification
Systems (Cienvar, Caracas-Vzla). Ultrapurificador de agua Nanopure
(Barnstead) con filtro final de 0.22u, Bomba de vacio Gasp (Cientifica

Miranda, Caracas-Vzla).

3.2 Materiales y Reactivos:

Columna cromatografica C18 Symmetry® 54 150 mm x 3.9 mm DI Lote N°
0224381191 (Marca Waters, Cienvar, Caracas-Vzla). Membranas de filtracion
tamafio de poro de 0,22 pum de Celulosa y 0.45 pm de Nylon (Advantec,
Didacta, Caracas-Vzla.). Agua grado HPLC. Acido Clorhidrico (Riedel de Haen,
Didacta, Caracas-Vzla). Fosfato dibasico de sodio trihidratado (Riedel de Haen,

Didacta, Caracas-Vzla). Acido fosférico (Merck, Didacta, Caracas-Vzla). Acetato
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de sodio trihidratado (Riedel de Haen, Caracas-Vzla). Acido acético (Merck,
Didacta, Caracas-Vzla). Dodecilsulfato de sodio (Merck, Didacta, Caracas-
Vzla). Perdxido de Hidrogeno 35% (Riedel de Haen, Caracas-Vzla). Acetonitrilo
grado HPLC (Merck, Caracas-Vzla). Bombona de helio (Airgas, Caracas—Vzla).
Estandar de referencia: Patron secundario 99,2 % de pureza en base seca
Lote No. 52-20090301 (Seletchemie, Calier, Caracas-Vzla) (Ver anexo
certificado de calidad).

Muestras: Tabletas de Deflazacort preparadas por el Departamento de
Investigacion y Desarrollo de un Laboratorio Nacional, Caracas-Vzla.

Formula porcentual:

Deflazacort 6%
Diluente A 45,75%
Diluente B 45,75%
Desintegrante C 2%
Lubricante D 0,50%

Las especificaciones de las tabletas evaluadas fueron las siguientes:
v' Aspecto: tabletas circulares, lisas, color blanco sin imperfecciones.
v" Rango del Peso promedio: 87,00 mg y 97,00 mg.
v" Peso promedio experimental segiin USP 35 NF 30: 93,15 mg.
v' Dureza entre 3-5 Kp.
v' Diametro 0,6 mm +/- 0,05mm.
v' Espesor entre 0,4 mm +/- 0,05mm.
v" Friabilidad menor a 1%.
v' Desintegracion menor a 5 minutos, en agua a una temperatura de

37°C.
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Placebo: Tabletas manufacturadas en el Departamento de Investigacion y

Desarrollo de un Laboratorio Nacional, Caracas-Vzla, con la siguiente formula

maestra:
Deflazacort 0%
Diluente A 48,75%
Diluente B 48,75%
Desintegrante C 2%
Lubricante D 0,50%

Muestras con defectos: Tabletas manufacturadas en el Departamento de
Investigacion y desarrollo de un Laboratorio Nacional, Caracas-Vzla, con las

siguientes férmulas maestras.

*1 Doble del lubricante

Deflazacort 6%
Diluente A 45,5%
Diluente B 45,5%
Desintegrante C 2%
Lubricante D 1,0%

* 2 Durezas mayores a 5 Kp

Deflazacort 6%
Diluente A 45,75%
Diluente B 45,75%
Desintegrante C 2%
Lubricante D 0,50%

*3 Cambio del lubricante

Deflazacort 6%
Diluente A 45,75%
Diluente B 45,75%
Desintegrante C 2%
Lubricante E 0,50%
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3.3. Metodologia Analitica
3.3.1 Preparacion de las Tabletas

La formula maestra utilizada en la fabricacion de las muestras fue la siguiente

Deflazacort 6%
Diluente A 45,75%
Diluente B 45,75%
Desintegrante C 2%
Lubricante D 0,50%

Se utilizé la técnica de manufactura a continuacién, identificando los puntos
criticos de control de la misma:
- Se verifico las pesadas de cada uno de los insumos segun orden de
produccion (punto critico de control).
- Se tamizd por malla N° 20 el 22,88 % del diluente Ay 22,88 % del
diluente B.
- Se mezcloé por un lapso de 10 minutos.
- Se afadié el Deflazacort y se mezcl6 por 10 minutos (punto critico de
control).
- Se mezclé la segunda porcion de diluente B (22,88 %) previamente
tamizado por malla N° 20 y la segunda porcién de diluente A (22,88
%) y se mezcl6 durante 10 minutos.
- Se pre mezclo el lubricante D, con el Desintegrante C.
- Seincorporo al resto de la mezcla y se agitd por 5 minutos.
- Se inicid la compresion en punzones de 8 mm (punto critico de

control).
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- Se recibid las tabletas en un contenedor adecuado, cerrandolo

herméticamente e identificandolo adecuadamente.

Las especificaciones de las tabletas evaluadas fueron:

Aspecto: tabletas circulares, lisas, color blanco, sin
imperfecciones.

- Peso promedio entre 97,00 mg y 87,00mg.

- Peso promedio experimental segun USP 35 NF 30 de 93.15 mg

- Dureza entre 3-5 Kp.

- Diametro entre 0.6 mm +/- 0.05mm.

- Espesor entre 0.4 mm +/- 0.05mm.

- Friabilidad menor a 1%.

- Desintegracion menor a 5 minutos, en agua a una temperatura de

37°C.

Adicionalmente fueron preparadas tabletas con especificaciones fuera de
control tales como doble afadido del lubricante de la tableta, cambio de un
excipiente y tabletas con una dureza superior a 5 Kp ( Ver formulas maestras

*1, *2 y *3); siguiendo la misma técnica de manufactura.

Formula Maestra *1 Doble del lubricante

Deflazacort 6%
Diluente A 45,5%
Diluente B 45,5%
Desintegrante C 2%
Lubricante D 1,0%
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Formula Maestra * 2 Durezas mayores a 5 Kp

Deflazacort
Diluente A
Diluente B
Desintegrante C
Lubricante D

6%
45,75%
45,75%
2%
0,50%

Formula Maestra *3 Cambio del lubricante

Deflazacort
Diluente A
Diluente B
Desintegrante C
Lubricante E
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3.3.2. Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
3.3.2.1. Preparacion de la Fase Movil
La fase movil se preparé mezclando acetonitrilo (ACN) con agua grado HPLC.
Esta Ultima se obtuvo a partir de un equipo Nanopure con resinas de
intercambio iénico vy filtro final de 0,22 p alimentado con agua de osmosis
reversa. La composicion de la fase movil fue ACN:H,O en diferentes
proporciones (60:40), (50:50), (45:55), (40:60) y (30:70). La mezcla se filtré
utilizando membrana de Nylon de 0,45 p y se desgasificé mediante vacio con
agitacion por 15 minutos, luego ultrasonido por 10 minutos y finalmente

burbujeo con helio durante 10 minutos.

3.3.2.2. Preparacion del Patréon de Deflazacort
El patron de Deflazacort fue suministrado por Selectchemie (Calier C.A,
Caracas Venezuela), el cual declara 99,2 % de pureza en base seca. Se peso6
una cantidad adecuada y se disolvio en ACN, para obtener una solucion madre
de una concentracion de 1 mg/mL. Para la curva de calibracién, se inyectaron
diferentes volimenes de la solucion madre (Ver seccion de resultados tabla N°©
VII). Las cantidades de Deflazacort de la curva de calibracion son 10 pg (10uL),

20 pg (20uL), 45 pg (45uL), 70 pg (70uL), 100 pg (100pL).

3.3.2.3. Preparacion de las Muestras para validacion
Para la preparacion de las muestras se peso una cantidad de polvo de tabletas

equivalente a 10 mg de Deflazacort. Se agitd con ultrasonido por 15 minutos y
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se diluyo con ACN hasta obtener una solucion de aproximadamente 0,1mg/mL

de Deflazacort.

3.3.2.4. Procedimiento
Las pruebas cromatogréaficas se iniciaron utilizando una columna Symmetry C18
54 (150mm x 4,6mm DI). Los andlisis de Deflazacort por HPLC citados en la
literatura (Ver seccidén de antecedentes tabla V), reportan la caracterizacion del
farmaco en formas farmacéuticas orales y matrices bioldgicas con condiciones
cromatograficas similares, adicionalmente este principio activo no posee
monografia oficial. Es por ello que se elige como referencia el método del
proveedor de la materia prima ya que presenta buenos resultados en la
identificacion y cuantificacion del activo con un tiempo de analisis corto. Las
condiciones cromatograficas del método son Columna C18 Symmetry® 5
(150mm x 4,6mm DI), velocidad de flujo 1,5 ml/min, volumen de inyeccion 50
puL, fase movil ACN:H,O (60:40), longitud de onda de deteccién 244 nm, y

tiempo de corrida de 3 minutos.

Basado en estas condiciones, se modificaron algunos parametros a fin de
mejorar la eficiencia del analisis del Deflazacort iniciando con el cambio de la
velocidad de flujo de 1.5 mL/min a ImL/min (Ver Seccion de resultados, Figuras
N°3 y N°4). Luego se evaluaron diferentes proporciones de ACN:H,O tales
como (60:40), (50:50), (45:55), (40:60) y (30:70); con la finalidad de evaluar la
fuerza del solvente obteniéndose como proporcion final (45:55) (Ver Seccion de

resultados, Figura N° 5).
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Los parametros cromatograficos utilizados para la evaluacion de las diferentes
proporciones de fase moévil (FM) fueron factor de cola (T), factor de capacidad
(K), platos tedricos (N) y el tiempo de retencién (Tr) para seleccionar las
condiciones cromatograficas optimas para el estudio del Deflazacort por HPLC

(Ver seccion de resultados tabla VI).

Se realizé la evaluacién del espectro UV de Deflazacort para obtener la longitud
de onda de maxima de absorcion (Ver Seccién de resultados, Figura N° 8) y se
evaluo el pico cromatografico para determinar la pureza espectral, utilizando el

detector de arreglo de diodos. (Ver Seccion de resultados, Figuras N° 4y 6).

Las condiciones cromatograficas finales fueron:
e Columna C18 Symmetry® 5 p (150mm x 4,6mm DI)
e Velocidad de flujo: 1 ml/min
e Volumen de inyeccion: 45 uL
e Fase movil: ACN:H,0 (45:55)
e Longitud de onda de deteccién: 244 nm

e Tiempo de corrida: 5 minutos.

42



3.3.3. Validacion de la Metodologia Analitica:

3.3.3.1. Procedimiento

La validacion del método se realizé segun la USP 35 NF 30 y la Guia Q2 de la

Conferencia Internacional de Armonizacién. Los parametros contemplados en la

validacion son los siguientes:

Especificidad: Se prepardé un placebo siguiendo la férmula maestra y
técnica de manufactura utilizada para la preparacion de las tabletas de
Deflazacort. (Ver seccion 3.3.2.3. Preparacion de las muestras para
validacion). La solucion del placebo se realizd pesando una cantidad
equivalente al peso de polvo de tabletas y enrasando con ACN a
volumen. Luego se analizaron las soluciones del placebo y del placebo
afiadido con estandar de Deflazacort (1mg/mL) para evaluar los
cromatogramas respectivos, a fin de obtener la longitud de onda de
deteccién y la influencia del placebo sobre el pico cromatografico (Ver
Seccién de resultados, Figura N° 9). Adicionalmente se evalud la pureza
espectral del pico cromatografico de Deflazacort en el placebo con
afiadido de estandar para determinar diferencias espectrales entre el
apice y las zonas restantes del pico cromatografico utilizando el detector

de arreglo de diodos. (Ver seccion de resultados Figura N° 10).

Linealidad y Rango: Para la construccion de la curva de calibracion se
utilizd el método de inyeccion de volumenes diferentes de una solucion

de concentracion fija. Este método permite caracterizar el sistema
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automatizado ya que evalua la variabilidad del volumen de inyeccion del
sistema y la respuesta del detector. Adicionalmente, permite eliminar los
errores de pesada y dilucion en concentraciones muy bajas inherentes al

analista que provocan alta variabilidad.

Para cada nivel de la curva de calibracion se inyecté un volumen
determinado de una solucion estandar de Deflazacort de 0,1 mg/mL. La
cantidad de Deflazacort en la muestra del ensayo de disolucién a evaluar
es la correspondiente al nivel intermedio de la curva de calibracién. Este
nivel se calculé tomando como referencia porcentajes de Q entre el 75y
el 80% del farmaco presente en la tableta, tal como lo establece la USP
35 NF 30 para diferentes glucocorticoides. El rango seleccionado para

evaluar la linealidad fue entre 10 - 100 g

El esquema de inyeccién para la curva de calibracion, fue el siguiente:

v" Nivel 1: Tres réplicas de 10uL (10ug).
v Nivel 2: Tres réplicas de 20uL (20ug).
v Nivel 3: Seis réplicas de 45uL (45ug).
v Nivel 4: Tres réplicas de 70uL (70ug).

v" Nivel 5: Tres réplicas de 100uL (100ug).

Se realizaron dos curvas diarias durante tres dias. Las areas promedio
del Deflazacort obtenidas se muestran en la Tabla VII de la seccién de
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resultados (Ver Anexos, Tabla XIV). Utilizando la dispersion de los datos
promedios de las seis curvas de calibracion, se obtuvo la ecuacion de la
linea recta, el coeficiente de regresion, el coeficiente de determinacion y

la pendiente (Ver Seccién de Resultados, Figura N° 11).

Precision del sistema cromatografico: Se determiné inyectando 6 replicas
de 45uL correspondiente al nivel intermedio de la curva de calibracién. Se
determiné el promedio, la desviacién estandar y la desviacion estandar

relativa del area de pico de Deflazacort (Ver Tabla VIII y Figura N° 12).

Exactitud y Precisién del Método: se evalub mediante 9 determinaciones
de tres niveles de concentracion preparados a partir de muestras de
Deflazacort, las cuales se inyectaron por triplicado. Se determind el peso
promedio de 20 tabletas de acuerdo a lo establecido en la USP 35 NF30
(2012). Se prepararon segun el siguiente esquema:
v’ Se pesaron tres muestras alrededor de 24 mg de polvo de
tabletas. En un balon de 10 mL se afiadio fase movil, se mezclo
con vortex por 5 minutos y ultrasonido por 10 minutos, se enraso a
volumen. Se filtr6 por membrana 0,45 u descartando los primeros
mL del filtrado. Se inyecté un volumen de 10 pL.
v'  Se pesaron tres muestras alrededor de 55 mg de tabletas, y

se procedié segun técnica anteriormente descrita.
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v'  Se pesaron tres muestras alrededor de 106 mg de tabletas, y

se procedié segun técnica anteriormente descrita.

Se calcul6 el promedio del porcentaje de recuperacion del Deflazacort y se
determind la desviacion estandar relativa (DER) para obtener la precision del

meétodo (Ver Seccidon de Resultados, Tabla IX y Seccidon de Anexos Tabla XV).

» Limite de Deteccion y Cuantificaciéon: Se obtuvieron de manera
estadistica y experimental. Para el célculo estadistico se utilizaron las formulas
descritas en la Guia Q2 de la Conferencia Internacional de Armonizacion
(1994).
LC + 105 LD + 55
bVN bVN

Donde: LC y LD corresponden a los limites de cuantificacion y deteccion
respectivamente; y, es el promedio del intercepto de las 6 curvas de calibracion;
S, es la desviacion promedio del intercepto; b, promedio de las pendientes y N

el nimero de curvas.

Adicionalmente se obtuvieron ambos limites de manera experimental (Ver
Secciéon de Resultados, Tabla X, Figuras N° 13 y 14), inyectando por triplicado
las siguientes cantidades: 1ug; 0,5ug y 0,125ug; hasta obtener la sefial/ruido

correspondientes a los limites de deteccion y cuantificacion.
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Robustez: La robustez del método analitico se evaluo realizando cambios
en la velocidad de flujo y en la composicion de la fase movil. Los cambios
realizados fueron +/- 0,2 mL/min en la velocidad de flujo y +/-2 % en la fase

organica respectivamente (Ver Seccion de resultados, Tabla XI).

Estabilidad: Se prepararon seis muestras a partir de una solucion madre de
1 mg/ml de estandar de Deflazacort con una concentracion final de 0,0067
mg/ml. Se analizaron al tiempo cero y durante 48 horas posteriores a su

preparacion. Cada muestra fue tratada de la siguiente manera:

v' Muestra # 1. Se afiadi6 1mL de acido clorhidrico al 37%, con la
finalidad de evaluar hidrdlisis acida del Deflazacort, asi como la
inyeccion de acido acético para verificar la desacetilacion de la
molécula por comparacién de espectros (Ver Seccion de
resultados, Figuras N° 15y 16).

v' Muestra # 2: Se afiadié 1mL de hidréxido de sodio al 40%, con la
finalidad de evaluar hidrdlisis basica del Deflazacort (Ver Seccion
de resultados, Figura N° 17).

v' Muestra # 3: Se afiadié 1mL de perdxido de hidrogeno al 35%, con
la finalidad de evaluar oxidacion del Deflazacort (Ver Seccién de
resultados, Figura N° 18).

v' Muestra # 4. Se sometid a 48 horas de luz Ultravioleta, con la
finalidad de evaluar fotdlisis del Deflazacort (Ver Seccion de

resultados, Figura N° 19).
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v' Muestra #5: Se someti6 a tres ciclos de congelacion y
descongelacion, con la finalidad de evaluar degradacion de la
muestra en condiciones extremas de frio (Ver Seccion de
resultados, Figura N° 20).

v Muestra # 6: Se coloc6 en el meson de trabajo a temperatura

ambiente por 5 dias (Ver Seccion de resultados, Tabla XlI).

Adecuacion del Sistema: Se inyectaron 6 replicas consecutivas de 45 pL
(45ug) correspondiente al nivel intermedio de la curva estandar de
Deflazacort. Utilizando el programa Millenium® 32 de Waters se obtuvieron
los valores de namero de platos teéricos (N), Factor de Capacidad (K’),
Factor de cola (T) y tiempo de retencién (Tr) del Deflazacort (Ver seccion de
resultados, Tabla Xlll y Figura N° 21). La adecuacién del sistema se realiz6
y los pardmetros cromatograficos se verificaron durante el andlisis de las

muestras de disolucion.
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3.3.4. Desarrollo del ensayo de disolucion

3.3.4.1. Procedimiento
El desarrollo del ensayo de disolucién se realizdé segun la Seccion <1088> de la
USP 35 NF 30 (2012) y de acuerdo a la Guia para la Industria Farmacéutica de
la FDA (1997) en un equipo SR 8 plus de ocho vasos de 1L de capacidad
acoplado a equipo de muestreo automatico modelo DISSOETTE II, ambos
Hanson Research. Se configurd el sistema con el aparato N° 2 (paletas) y un

volumen de medio 900 mL.

Se evaluaron distintas condiciones del ensayo de disolucién tales como:
1) Velocidades de 50, 75y 100 revoluciones por minuto (rpm).
2) Medios de disolucion: acido clorhidrico 0.1N, agua, buffer fosfato de
sodio pH 6.8 y buffer acetato de sodio pH 4.6.
3) Medios de disoluciébn con afiadido de surfactante en diferentes
concentraciones: acido clorhidrico 0.1N con 0,3% de dodecilsulfato de
sodio (SDS), agua con 0,3% SDS, agua con 0,2% SDS, agua con 0,1%

SDS.

Los medios de disolucion se prepararon y se desgasificaron mediante vacio por
15 minutos, ultrasonido durante 10 minutos y se mantuvieron a 37,0 = 0,5°C.
Para los medios con surfactante se utilizé el procedimiento anterior sin agitacion
para evitar la formacion de espuma. El volumen de muestra fue de 10 mL

utilizando el automuestreador a los 5, 10, 15, 20, 25, 30, 45 y 60 minutos, sin
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reposicion de medio. El tiempo de toma de muestra, enrase y dispensacion fue

el minimo necesario con la finalidad de disminuir la formacion de espuma.

Las muestras fueron llevadas al equipo de cromatografia, y analizadas con las
condiciones cromatograficas desarrolladas y validadas previamente en este
trabajo (Ver Seccion de Metodologia N° 3.3.2.4. Procedimiento y de Resultados

Ne 4.1).

Para tabletas de liberacion inmediata, el 80% del farmaco debe estar disuelto
entre 15 y 30 minutos. Se consider6 construir el perfil de disolucion con mas 5
puntos de muestreo, para la buena caracterizacion del farmaco. Para cada
ensayo se calculo el porcentaje de farmaco disuelto en cada punto de muestreo
y se graficaron contra los tiempos para caracterizar adecuadamente el perfil de

disolucioén.

La férmula para calcular de porcentaje disuelto de Deflazacort (Q) fue la
siguiente:

0 (Am) Co 2V 100
=|—]x xVx —
Ap P d
En donde Am, es area promedio del Deflazacort en la muestra; Ap, es area
promedio en el patrén; Cp es la concentracion del patrén en mg/mL; V, es el

volumen del medio de disolucion y d, la cantidad declarada en mg del principio

activo en la tableta. Se realiz6 la correccion de volumen para cada punto debido
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a la toma de 10 mL de muestra sin reposicion de medio. Para cada tiempo de
muestreo, se determino el valor promedio del area del pico de Deflazacort de
dos inyecciones de cada muestra. La cantidad de principio disuelto se
determind extrapolando en la curva de calibracion los valores promedio de area
de la muestra (Ver Seccion de Anexos, Tablas XVI, XVII, XVIII, XIX, XX, XXI y

XXII).

Se realizaron 19 perfiles en diferentes medios y se compararon para obtener las
condiciones del ensayo de disolucién adecuado para la evaluacién de la calidad

del Deflazacort tabletas (Ver Seccidn de Resultados Figuras N° 22, 24, 25 y 26).

Luego de obtener las condiciones finales del ensayo de disolucion, con la
finalidad de retar el ensayo de disolucion previamente desarrollado, se
realizaron 3 ensayos en tabletas previamente preparadas con distintos defectos
(Ver Seccibn Metodologia Analitica 3.3.1 Preparacion de las tabletas)
conjuntamente con tabletas con proceso de manufactura controlado (Ver

Seccién de resultados, Figura N° 27).

Esta prueba se realizé con la finalidad de verificar que el medio de disolucion y
velocidad de agitacion escogidas como condiciones finales serian capaces de
discriminar entre tabletas fabricadas de forma distinta a las descritas en la

férmula maestra y técnica de manufactura.

51



Las condiciones finales del ensayo de disolucién fueron:
= Aparato: 2 (paletas).

» Velocidad: 50 rpm (+/-4 rpm).

» Medio de disolucion: Agua 0.1% de SDS.

= Temperatura 37°C(+/-0,5 °C).

= Volumen: 900 mL.

= Tiempo: 30 minutos.

» Tolerancia (Q): mayor al 75%.

3.5 Ensayo de disolucion de diferentes tabletas de Deflazacort

Siguiendo los criterios de aceptacion establecidos la USP 35 NF30 para formas
farmacéuticas solidas de liberacion inmediata (Ver Seccion de Antecedentes
Tabla 1), se evaluaron 24 tabletas de Deflazacort 6 mg preparadas en el
Departamento de Investigacion y Desarrollo de un Laboratorio Nacional dentro
de las especificaciones previamente descritas y 6 tabletas de Calcort® 6mg
(innovador) comercializada en Venezuela bajo las condiciones finales del

ensayo de disolucién desarrollado.
Las muestras fueron filtradas y analizadas bajo las condiciones cromatograficas

desarrolladas y validadas previamente en este trabajo (Ver Seccion de

Resultados, Figuras N°27 y 28 y Seccion de Anexos, Tablas XXIV y XXV).

52



4. Resultados y Discusion.

4.1. Meétodo Cromatografico
En la Figura N° 2 se muestra el cromatograma obtenido utilizando el método
suministrado por el proveedor para la determinacion del contenido de
Deflazacort en la materia prima, el cual utiliza como fase movil ACN:H,O
(60:40) con flujo de 1,5 mL/min, Columna Cig, volumen de inyeccion de 20 ul, a
una longitud de onda de 254 nm, con un tiempo de corrida de 30 minutos y un

tiempo de retencion de 1,3 minutos.

4,00
3,00 T
2,00 1

1,00 1

V]
DEFLAZACORT - 1,354

0'00 = T T IA lllll T T T T T T v T T T T T T T v T v T T T T
5,00 10,00 15,00 20,00 25,00 30,00
Minutes

Figura N°. 2 Cromatograma obtenido utilizando el método descrito por el fabricante para
el andlisis de Deflazacort. El cromatograma se obtuvo utilizando como fase mdvil ACN:H,0

(60:40) con flujo de 1,5 mL/min, volumen de inyeccion de 20ul, en una columna Symmetry® C18
de 5y, a una longitud de onda de 254 nm.

Los valores para la adecuacion del sistema obtenidos fueron, un N = 1000; T de
1,29; un K" de 1,7 y Tr de 1,3 minutos. La velocidad de flujo se disminuyé de
1,5 mL/min a 1,0 mL/min con la finalidad de alejar el pico cromatogréafico de
Deflazacort del frente del solvente y se evalué la pureza espectral del mismo

(Ver Figura N° 3).
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DEFLAZACORT - 1,802

DEFLAZACORT - 1,354

2,5
™

Sample Name: dfz 1,5 ml/mi

hutes
n; Date Acquired: 29/09/201113:33:37; Vial: 1; Injection: 1

Sample Name: dfz 1ml/min; Date Acquired: 29/09/201114:16:41; Vial: 1; Injection: 2

Figura N°. 3 Cromatograma obtenido utilizando un flujo de 1,5 y 1,0 mL/min con
condiciones cromatogréficas sugeridas por el fabricante. Se muestra en la figura el
cromatograma obtenido con el proveedor a diferentes flujos de fase mévil 1,5 mL/min (rojo) a
1,0 mL/min (verde) alejando el pico cromatografico de Deflazacort del frente del solvente.

Se logré mejorar la eficiencia del proceso cromatografico obteniendo un N =

2600; T=1,22; K" =2,6 y Trde 1,8 minutos. Los graficos de pureza obtenidos

demuestran un angulo de pureza menor al umbral solo en el &pice del pico

donde la concentracion del Deflazacort es mayor. En el resto del area se

observa la linea del umbral por encima de la pureza, lo que sugiere interferencia

debida al frente de solvente (Ver Figura N° 4).
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DEFLAZACORT - 1,802

Figura N°. 4 Gréficos de Pureza obtenidos para el Deflazacort a flujos de 1,5
con condiciones cromatograficas del fabricante de la materia prima. Se
valores del angulo de pureza (PA) y del umbral (TH) para ambos cromatogramas.
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Con la finalidad de seguir mejorando la cromatografia, se evaluaron diferentes

proporciones de la fase maovil (Ver Figuras N° 5, 6 y Tabla VI).

1,60 ——— Sample Name:dfz 5050
Sample Name:dfz 4060
——— Sample Name:dfz 3070

1,40 Sample Name:dfz 4555

Deflazacort- 2,359

1,20

Deflazacort-4,059

1,00 4

Deflazacort—3,456

20,80

0,60 -

Deflazacort-7,834

0,40 -

0,20

Figura N°. 5 Cromatogramas de Deflazacort obtenidos de la evaluacion de la fuerza del
solvente con flujo de 1,0 mL/min. Se muestran los cromatogramas obtenidos con variaciones
en la proporcion de Acetonitrilo al 50 %,40 %,30 % y 45%, de la fase movil (ACN:H,0) a flujo de
ImL/min.

Para lograr una evaluacion completa de la fuerza de solvente para el analisis de
Deflazacort, se compararon los parametros cromatograficos de los cuatro

sistemas planteados obteniendo los valores para Tr, T, K’y N (Ver Tabla VI).

Tabla VI. Comparacion de parametros cromatogréaficos evaluando la fuerza del solvente
con las diferentes mezclas de ACN y H,O en Deflazacort. Se muestran los valores de los
parametros cromatogréficos para cada fase mévil evaluada.

FM (ACN:H,O) | Tr (min) T K’ N
30:70 8,2 1,13 | 6,83 | 6540
40:60 4,0 1,14 | 7,11 | 4720
45:55 3,4 1,12 | 5,91 | 5000
50:50 2,3 1,14 | 3,71 | 3430

55



Adicionalmente se realizo la comparacion de los angulos de pureza obtenidos

para las fases moviles evaluadas (Figura N° 6).
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Figura N°. 6 Graficos de Pureza de Cromatogramas de Deflazacort obtenidos de la
evaluacion de la fuerza del solvente. Se muestra los cromatogramas obtenidos con
variaciones en la fase organica de la fase mévil (ACN:H,0). Siendo A (60:40), B: (50:50), C
(45:55) y D (30:70).

Luego de realizar la comparacién de los pardmetros cromatograficos de los
sistemas evaluados y la pureza espectral de cada uno, se encontré que en la
fase movil sugerida por el proveedor ACN:H,O (60:40), presenté un angulo de
pureza (PA) de 6,207 (Umbral 8,444) valores muy altos que indican falta de
pureza espectral y sugieren posible interferencia de solvente o coelucion de otra
sustancia; al disminuir en un 10% la fase organica de la fase movil ACN:H,O

(50:50), se obtiene un angulo de pureza de 0,119 (Umbral 0,710) dentro del

area cromatografica. Luego se disminuyo la proporcion de la fase organica
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ACN:H,0O (45:55), obteniéndose un angulo de pureza de 0,079 (Umbral 0,472)
y en la ultima proporcion evaluada ACN:H,O (30:70) se mantuvo la pureza

espectral con PA 0,066 (Umbral 0,277).

Se observo que a menor proporcion de fase organica en la fase movil, el angulo
de pureza es menor que el angulo del umbral a lo largo del toda el area del pico
cromatografico lo que sugiere pureza espectral y permite descartar la coeluciéon

de algun interferente.

Se seleccion6 la proporciéon de fase movil de 45:55 de ACN:H,O, ya que
permiti6 obtener un cromatograma que cumple con todos los parametros
cromatograficos para la adecuacion del sistema y la pureza del pico
proporcionando un buen ensayo cromatografico para la cuantificacion del

Deflazacort (Ver Figura N° 7) (Regnault, 2005).

Peak: deflazacort

1,40
] Area 9874002
120 2\ USPTailing 1,12e+000
100 3 % | KPrime 5,91e+000
' 1 = "
1 g Retention Time 3,456
0,80 & |USPPlate Count 5,0070e+003
ESEE ©
0,60 | "_‘u;b
0,40
0,20 -
0,00 -
1 -5. . | . | ~

.3,
Minutes’

Figura N°. 7 Integracién del pico de Deflazacort y parametros de la adecuacion del
sistema para las condiciones cromatogréaficas seleccionadas. .Se muestra la integracion
del cromatograma obtenido y la adecuacién del sistema con las condiciones finales del ensayo
de Deflazacort: Columna C18 Symmetry® 51 (3,9 nm D.I. x 150 nm), Velocidad de flujo 1
ml/min, Volumen de inyeccion: 15 pL, Fase movil ACN:H,0 (45:55) y una longitud de onda de
deteccion: 244 nm
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Lo antes expuesto queda corroborado por los siguientes hechos:

v" Tr = 3,4 minutos, ideal para la cuantificacion de un solo principio activo y un
analisis rapido a bajas concentraciones. Tr menores a 2 minutos no permite
evaluar el analito de interés debido a la interferencia del frente de solvente
demostrado en el analisis de pureza espectral.

v T =1,12 este valor demuestra que existe un buen equilibrio del analito entre
las fases estacionaria y maovil, permitiendo obtener un pico cromatografico
simétrico, logrando una excelente integracion para obtener la mayor area del
mismo contribuyendo con una cuantificacion exacta.

v K’ = 5,91 es un valor adecuado que indica la interaccion entre analito y fase
estacionaria, ya que valores muy altos de K’ elevan el tiempo de corrida y
produce bandas mas anchas las cuales interfieren en la cuantificacién y en
la exactitud del método.

v N = 5000, lo cual demuestra la eficiencia de la columna relacionandose
directamente a las condiciones experimentales y parametros de operacion

adecuados para el propésito del método propuesto (Ver Figura N° 7).

Adicionalmente se evalud el espectro del Deflazacort obtenido por el detector
de arreglo de diodo con la finalidad de verificar la longitud de onda de maxima
absorcion, obteniéndose un valor de 244,6 nm; seleccionando una de A = 244

nm como longitud de deteccidn. (Ver Figura N° 8).
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Spectrum Index Plot
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Figura No. 8 Cromatograma y espectro obtenido con las condiciones seleccionadas. Se
muestra en la figura el cromatograma y el espectro de Deflazacort obtenido en el apice del pico
bajo las condiciones finales.

Las condiciones cromatogréficas finales para la cuantificacion de Deflazacort
fueron las siguientes:

v" Columna C18 Symmetry® 5 p (3,9 nm D.I. x 150 nm),

v" Velocidad de flujo: 1 ml/min,

v" Volumen de inyeccién: 45 pL,

v" Fase movil ACN:H,0 (45:55)

v" Longitud de onda de deteccién: 244 nm,

v' Tiempo de corrida de 5 minutos.
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4.2. Validacién del Método Cromatografico
Una vez desarrollado el método, se procedid a la validacion del mismo
conforme a la metodologia descrita anteriormente (Ver Seccion de Materiales y

Métodos, 3.3.2.3. Procedimiento).

e Especificidad: Se evalué el placebo y placebo con afiadido de estandar de
Deflazacort para determinar si el placebo no produce interferencia
detectable al Tr del analito de interés y de existir alguna sefial sélo se deba
a la presencia del Deflazacort (Ver Figura N° 9). Se demostrdé que no existe
interferencia de la matriz de la muestra logrando un método cromatografico
selectivo, ya que los excipientes de la formulacién no interfieren en la

determinacion del Deflazacort.
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0,40
0,20
2 o.00
-0,20-
0,40
-0,60-
-0,80-
_1'm T |ul‘3{]| T T |1t|]0| T T |1|a]| T T T l|:'n| T T |2|5 T T T |3l|]0| T T |3lju| T T |4{x]| T T |4|5o| T T |5{m
., B v 2, Mihuges 8 A . = X
Sample Name: placebo ; Date Acquired: 01/10/2011 11:21:30; Vial: 1; Injection: 1
1.00
0,80
D60
D40
020
0.00- 7 7
.50 1.00 1.50 2.00 259 3.00 350 4.00 4.50 s.00

Figura N° 9 Cromatogramas del placebo y del placebo afiadido con estandar de
Deflazacort. Se muestra en la figura el cromatograma obtenido del placebo y luego del afiadido
de Deflazacort.
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Luego se evalud la pureza espectral del placebo con afadido de estandar de
Deflazacort (1mg/ml), con la finalidad de determinar si existia interferencia por
parte del placebo sobre la sefial del Deflazacort. Se realizaron cuatro
evaluaciones para comprobar si existian diferencias espectrales a lo largo del

pico cromatografico. (Ver Figura N° 10).
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Figura No. 10. Grafico de pureza del pico cromatogréafico de Deflazacort. Muestra los
angulos de pureza del pico obtenido por el detector de diodos, con las condiciones finales.

Los angulos de pureza (PA) obtenidos para las 4 evaluaciones fueron 0,135
(Umbral 0,411); 0,036 (Umbral 0,413); 0,029 (Umbral 0,415) y 0,024 (Umbral
0,416) respectivamente. Se observa que en todas las evaluaciones, el angulo
de pureza es menor que el angulo del umbral indicando que no existe diferencia
espectral en el pico cromatografico. Adicionalmente, se reviso el “cutoff’

declarado por el fabricante del ACN utilizado en el analisis, el cual reporté entre
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0,005 UA (A2s4) ¥ 0,009 UA (A230), valores que no afectan significativamente la

lectura del analito de interés. Esto permite afirmar que el pico cromatografico de

Deflazacort es puro y que el método es especifico para su cuantificacion.

Linealidad y Rango: Se obtuvieron seis curvas de calibracion (dos diarias

durante tres dias) para evaluar la linealidad y rango. Se inyectaron 3 replicas de

4 niveles de la curva y 6 réplicas del nivel intermedio de concentracidon. La

ecuacion de la linea recta obtenida fue y = 247370x - 140251 con un valor de

pendiente de 247370, intercepto de 140251, coeficiente de correlaciéon (r) de

0,99985 y un coeficiente de determinacion (r?) de 0,9997 (Ver Tabla VIl y Figura

Ne 11).

Tabla VII. Datos de la curva de calibracion. Los datos presentados se refieren a las areas del
pico de Deflazacort obtenido en las 6 curvas de calibracion.

ug/mL dia 1l am dia 1l pm dia 2 am dia 2 pm dia3am dia 3 pm
10 2.564.858,00 2.741.100,66 2.217.606,00 1.994.196,00 2.102.984,67 2.071.312,67
20 5.184.134,67 5.603.527,66 4.437.134,67 4.252.024,67 4.409.201,67 4.417.223,67
45 12.659.083,67 12.522.347,33 11.085.710,00 9.857.671,70 10.066.634,33 10.296.895,00
70 19.602.552,00 19.042.507,00 17.725.493,00 16.200.846,70 15.799.023,33 16.029.765,67
100 26.879.464,00 26.828.102,00 23.926.077,67 23.642.773,00 22.398.398,33 22.858.434,33
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Figura No. 11 Curva de calibracién promedio de Deflazacort. Se muestra en la
figura la pendiente obtenida con los datos promedios de las 6 curvas de calibracion.

El sistema cromatografico propuesto es lineal para la determinacion de
Deflazacort en un rango entre 10 — 100 pg, cumpliendo con los limites
establecidos por la USP 35 NF 30 y de la Guia Q2 de la Conferencia
Internacional de Armonizacion que sefialan para los coeficientes de correlacién

(r = 0,99 - 0,9999) y determinacion (r* = 0.98 - 1.00).

= Precision del sistema cromatogréafico: se evaluaron seis replicas del nivel
intermedio (45ug) de las seis curvas de calibracibn de una solucion
estandar de Deflazacort de 1 mg/mL. Se calculé la desviacion estandar
relativa de las areas del pico cromatografico para el conjunto de valores
obtenidos para las seis curvas. En todos los casos se obtuvo un valor menor
al 2% en desviacion estandar relativa para la repetitividad, cumpliendo con

el limite establecido por la USP. (Ver tabla VIII y Figura N° 12).
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Tabla VIII. Datos de la precision del sistema cromatogréafico. Los datos contenidos se
refieren a las areas del pico de Deflazacort.

45 ug Dialam | Dialpm | Dia2am Dia 2 pm Dia 3am | Dia 3 pm
o 12.902.948 | 11.098.312 | 10.050.627 | 12.525.784 ] 9.911.018 | 10.222.913
g g 5 |12.818.325 | 11.070.498 | 10.082.696 | 12.525.827 | 9.813.958 | 10.321.972
2 g g '8 12.681.422 | 11.091.003 | 10.070.889 | 12.491.079] 9.820.599 | 10.316.348
Z g 3 g 12.534.944 | 11.075.421] 10.048.131 12.535.895| 9.910.020 | 10.342.963
8 o 8 |12.525.784 | 11.083.479 | 10.068.774 | 12.524.775| 9.815.847 | 10.288.587
= 12.491.079 | 11.095.547 ] 10.078.689 | 12.530.784 | 9.870.961 | 10.288.587
Promedio | 12.659.084 | 11.085.710 | 10.066.634 | 12.522.357 | 9.857.067 | 10.296.895
Desv Std 156381,82| 10213,0525| 13067,648| 14504,23507| 42416,9053| 38168,3067
DSR 1,23533286( 0,09212809| 0,12981149| 0,115826714]| 0,43031974| 0,37067783
N
oo
gﬁéc 1 E
040 1 _g
020 7
o T L L | T 1 T 1 '|'-'~|"(\'L-'.""l.'h-"l.

i

Figura N° 12. Cromatogramas superpuestos demostrando la precision del sistema
cromatogréfico. Se muestran los cromatogramas superpuestos del nivel intermedio de la
curva de calibracion.

Exactitud del método: La exactitud del método se determiné calculando el
porcentaje de recuperacion de 9 muestras de 3 niveles de concentracién
(80%, 100% y 120%) inyectadas por triplicado durante tres dias (Ver Tabla

1X).

Los porcentajes de recuperacion diarios fueron 99,93 ; 101,38 y 102,48 %
con DSR de 0,93; 2,77 y 2,40% respectivamente. La USP 35 establece que
el contenido de esteroides en tabletas no debe ser menor al 90,00% y no

mayor al 110,00%. Los resultados muestran un promedio del porcentaje de
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recuperacion de 101,27 % de Deflazacort con una desviacién estandar
relativa de 2,48 % lo que demuestra que el método es exacto, preciso y

reproducible.

Tabla IX. Exactitud del método analitico. Se muestran los resultados del porcentaje de
recuperacion del Deflazacort realizada en tres dias diferentes.

Dial Dia2 Dia3
99,14 99,17 102,98
o c 99,53 100,49 103,93
o 99,91 100,14 103,08
< g 99,12 102,08 105,71
§ o 99,26 100,10 103,70
59 99,57 107,40 103,30
oo 100,07 102,77 96,96
100,83 97,66 101,47
101,95 102,63 101,21
Promedio 99,93 101,38 102,48
Desv Std 0,93 2,81 2,46
DSR 0,93 2,77 2,40
Promedio 101,27
Exactitud y Precision del Método [Desv Std 2,51
DSR 2,48

= Limite de Deteccién y Cuantificacion: se determinaron mediante dos
métodos distintos, en primer término se utilizO el método estadistico
determinando la desviacion estandar de los valores de intercepto de 6 curvas
de calibracién aplicando las formulas descritas en la seccion 3.3.3.1 de

Materiales y Métodos, obteniéndose como resultados un LD calculado de 0,22

Mgy LC 2,23 ug.

Posteriormente de manera experimental se determinaron ambos valores
realizando inyecciones consecutivas por triplicado de diluciones del nivel mas bajo

de la curva de calibracion. ElI LC tiene como requisito un valor de relacion
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sefal/ruido (S/R) igual o mayor a 10 con exactitud y precision segun lo establecido

por la USP 35 NF 30, y el LD debe cumplir con una S/R = 3.

El valor experimental obtenido para LC = 1 ug (S/R =57, DSR = 0,3 % y 109%de

Deflazacort recuperado) (Ver Figura N° 13 y Tabla X).
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Figura N° 13. Limite de cuantificacién concentraciéon de 1 ug/mL. Se muestra en figura las
tres inyecciones realizadas en el limite de cuantificacion.

Tabla X. Resultados obtenidos experimentalmente en tres replicas de una diluciéon de
una muestra que en el limite de cuantificacion. Se muestra en la tabla las tres inyecciones
realizadas en el limite de cuantificacion.

Component Summary For Area

SampleName | Vial | Inj d?:llsfsagg)n

1 1ug 15 |1 176583

2 1ug 15 |2 175797

3 1ug 15 |3 176732
Mean 176370,6
Std. Dev. 502.2
% RSD 0.3
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El valor obtenido experimentalmente para el LD fue 0,125 ug/mL (S/R =
3,89) (Ver Figura N° 14), cumpliendo asi con las exigencias establecidas por

la USP 35.
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Figura N° 14. Limite de deteccidon concentracién de 0,125 pg/mL. Se muestra en figura
las tres inyecciones realizadas en el limite de deteccion.

Se observdé que los resultados obtenidos por ambos métodos fueron muy
similares, los valores obtenidos experimentalmente fueron menores que los
obtenidos de forma estadistica lo que confirma los limites seleccionados para la

cuantificacion del Deflazacort.

» Robustez: Se evaluaron pequefias variaciones en proporcién y velocidad
de flujo. Al realizar variaciones de + 0,2 ml/min en la velocidad de flujo y *
2% en la proporcién de solvente organico de la fase maovil, no se observaron

cambios significativos en los resultados, demostrando asi que los pequefios
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cambios en estos parametros no afecta el analisis, demostrando robustez
ante cambios de orden rutinario en el andlisis. Los resultados obtenidos se
indican en la Tabla XI.

Tabla XI. Robustez del método cromatografico. Se muestran los porcentajes de
Deflazacort obtenidos con variaciones en su flujo y fase movil.

Cambio Areas | Promedio |% Deflazacort
ACM:Hz20 (65:35) |5.514.374
ACM:HzO (65:35) |5.5312.856( 5.515.703 100,05
ACM:H20 [65:35) |5.519.879
ACM:HzO (35:65) |5.319.593
ACM:H20 (35:65) |5.517.137| 5.518.238 99,95
ACM:Hz20 (35:65) |5.517.983
Flujo 1,2mL/min |5.517.598
Flujo 1,2mL/min |5.528.728| 5.521.002 100,10
Flujo 1,2mL/min |5.516.681
Flujo 0,8 mL/min |5.514.789
Flujo 0,8 mL/min |5.499.594 | 5.503.957 99,74
Flujo 0,8 mL/min |5.497.487

» Estabilidad: Las muestras fueron preparadas a Ila
concentracion final asumiendo que la disolucion total del
contenido declarado 0,0067 mg/ml. Se trataron segun lo
descrito en la Seccién de Metodologia 3.3.3.2 Procedimiento,

obteniendo los siguientes resultados:

v' Hidrolisis acida: Al agregar acido clorhidrico, el Deflazacort reacciona
con este degradandose.
En la Figura N° 15, se observan dos picos a Tr 1 y 1,7 min. La formacién

de estos degradados se observé a partir de las 24 horas y sus sefiales
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se incrementan progresivamente paralelamente con la desaparicion del

pico cromatografico de Deflazacort a las 48 horas.
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Figura N°. 15 Degradacion del Deflazacort por hidrélisis acida. Se muestra figura las dos
replicas de las inyecciones de las muestras sometidas a hidrélisis acida.
Se realizd la comparaciéon de los espectros obtenidos en los Tr y se

compararon con el espectro del Deflazacort (Ver Figura N° 16).

El degradado 1 posee un espectro caracteristico que no se corresponde
ni con el Deflazacort ni con el acido acético. Sin embargo, el degradado 2
posee un espectro que se solapa en un 80 % al espectro del Deflazacort,
solo mostrando una disminucién de la banda en el rango entre 210-230
nm. Evaluando el espectro presentado para el Acido Acético y su rango
de longitudes de onda puede inferirse que el degradado 2 podria
corresponder al desacetildeflazacort, ya que la zona del espectro donde
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difiere del Deflazacort es el rango de banda correspondiente al del acido

acetico.
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Figura N° 16 Comparacion de espectros de los degradados de Deflazacort. Se

muestra en la figura las inyecciones de las muestras sometidas a hidrdlisis acida, con el
espectro de acido acético.

Sperandeo (2009) y Cardozo (2008) sefialaron la desacetilacién de la

molécula de Deflazacort debido a un proceso de hidrodlisis &cida con la
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demostracion de la presencia del 21-desacetildeflazacort obtenido luego
de la exposicion del Deflazacort a una solucion de HCI 0,087M.
Sperandeo indico la presencia de degradados a partir de las 6 horas de

analisis.

En los resultados de estabilidad en medio acido (Ver Seccion de
Resultados, Figura No. 16) y en el ensayo de disolucion de las tabletas
de Deflazacort en medio acido (Ver Seccion de Resultados, Figura No.
23) obtenidos en el presente trabajo, se observa presencia de los
degradados desde el inicio de la prueba lo que permite discrepar de los
resultados de Sperandeo (2009) quien estudia el Deflazacort en medio
de disolucion de HCI 0,1N y en cuya cuantificacion utilizé6 un método

HPLC-RP con una proporcién de MeOH:H,0 (80:20).

La presencia de un degradado con un espectro muy similar al
Deflazacort y un método con una alta proporcion de fase organica
sugiere la coelucion del analito de interés y sus degradados, justificando
los resultados satisfactorios obtenidos por Sperandeo (2009), sin tomar
en cuenta que dicho autor indicO la presencia del degradado
desacetilado del Deflazacort en una solucion de menor concentracion al

medio de disolucion utilizado.

Sperandeo (2009) reporté una fase movil con una proporcion MeOH:H,O

(80:20) con una velocidad de flujo de 0,8 mL/min. La fuerza de solvente y
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la velocidad de flujo utilizada por este autor, permite inferir la no
resolucion del pico de interés y sus degradados en medio &cido. En el
estudio de la fuerza de solvente del presente trabajo se evalué una fase
movil con una fuerza de solvente similar a la reportada por Sperandeo
(ACN:H,0O 60:40, flujo 1 mL/min), donde se obtuvieron Tr de 1,8 min y
grafico de pureza espectral de pico no satisfactorio (Ver Figura 3 y 4).
Adicionalmente, el Degradado 2 no muestra diferencias espectrales con
el Deflazacort ya que presentan el mismo cromaoforo, lo cual no facilitaria
su identificacion a través de un PDA si los picos coeluyen. Estos
resultados pudieran explicar los elevados porcentajes de disolucién de

Deflazacort obtenidos por Sperandeo (2009).

Hidrolisis alcalina: Se observé degradacién total de Deflazacort con el
agregado de hidroxido de sodio evidenciado en la pérdida de la sefal en
los cromatogramas. Los resultados de las inyecciones replicas no
mostraron reproducibilidad ni a las 24 horas ni a 48 horas. El Deflazacort,
por ser un esteroide se descompone completamente en presencia de
una base fuerte, dando lugar a degradados que no presentan
repetitividad ni de una inyeccion a otra ni un dia a otro. (Ver Figura N°

17).
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Figura N°. 17 Degradacién del Deflazacort por hidrélisis alcalina. Se muestra figura las

dos replicas de las inyecciones de las muestras sometidas a hidrdlisis alcalina.

v' Oxidacién: Se evalu6 la oxidacion del Deflazacort agregando peréxido
de hidrégeno, provocando degradacion evidenciada por la pérdida total
de la sefial del Deflazacort. Se presume la transformacién adn solo
degradado a un Tr de 1 min con absorbancia similar a la obtenida por el
Deflazacort en la validacion. Luego de transcurridas 24 horas se
evidencia la aparicion de otro degradado a un Tr de 2 min. Se observo
reproducibilidad en los resultados, lo que demuestra que la reaccion del
Deflazacort es inmediata frente al oxigeno y permanente (Ver Figura N°

18).
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Figura N°. 18. Degradacion del Deflazacort por oxidacién. Se muestra figura las dos

replicas de las inyecciones de las muestras sometidas a oxidacion.

v Fotdlisis: Se someti6 a radiacion ultravioleta una muestra de Deflazacort
durante 24 y 48 horas. El Deflazacort se degrada completamente,
obteniéndose dos picos claramente definidos a Tr de 1,3 y 2,4 minutos
respectivamente. Estos resultados indican que las soluciones de
muestras durante el ensayo de disolucion y el analisis cuantitativo deben
protegerse de la luz, ya que la fotélisis se evidencio a las 24 horas y no
muestra diferencia significativa con el del realizado a las 48 horas (Ver

Seccidn de resultados, Figura N° 19).
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Figura N°. 19. Degradacion del Deflazacort por fot6lisis. Se muestra figura las dos
replicas de las inyecciones de las muestras sometidas a fotolisis.

v' Congelacion-Descongelacion: Luego de someter a tres ciclos de
congelacion y descongelacion las muestras de Deflazacort, se evidencio
la degradacién en condiciones extremas de frio. ElI Deflazacort no puede
ser almacenado por periodos de 24 horas a temperatura inferiores a 18
°C (Ver figura N° 20). Las soluciones estandar de Deflazacort deben ser
preparadas a diario y las muestras provenientes del ensayo de disolucién

deben ser analizadas inmediatamente de su obtencion.
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Figura N°. 20. Degradacién del Deflazacort por descongelacién. Se muestra figura las dos
replicas de las inyecciones de las muestras sometidas a
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v Almacenamiento a temperatura ambiente: Se evalu6 la solucion de
Deflazacort dejada en el meson del laboratorio, protegida de la luz,

durante 5 dias consecutivos. Los resultados mostraron degradacion

después de este tiempo (Ver Tabla XlI).

Tabla XIl. Resultados de la estabilidad de la muestra sometida a diferentes condiciones.
Se muestran los porcentajes de Deflazacort obtenido del andlisis durante 5 dias de muestras sin

proteccion de luz y temperatura.

Dia

Area

X del Area

% de
Deflazacort

5.319.593

5.317.137

5.318.238

5.317.983

96,42

4.504.374

4.492.856

4.493.243

4.482.798

81,46

2.259.351

2.261.860

2.265.064

2.273.982

41,07

1.237.183

1.243.702

1.239.319

1.237.072

22,47

181.056

183.098

182.291

182.569
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= Adecuacion del Sistema: Luego de inyectar 6 replicas consecutivas del
punto medio de la curva estandar de Deflazacort (45 ug), se obtuvieron los
siguientes valores promedios para los parametros cromatograficos (Ver

seccion de resultados tabla Xlll 'y Figura N° 21).

Tabla XIll Adecuacion del sistema cromatografico segln parametros establecidos por la
USP 35 NF 29. Se muestran los resultados de la adecuacién del sistema en el nivel intermedio
de la curva de calibracion

TR MR L

Sample Nams | Vial | ini [ Channal [ Mama | RT tra | pagr | KPrima | USP Plak Count
1 | niwld 3 [ 1[oos [deRamece [a011] 11512850 [ 1224584 | 3010831 321804104002
2 | niwi3 3 | 2[o06  [deRamecet [4000] 11488408 [ 1204188 | 3000205 3 70008004002
3 | niwld 3 | 3[o96  [deRamcoet [4008| 11428562 [ 1212428 | 300m802 | 372631604002
4 [ niwi3 3 [ afoos [deRamect [a000| 11471008 [ 1200040 | 3008532 | 370104504002
s | niwld 3 [ s|oos  [deRamecet [a008| 1140053 [ 1208785 | 3008085 | 3 ge0o0ze.002
E | niwi 3 | 8|8 [defamcort [4008| 11424368 [ 1107083 | 300s77e | 3 gsdsmne-002
Meaan a008 | 1148sesagas [ 122 3p0e 3,7e 002
34d. D, opoz|  masiapm | oo | opoz 3,4e+001
% R3D 0,1 03 0.8 0,1 2504000
1.20 4
1.00
0,80 .
S
P B
0,40 E
0,20
0,00 Fi N
Cem T am 200 28 a0 380 400 480 50
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Figura N° 21 Adecuacion del Sistema cromatografico segun los parametros establecidos
por la USP 35 NF 30. Se muestran los cromatogramas solapados del nivel intermedio de la
curva de calibracion.
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De acuerdo a los criterios establecidos por la USP 35 NF 30 los parametros
evaluados cumplen con los limites establecidos demostrando que el método es
adecuado para la determinacion de Deflazacort, debido a que se obtienen picos
bien definidos, buena simetria del pico y alto ndmero de platos teoricos

demostrando asi la eficiencia del método analitico.

4.3 Desarrollo del ensayo de disolucion
Los resultados obtenidos para los perfiles de disolucién, con diferentes
condiciones del ensayo son mostrados en la Figura N° 22 (Ver Anexos, Tablas

XVI, XVII, XVIII 'y XIX).

Los perfiles se obtuvieron graficando el porcentaje de Deflazacort disuelto (Q)
contra el tiempo. Se realizaron determinaciones en agua, buffer fosfato pH 6.8,
buffer acetato pH 4.5 y HCI 0.1N. Adicionalmente se evaluaron 3 velocidades de
agitacion (50, 75 y 100 rpm) para todos los medios sugeridos por la USP 35
NF30, encontrando que ninguno de los perfiles supera el Q = 15% de
Deflazacort. No se observaron diferencias significativas entre los diferentes

medios y velocidades de agitacion.

Wang y colaboradores (2011) sugieren que la solubilidad del Deflazacort es el
factor determinante en la velocidad de disolucién. La disolucion del deflazacort
depende de su disolucion intrinseca y no del medio de disolucion ni la velocidad

de agitacion utilizada.
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Figura N° 22. Perfiles comparativos obtenidos en diferentes condiciones del ensayo de
disolucién, recomendados por la USP 35 NF 30. Se muestran las graficas obtenidas con los
diferentes medios de disolucién

Sperandeo (2007) sugiere que la estructura cristalina del Deflazacort es
estabilizada por interacciones intra e intermoleculares, evitando que interactie
con el agua para dar formas hidratadas solubles, reforzando lo expuesto por
Wang y col (2011). Esto lleva a la decision de promover la disolucion del
Deflazacort en medio acuoso utilizando el afiadido de agente surfactante en el

medio de disolucion.
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De acuerdo a los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad en la
validacion de la metodologia analitica (Ver Figura No. 15), se evalud la
presencia de productos de degradacion en medio de disolucién de HCI 0.1N,
demostrando la presencia de los mismos en la muestra de disolucion (Ver
Figura N° 23), explicando el bajo valor de Q para este medio. La presencia de
degradados a los 30 minutos de analisis, permitié refutar lo publicado por
Cardoso (2008) que realizé ensayos de disolucion en tabletas de Deflazacort de
30 mg estableciendo como medio de disolucién HCI 0.1N con altos valores de
%Q. Los resultados obtenidos permiten refutar lo altos porcentajes de

disolucién obtenidos por Cardoso (2008).

Spectrum Index Plot
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Figura N° 23.Cromatograma y espectros de tabletas de Deflazacort en medio HCI 0.1N. Se
muestra en la figura las sefiales cromatogréaficas obtenidas con sus respectivos espectros, de
una muestra de tabletas de 6 mg en medio acido a 50 rpm.

La cuantificacion por espectrofotometria ultravioleta a 245nm, realizada por
Cardoso, no permite diferenciar la presencia de la mezcla de Deflazacort y sus

degradados debido a que estos presentan el mismo croméforo responsable del
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espectro ultravioleta, haciendo casi imposible su identificacion y diferenciacion.
Los valores de absorbancia obtenidos por Cardoso fueron el resultado de la
absorcion de la mezcla de los productos de degradacion por hidrdlisis acida del
Deflazacort, obteniendo resultados de disolucion altos, hecho que se demuestra
en las absorbancias obtenidas por los degradados del Deflazacort en la
evaluacion de estabilidad en medio acido mostrada en este trabajo (Ver seccién

de resultados figura N° 15).

Sperandeo (2009) utiliz6 como método para la cuantificacion de Deflazacort en
ensayo de disolucion la cromatografia liquida de alta resolucion con deteccién
UV. La metodologia por HPLC utilizada por Sperandeo tampoco permite
diferenciar los degradados del Deflazacort en medio acido, este hecho pasa
desapercibido porque la fase movil utilizada posee un alto porcentaje de
solvente organico (80% metanol) provocando la coeluciébn de analito y
degradados a un tiempo de retencion de 2.5 minutos. Adicionalmente, no puede
evidenciarse espectralmente ya que ambos degradados poseen los mismos

cromoforos responsables del espectro UV.

Todo lo expuesto anteriormente permite establecer la importancia de la
cromatografia liquida de alta resolucién con indicadores de estabilidad para la
obtencion de un método especifico y selectivo para la cuantificacion de este

farmaco.
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Los resultados obtenidos en el presente trabajo muestran que la solubilidad del
Deflazacort en medios acuosos es independientemente del pH y presenta
evidencias de reacciones con el medio de disolucion produciendo degradados
en todos las condiciones evaluadas dando como resultado porcentajes de
Deflazacort disueltos muy bajos. Esto permiti6 demostrar que la solubilidad del
Deflazacort en medios acuosos es un parametro critico para el ensayo de
disolucién. Esto justific6 el afadido de un agente surfactante como el
dodecilsulfato de sodio (SDS) en diferentes porcentajes para promover la
solubilidad del farmaco y evaluar los parametros tecnolégicos de la formulacion
como objetivo del trabajo propuesto, tal como lo indica la USP en aquellos

casos de farmacos poco solubles (USP 35 NF 30, 2012).

Segun Goodman y Gilman (1991) el Deflazacort alcanza concentraciones
plasmaticas maximas en 60 minutos, su vida media plasmatica es de 1,1 a 1,9
horas. La eliminacion tiene lugar principalmente por el rifidn, siendo excretado
en las primeras 8 horas de su administracion mas de un 70%, tal como lo
demostré Santos y col (1994) en sus estudios del farmaco en orina. Santos
(1994) evaluo inicialmente los medios de HCI 0.1N y agua con agregado de un
agente surfactante como el SDS, debido a que la farmacocinética del
Deflazacort demuestra que es absorbido en la parte superior del tracto

gastrointestinal (TGI), descartando asi el uso de buffer pH 6,8.

La USP 35 NF 30 (2012) utiliza como medio de disolucion agua con SDS al

0.5% en cortisona (corticoesteroide de estructura quimica similar al
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Deflazacort). Basado en este ensayo, se decidi6 agregar dodecilsulfato de
sodio (SDS) como agente surfactante pero a una concentracion menor a la
reportada debido a que las tabletas de cortisona tiene una presentacion de 25
mg en tabletas de 100 mg, lo que evidencia una mayor cantidad de farmaco a
disolver que en las tabletas de Deflazacort desarrolladas que declaran 6 mg de
principio activo. Adicionalmente este medicamento debe ser consumido con
alimentos lo que promueve la presencia de enzimas digestivas y sales biliares

gue favorecen la disolucion en el tracto gastrointestinal superior.

Se evalud el agregado de SDS 0.3% en medio acuoso a 50 y 75 rpm,
descartando las pruebas a 100 rpm debido a que la tableta flota y gira sobre si
misma en el fondo del vaso de disolucion, afectando el patrén de flujo laminar
qgue en la disolucion es una variable intrinseca del proceso de disolucion (Ver

Figuras N° 24, 25, 26 y Anexos Tablas XX, XXI y XXII).

Se observé que en medio acuoso y medio acido con 0,3% de afiadido de SDS,
la cantidad de Deflazacort disuelta a los 30 minutos fue de 98% a 50 rpm y 88%
a 75 rpm, lo que demuestra que el aumento de las revoluciones no favorece la
disolucion del farmaco. En medio acido, se evidencio la degradacion que fué
promovida por el aumento en la velocidad de agitacion es por ello que la
cantidad disuelta de Deflazacort muestra una meseta durante el perfil de

disolucion (Ver Figuras N° 24 y 25).
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Figura N° 24. Perfiles comparativos obtenidos con el agregado de 0.3 % de SDS a los
medios de HCI 0.1N y Agua a 50 rpm. Se muestran las graficas obtenidas con los diferentes
medios de disolucién.

Se seleccion6 como medio de disoluciébn Agua con afiadido de SDS debido a
que no promueve la formacién de degradados y permiti6 obtener resultados

satisfactorios.

Se evallo entonces 0,2% y 0,1% de SDS a 50 rpm con la finalidad de
determinar la concentracion adecuada de surfactante que permita alcanzar un
Q = al 75% en 30 minutos promoviendo la solubilidad del Deflazacort, pero que
a su vez garantice la discriminacion de fallas en el proceso de fabricacion, ya

que no se favorece su disolucion total en el medio (Ver Figura N° 26).
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Figura N° 25. Perfiles comparativos obtenidos con el agregado de 0.3 % de SDS a los
medios de HCI 0.1N y Agua a 75 rpm. Se muestran las graficas obtenidas con los diferentes
medios de disolucion.

Luego del agregado del agente surfactante se obtuvo para el ensayo de
disolucion con SDS al 0.3% un Q = 101 % de farmaco disuelto a los 30 minutos,
lo que demuestra que el agente surfactante favorecid significativamente la

disolucién del Deflazacort.

Para la evaluacion con 0.2% de SDS a los 30 minutos se obtuvo un 91% de
principio activo disuelto, y finalmente con 0.1% de SDS el porcentaje disuelto
fue 84.54%, siendo este medio el méas favorable para el estudio de disolucion.
Utilizando esta condicién se procedio a retar el ensayo de disolucién, evaluando
tabletas de Deflazacort 6 mg fabricadas bajo distintos requerimientos en formula
maestra y técnica de manufactura con la finalidad de determinar si el ensayo de
disolucién era capaz de detectar cambios en la formulacién y/o proceso de

manufactura (Ver Figura N° 26).
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Figura N° 26. Perfiles comparativos obtenidos con el agregado de 0.3, 0.2y 0.1 % de SDS
en Agua a 50 rpm. Se muestran las graficas obtenida con los diferentes medios de disolucién.

Con la finalidad de corroborar lo anteriormente expuesto, se realizaron ensayos
con 18 tabletas de deflazacort de 6 mg, bajo las condiciones establecidas

anteriormente (agua con SDS al 0.1% a 50 rpm).

Dentro de estas tabletas se incluyeron tabletas control (cumplen con las
especificaciones descritas en la seccion 3.3.1 preparacion de las muestras) y
tabletas fabricadas con defectos o cambios en la formulacion (Ver Figura N° 27

y seccion de anexos tabla XXIII),
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Figura N° 27. Grafico de control de % disuelto de deflazacort vs numero de muestras bajo
las condiciones finales. Se muestran las graficas obtenidas las condiciones finales del ensayo
de disolucién.

Se demostro que el ensayo de disolucion es capaz de discriminar entre tabletas
que no se hayan fabricado de acuerdo a la formula maestra y técnica de
manufactura, siendo el porcentaje de deflazacort disuelto en *1 63.84, en *2
68.73% y *3 57.50%, mientras que el resto de las tabletas presentan una
cantidad de Deflazacort disuelta que se encuentra entre 77.58% y 84.68% con
un promedio de 79.28% Yy una desviacion estandar de 0,03%.

Esto permitio establecer como condiciones finales del ensayo de disolucion:

= Aparato: 2 (paletas).

* Velocidad: 50 rpm (+/-4 rpm).

= Medio de disolucion: Agua 0.1% de SDS.

= Temperatura 37°C(+/-0,5°C).

*= Volumen: 900 mL.

* Tiempo: 30 minutos.

» Tolerancia (Q): mayor al 75%.
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4.4 Ensayos de Disolucién comparativo con tabletas de Deflazacort

Se analizaron 18 tabletas de Deflazacort 6 mg preparadas en el Departamento
de Investigacion y Desarrollo de un Laboratorio Nacional y 6 tabletas de
Calcort® 6mg (innovador), se obtuvieron los siguientes resultados (Ver figura N°

28).

100,00
90,00
80,00 —tr———t——,
70,00
60,00
50,00 === Q del Deflazacort
40,00 =@= Q del Calcort
30,00
20,00
10,00

% de Deflazacort disuelto

0 1 2 3 4 5 6 7

Numero de muestras analizadas

Figura N°28. Ensayos de disolucion de tabletas de Deflazacort 6 mg y Calcort ® 6 mg.
Se muestran las graficas obtenidas con las condiciones finales medios de disolucion.

El producto innovador Calcort® 6 mg presentdé un promedio de porcentaje
disuelto de 80.82% con una DSR de 0.02% vy las tabletas de Deflazacort de 6
mg presentaron un promedio de porcentaje disuelto de 81.65% con una DSR de
0.01% (Ver Anexos, Tablas XXIV y XXV). Los resultados obtenidos permiten
establecer que el ensayo de disolucion puede ser aplicado en tabletas
fabricadas por diferentes laboratorios ya en ambos casos cumplié con los

criterios de aceptacion establecidos en la USP 35 NF 30 (2012), para el Nivel
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S1 con un numero de muestras igual a seis y con el siguiente criterio de
aceptacion “Cada unidad no debera ser menor que Q + 5%” sin obtener
diferencias significativas entre los porcentajes de principio activo obtenidos

entre ambos productos.
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5. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Se estableci6 como condiciones analiticas del método una Columna Cig
Symmetry ® 5 g (150mm x 4,6mm DI), fase movil ACN:H,O (45:55), longitud de
onda de deteccidén 244 nm, volumen de inyeccion 45 uL, una velocidad de flujo
1 mL/min y tiempo de corrida 5 min. Esto permite obtener resultados confiables

en la identificacién y cuantificacion de deflazacort en tabletas.

El método fue validado obteniendo una ecuacion de la recta y = 247370x —
140251, un coeficiente de correlacion de 0,99985 y un coeficiente de
determinacién de 0,9997 demostrando linealidad en un rango de 10ug a 100ug,
con una precision de sistema de 0,14%, una exactitud de 101,27% con una
desviacion estandar relativa de 2,48%, el limite de cuantificacién fue de 1ug y
el limite de deteccibn de 0,125ug. EI método analitico obtenido para la
cuantificacion de Deflazacort por RP-HPLC con deteccion de diodos demostré

ser lineal, exacto, preciso, reproducible, sensible, especifico y robusto.

El estudio de indicadores estabilidad analitica demostraron que el estandar y las

muestras de Deflazacort deben ser preparadas y analizadas el mismo dia.

Los resultados obtenidos por el método analitico por RP-HPLC propuesto para la
cuantificacion del Deflazacort permiten proponerlo como analisis de rutina para la

uniformidad de contenido, ensayo de disolucion, analisis de trazas en aguas de lavado
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y estudio de estabilidad de producto, ya que permite determinar el principio activo y
sus productos de degradacién con una excelente resolucion de los mismos. Por lo
tanto se recomienda este método analitico como método rutinario para el control de

calidad de Deflazacort en tabletas.

Las condiciones finales del ensayo de disolucién desarrollado fueron las siguientes:
Aparato 2 (paleta), 50 rpm (+/- 4 rpm), Medio de disolucion Agua con adicion del
0,1% de SDS, a 37°C +/- 0,5°C, volumen de 900 mL, tiempo de muestreo de 30

minutos y con un Q = 75%.

Los resultados obtenidos luego de analizar diferentes tabletas de deflazacort,
incluyendo en los ensayos de tabletas con defectos permitieron demostrar que el
ensayo de disolucion propuesto puede discriminar tabletas fuera de especificaciones,
demostrando la fortaleza del mismo como analisis critico en el control de calidad del
producto terminado. De igual manera, no se mostraron diferencias significativas en los
resultados entre el producto evaluado y el producto innovador en el mercado
venezolano, lo que evidencia que la metodologia propuesta podria ser considerada
como método para la evaluacion de la equivalencia farmacéutica entre productos de
liberacion inmediata ya que es capaz de discriminar entre tabletas con limites fuera de
las especificaciones, cambios en la técnica de manufactura, formula maestra o

laboratorios fabricantes.
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5.2 Recomendaciones

Se recomienda profundizar en la identificacion y cuantificacion de los diferentes
productos de degradacion y/o compuestos relacionados del Deflazacort, a fin de

establecer limites en materia prima, producto en proceso y producto terminado.

Llevar el producto a escala industrial para evaluar los puntos criticos de control y
realizar pruebas en el proceso de mezclado estableciendo tiempo y equipo adecuado

para garantizar la incorporacién homogénea del Deflazacort en la formulacion.

Continuar con las pruebas en lotes de comercializacion que permita realizar perfiles
de disolucion comparativos entre el producto innovador y el nuevo producto
desarrollado para establecer la equivalencia farmacéutica y cumplir con los requisitos

de registro del INHRR.
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Tabla XIV. Datos crudos de las seis curvas de calibracion.
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Tabla XV. Datos crudos de los tres dias de analisis de exactitud.
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Tabla XVI. Resultados obtenidos de perfiles de disolucion con tabletas de Deflazacort de
6 mg en HCI 0.1N en diferentes revoluciones por minuto. La tabla muestra los promedios de
las dos inyecciones realizadas de los diferentes puntos de muestreo del perfil de disolucién.

Medio: HCI 0,1IN Medio: HCI 0,1IN Medio: HCI 0,1IN

Velocidad: 50 rpm Velocidad: 75 rpm Velocidad: 100 rpm

Tiempo (min) Area % Dfz Tiempo (min) Area % Dfz Tiempo (min) Area % Dfz
5 79.607,80 9,65 5 85.517,30 9,91 5 113.187,40 | 11,11
10 100.084,70 10,54 10 112.480,00 11,08 10 127.294,80 | 11,73
15 107.050,40 10,85 15 123.230,20 11,55 15 131.811,80 | 11,93
20 110.148,40 10,98 20 126.384,30 11,69 20 131.135,20 | 11,90
25 111.487,30 11,04 25 129.566,20 11,83 25 131.779,20 | 11,93
30 112.034,10 11,06 30 129.559,50 11,83 30 129.498,90 | 11,83
45 114.697,20 11,18 45 129.741,50 11,84 45 129.279,90 | 11,82
60 117.691,70 11,31 60 130.213,10 11,86 60 129.479,50 | 11,83

Tabla XVII. Resultados obtenidos de perfiles de disolucién con tabletas de Deflazacort de
6 mg en Agua en diferentes revoluciones por minuto. La tabla muestra los promedios de
las dos inyecciones realizadas de los diferentes puntos de muestreo del perfil de disolucién.

Medio: Agua Medio: Agua Medio: Agua

Velocidad: 50 rpm Velocidad: 75 rpm Velocidad: 100 rpm

Tiempo (min) Area % Dfz Tiempo (min) Area % Dfz Tiempo (min) Area % Dfz
5 37.709,60 7,95 5 51.287,50 8,55 5 30.752,60 7,64
10 55.195,60 8,72 10 66.689,30 9,23 10 55.563,90 8,74
15 66.163,60 9,21 15 79.192,50 9,79 15 72.594,10 9,49
20 73.722,20 9,54 20 88.628,00 10,21 20 78.361,30 9,75
25 75.415,30 9,62 25 98.165,30 10,63 25 84.548,70 | 10,03
30 78.723,00 9,77 30 99.837,40 10,70 30 95.346,10 | 10,51
45 85.599,90 10,07 45 89.718,20 10,26 45 106.717,50 | 11,01
60 94.558,00 10,47 60 112.032,40 11,25 60 114.199,50 | 11,34

Tabla XVIIl. Resultados obtenidos de perfiles de disolucion con tabletas de Deflazacort
de 6 mg en Buffer acetato pH 4.5 en diferentes revoluciones por minuto. La tabla muestra

los promedios de las dos inyecciones realizadas de los diferentes puntos de muestreo
del perfil de disolucién.

Medio: Buffer Acetato pH 4,5 |Medio: Buffer Acetato pH 4,5 Medio: Buffer Acetato pH 4,5

Velocidad: 50 rpm Velocidad: 75 rpm Velocidad: 100 rpm

Tiempo (min) Area % Dfz Tiempo (min) Area % Dfz Tiempo (min) Area % Dfz
5 38.060,00 7,96 5 39.605,40 8,03 5 46.785,60 8,35
10 61.871,20 9,02 10 64.911,40 9,15 10 69.251,40 9,35
15 73.981,80 9,56 15 77.682,90 9,72 15 79.646,10 9,81
20 82.154,10 9,92 20 88.259,80 10,19 20 87.725,20 | 10,17
25 87.625,40 10,16 25 93.869,40 10,44 25 93.420,60 | 10,42
30 92.483,50 10,38 30 100.076,50 10,72 30 100.701,00 | 10,74
45 118.963,00 11,55 45 112.137,50 11,25 45 114.015,10 11,33
60 106.770,60 11,01 60 117.363,30 11,48 60 121.198,40 | 11,65
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Tabla XIX. Resultados obtenidos de perfiles de disolucion con tabletas de deflazacort de
6 mg en Buffer fosfato pH 6.8 en diferentes revoluciones por minuto. La tabla muestra los
promedios de las dos inyecciones realizadas de los diferentes puntos de muestreo
del perfil de disolucién.

Medio: Buffer fosfato pH 6,8 Medio: Buffer fosfato pH 6,8 Medio: Buffer fosfato pH 6,8

Velocidad: 50 rpm Velocidad: 75 rpm Velocidad: 100 rpm

Tiempo (min) Area % Dfz Tiempo (min) Area % Dfz Tiempo (min) Area % Dfz
5 25.235,80 7,39 5 40.665,70 8,08 5 42.484,30 8,16
10 44.683,80 8,25 10 58.290,10 8,86 10 63.001,10 9,07
15 50.616,00 8,52 15 67.033,40 9,25 15 73.895,10 9,55
20 56.199,10 8,77 20 74.626,60 9,58 20 79.890,80 9,82
25 60.611,30 8,96 25 81.403,00 9,89 25 86.055,20 | 10,09
30 64.859,80 9,15 30 86.654,10 10,12 30 92.510,30 | 10,38
45 71.018,70 9,42 45 96.834,90 10,57 45 103.886,30 | 10,88
60 76.406,70 9,66 60 104.966,70 10,93 60 111.153,40 | 11,21

Tabla XX. Resultados obtenidos de perfiles de disolucidon con tabletas de deflazacort de
6 mg en HCI 0.1N con agregado de 0.3% de SDS en diferentes revoluciones por minuto.
La tabla muestra los promedios de las dos inyecciones realizadas de los diferentes puntos de
muestreo del perfil de disolucién.

Medio: HCI 0,1N 0,3% SDS Medio: HCI 0,1N 0,3% SDS
Velocidad: 50 rpm Velocidad: 75 rpm
Tiempo (min) [ Promedio de areas | % Deflazacort] Tiempo (min) |Promedio de areas| % Deflazacort
5 5.005.656,80 47,85 5 2.708.513,60 26,49
10 5.006.776,80 47,86 10 2.539.114,50 24,92
15 4.674.242,70 44,77 15 2.861.535,80 27,92
20 4.611.839,90 44,19 20 2.884.715,10 28,13
25 4.868.406,40 46,58 25 3.235.528,00 31,39
30 4.275.283,50 41,06 30 2.963.628,00 28,87
45 4.638.523,40 44,44 45 2.936.287,10 28,61
60 4.908.896,00 46,95 60 2.915.102,10 28,42
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Tabla XXI. Resultados obtenidos de perfiles de disolucion con tabletas de deflazacort de
6 mg en Agua con agregado de 0.3% de SDS en diferentes revoluciones por minuto.
La tabla muestra los promedios de las dos inyecciones realizadas de los diferentes puntos de

muestreo del perfil de disolucion.

Medio: Agua 0,3%SDS Medio: Agua 0,3%SDS
Velocidad: 50 rpm Velocidad: 75 rpm
Tiempo (min) [ Promedio de areas | % Deflazacort] Tiempo (min) |Promedio de areas| % Deflazacort
5 4.048.368,00 38,95 5 3.528.308,50 34,12
10 7.290.683,50 69,10 10 4.922.070,80 47,07
15 7.936.116,80 75,10 15 6.733.798,50 63,92
20 7.936.116,80 75,10 20 7.613.828,80 72,10
25 8.899.739,70 84,06 25 8.236.856,30 77,89
30 10.452.683,90 98,49 30 9.364.416,70 88,38
45 10.786.150,10 101,60 45 10.056.275,30 94,81
60 10.886.706,80 102,53 60 10.133.212,30 95,52
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Tabla XXII. Resultados obtenidos de perfiles de disolucién con tabletas de deflazacort de
6 mg en Agua con agregado de SDS en diferentes porcentajes. La tabla muestra los
promedios de las dos inyecciones realizadas de los diferentes puntos de muestreo del perfil de
disolucion.

Medio: Agua 0,3%SDS
Velocidad: 50 rpm
Tiempo (min) | Promedio de areas| % Deflazacort
5 4.048.368,00 38,95
10 7.290.683,50 69,10
15 7.936.116,80 75,10
20 7.936.116,80 75,10
25 8.899.739,70 84,06
30 10.452.683,90 98,49
45 10.786.150,10 101,60
60 10.886.706,80 102,53
Medio: Agua 0,2%SDS
Velocidad: 50 rpm
Tiempo (min) | Promedio de areas | % Deflazacort
5 4.030.304,00 38,78
10 5.191.897,50 49,58
15 6.461.597,20 61,39
20 7.595.676,20 71,93
25 8.286.762,60 78,36
30 9.670.305,20 91,22
45 9.801.241,50 92,44
60 10.023.607,70 94,51
Medio: Agua 0,1%SDS
Velocidad: 50 rpm
Tiempo (min) | Promedio de areas | % Deflazacort
5 2.040.307,40 20,92
10 3.056.681,00 31,96
15 4.268.222,40 44,63
20 5.851.511,10 61,18
25 6.614.054,40 72,48
30 7.714.054,70 84,54
45 8.015.698,90 89,45
60 10.711.785,50 96,93
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Tabla XXIIl. Resultados obtenidos del analisis de tabletas de deflazacort de 6 mg
controladas y no controladas con las condiciones finales del ensayo de disolucién. La
tabla muestra los promedios de las tres inyecciones realizadas por cada vaso del disolutor con
las condiciones finales.

Equipo: 2 (Paletas)
Temperatura: 37°C +/-0,5°C
Medio: Agua 0,1%SDS
Velocidad: 50 rpm

Tiempo (min) Area % Deflazacort
vlxg 6.725.727 63,84

v2 8.213.609 81,05

v3 8.965.231 84,67

v4 8.348.758 78,93

v5 8.484.785 80,20

v6 8.119.875 76,81

X (tab sin defectos) 77,58

S (tab sin defectos) 2,90

DRS (tab sin defectos) 0,04
Tiempo (min) Area % Deflazacort
vl*2 7.251.563 68,73

v2 8.340.855 78,86

v3 8.449.802 79,87

v4 8.302.035 78,50

v5 8.491.627 80,26

v6 8.504.542 80,38

X (tab sin defectos) 77,77

S (tab sin defectos) 0,85

DRS (tab sin defectos) 0,01
Tiempo (min) Area % Deflazacort
vl#3 6.043.613 57,50

v2 8.966.719 84,68

v3 8.686.350 82,07

v4 8.224.791 77,78

v5 8.614.585 81,41

v6 8.386.358 79,28

X (tab sin defectos) 77,12

S (tab sin defectos) 2,65

DRS (tab sin defectos) 0,03

Leyenda:

*1: doble cantidad de lubricante en la formulacion
*2: mayor dureza de la especificada en la técnica de manufactura

*3: cambio de un excipiente
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Tabla XXIV. Resultados obtenidos del analisis de tabletas de deflazacort de 6 mg con las
condiciones finales del ensayo de disolucién. La tabla muestra los promedios de las tres
inyecciones realizadas por cada vaso del disolutor con las condiciones finales

Equipo: 2 (Paletas)
Temperatura: | 372C +/-0,52C
Medio: Agua 0,1%SDS DFzZ
Velocidad: 50 rpm

Muestra Area % Deflazacort
1 8.516.861,00 80,50

2 9.021.451,00 85,19

3 8.526.669,00 80,59

4 8.622.232,00 81,48

5 8.677.580,00 81,99

6 8.861.386,00 83,70

7 8.610.426,00 81,37

8 8.550.385,00 80,81

9 8.841.521,00 83,52

10 8.542.818,00 80,74
11 8.613.122,00 81,39
12 8.619.507,00 81,45
13 8.404.211,00 79,45
14 8.793.995,00 83,07
15 8.834.566,00 83,45
16 8.487.237,00 80,22
17 8.961.901,00 84,63
18 8.235.465,00 77,88
19 9.360.727,00 88,34
20 7.989.722,00 75,60
21 8.577.541,00 81,06
22 8.361.301,00 79,05
23 8.480.143,00 80,16
24 8.613.100,00 81,39

X 81,54

S 2,56

DSR 0,03
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Tabla XXV. Resultados obtenidos del anélisis de Calcort ® 6 mg con las

condiciones finales del ensayo de disolucion.

Equipo: 2 (Paletas)
Temperatura: 37°C +/-0,5°C
Medio: Agua 0,2%SDS CALCORT
Velocidad: 50 rpm
Vaso Area % Deflazacort
1 8.394.076,00 79,36
2 8.763.234,00 82,79
3 8.074.050,00 76,38
4 8.474.366,00 80,10
5 8.780.254,00 82,95
6 8.467.660,00 80,04
X 80,27
S 2,43
DSR 0,03
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