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1.0 RESUMEN

La identificacion del ingrediente farmacéutico activo de interés de la presente

investigacion sera denominado como BRAG-II.

BRAG-II es un farmaco derivado del bencimidazol que pertenece a la clase Il del
Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica y esta indicado para el tratamiento de la
hipertensién arterial. Actualmente, en la region asiatica se comercializa un medicamento
innovador en forma de tabletas recubiertas, el cual esta constituido por tres principios
activos que estan indicados para el tratamiento de la hipertensién. Estos son
administrados en dosis de 80, 125 y 5 mg de los activos 1 (BRAG-II), 2 y 3
respectivamente. Dicha presentacion farmacéutica relne las caracteristicas de calidad
farmacéutica, asi como de seguridad y eficacia. Un desarrollo farmacéutico nacional de
una composicion farmacéutica que contenga a estos principios activos permitiria
mejorar el apego al tratamiento de la hipertensién, enfermedad con una alta prevalencia

en nuestro pais.

Este trabajo se centré en establecer las bases para establecer una correlacion in vitro-
in vivo, mediante estudios de disolucién que permitieron simular las condiciones en el
tracto gastrointestinal empleando medios biorrelevantes y el aparato 4 USP. Las
formulaciones prueba desarrolladas por un laboratorio farmacéutico fueron estudiadas
bajo las condiciones de disolucion establecidas en este trabajo, como una herramienta
para la optimizacion de la formulacion y el paso previo para el desarrollo del estudio
clinico con fines de intercambiabilidad. Se evaluaron 3 formulaciones (F1R, F1P y F2P).
Mediante el uso de este método de disolucién se demostr6 que F1P y F2P no presentan
equivalencia farmacéutica con F1R por lo que fue necesario optimizar la formulacion
hasta la obtencion de aquella que demuestre equivalencia farmacéutica con F1R

empleando el método de disolucién desarrollado.



2.0 ABSTRACT

The identification of the active pharmaceutical ingredient of interest in this research will
be called BRAG-II.

BRAG-Il is a benzimidazole derivative drug that belongs to class Il of the
Biopharmaceutical Classification System and is indicated for the treatment of arterial
hypertension. Currently, in the Asian region, an innovative drug is marketed in the form
of coated tablets, which is composed of three active ingredients that are indicated for the
treatment of hypertension. These are administered in doses of 80, 12.5 and 5 mg of
active ingredients 1 (BRAG-II), 2 and 3 respectively. This pharmaceutical presentation
meets the characteristics of pharmaceutical quality, as well as safety and efficacy. A
national pharmaceutical development of a pharmaceutical composition containing these
active ingredients would improve adherence to treatment of arterial hypertension, a
highly prevalent disease in our country.

This work focused on laying the foundations to establish an in vitro-in vivo correlation,
through dissolution studies that allowed simulating the conditions in the gastrointestinal
tract using biorelevant media and the 4 USP apparatus. The test formulations developed
by a pharmaceutical laboratory were studied under the dissolution conditions established
in this work, as a tool for the optimization of the formulation and a previous step to the
development of the clinical study for interchangeability purposes. Three formulations
(FIR, F1P and F2P) were evaluated. Using this dissolution method, it is revealed that
F1P and F2P do not present pharmaceutical equivalence with F1R, so it was necessary
to optimize the formulation until obtaining the one that demonstrates pharmaceutical

equivalence with F1R using the developed dissolution method.



3.0 ANTECEDENTES

3.1 Hipertension

La presion arterial estd determinada por varios pardmetros del sistema cardiovascular.
Entre esos pardmetros se incluye el volumen sanguineo, el gasto cardiaco, el equilibrio
del tono arterial que se ve afectado por el volumen intravascular y los sistemas
neurohumorales (mecanismos de compensacion que se activan para mantener la
estabilidad hemodinamica cuando se reduce el gasto cardiaco). EI mantenimiento de
los niveles fisioldgicos de la presidn arterial involucra una interaccion compleja de varios
elementos de un sistema neuro-humoral integrado que incluye el sistema renina-
angiotensina-aldosterona (SRAA), el papel de los péptidos natriuréticos y el endotelio,
el sistema nervioso simpéatico (SNS) y el sistema inmunitario tal como se esquematiza
en la Figura 1 (Oparil, y otros, 2019) (Tsimihodimos, Gonzalez-Villalpando, Meigs, &
Ferrannini, 2018). El mal funcionamiento de estos factores de control puede conducir
directa o indirectamente a aumentos en la presion arterial, lo que con el tiempo da como
resultado dafios en los 6rganos diana, provocando asi enfermedades cardiovasculares
(ECV) (Minkyung, y otros, 2017) (Thomas, Karin, & Mirjam, 2020).

pénptidos natriuréticos Endotelio . .
Sistema inmune

@O

-Disfuncién -Mantenimiento -Otras sustancias Activacion de SNC tinfiltracién macréfagos
endotelial del equilibrio de vasoactivas ‘ .
-Sensibilidad a la sal Na+y de la PA -Sensibilidad a la sal - N
_Lesi6n vascular durante la carga —Tono vascular Liberacion de 1 sensibilidad a Na
de Na* catecolaminas v
Natriuresis por ; .
= -Natriuresis
presion h " ., ' 18P
-Vasodilatacion Oxido nitrico actividad
¥ v sinzpética renal Células Treg antiinflamatoria
lep
lep ' X
. 1P
-Retencion de Na* 1 avidez de Na*
-Vasoconstriccion Endotelina 1 l Células Tl proinflamatoria
¥ U v
TBpP T TP 18P 18P

Figura 1. Principales sistemas neuroendocrinos implicados en la regulacion de la presion arterial.
Modificado de (Oparil, y otros, 2019)

Existe también una predisposicién genética (algunas variantes alélicas) que se adiciona
a una serie de factores ambientales, como una ingesta elevada de sodio, la mala calidad
del suefio, la ingesta excesiva de alcohol y el alto estrés mental que contribuyen al

desarrollo de la hipertension. Ademas, la probabilidad de desarrollar hipertension
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aumenta con la edad debido al endurecimiento progresivo de la vasculatura arterial
causado, entre otros factores, por cambios lentos en el coldgeno vascular y aumentos

en la aterosclerosis (Marianne E., Norm, & Xin-Hua, 2014).

Sin duda alguna el estilo de vida de la poblacion, asi como los factores antes
mencionados, con el paso de los afios ha modificado los niveles de presion arterial
sistélica de 115 mm Hg y diastdlica de 75 mm Hg (115/75 mm Hg) (Oparil, y otros, 2019).

De acuerdo con diversas referencias, el mantener una presion arterial superior a los
140/90 mm Hg es indicador de hipertensiéon arterial, existiendo a su vez diferentes
grados que son clasificados de acuerdo con el valor de presion arterial registrado, Tabla
1 (Mills, Stefanescu, & He, 2020) (Oparil, y otros, 2019).

Tabla 1. Grado/etapa de hipertension. Modificado de (Mills, Stefanescu, & He, 2020) (Oparil, y
otros, 2019)

Grado/etapa de hipertension Intervalo de presion
1 140/90 mm Hg — 159/99 mm Hg
2 160/200 mm Hg — 179/109 mm Hg
3 =2180/110 mm Hg

3.1.1 Epidemiologia de la hipertension

Mills y colaboradores (2020) estimaron, con base en un andlisis de datos de 135
estudios basados en la poblacién que incluyeron a 968 419 adultos de 90 paises, que
en 2010 la prevalencia global de hipertension estandarizada por edad (definida como
presion arterial 2140/90 mm Hg) fue del 31.1%. La prevalencia de hipertension
estandarizada por edad fue ligeramente mayor en los hombres (31.9 %) que en las
mujeres (30.1 %) y fue menor en los paises de ingresos altos (28.5 %) que en los paises
de ingresos bajos y medianos (31.5 %). La prevalencia mas baja de hipertension en los
hombres se encontrd en el sur de Asia (26.4 %), mientras que la prevalencia mas alta
se registré en Europa del Este y Asia Central (39.0%). En las mujeres, la prevalencia de
hipertensién fue mas baja en los paises de ingresos altos (25.3 %) y mas alta en el Africa
subsahariana (36.3 %), ver Figura 2. Es probable que la falta de proporcionalidad en las
prevalencias descritas anteriormente estuviesen influenciadas por la diversidad de los

factores de riesgo de la hipertension (Roth, y otros, 2017).
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. Debajo del 28.0%

b)

Figura 2. Prevalencia de la hipertensiéon por regiones del mundo en 2010, en a) hombres y b)
mujeres. Modificado de (Roth, y otros, 2017).

En la Figura 3 se observan las causas de muerte asociadas a una presion arterial = 140
mmHg, correspondiente a 7.8 millones (14.0 % de todas las muertes). De acuerdo con
las tendencias en prevalencia de la hipertension, el nimero estimado de muertes por
todas las causas relacionadas con la presion arterial y por ECV (enfermedad cerebro -
vascular) aumenté sustancialmente entre 1990 y 2015, especialmente en los paises de

ingresos bajos y medianos (Mills, Stefanescu, & He, 2020).
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Figura 3. Causas de muerte a nivel mundial atribuidas al aumento de la presion arterial en 2015.
Modificado de (Mills, Stefanescu, & He, 2020).

Resulta evidente que la hipertension en la poblacion, independientemente de su origen,
converge en una alta incidencia de morbilidad y mortalidad a nivel mundial propiciando
particularmente enfermedades cardiovasculares. Datos mas recientes emitidos por la
Organizaciéon Mundial de la Salud (2019), refiere que las ECV son una de las causas
mas frecuentes de mortalidad en todo el mundo, y contribuyen a 17.9 millones de

muertes cada afio (aproximadamente el 31% de todas las muertes globales).

El Instituto Nacional de Salud Publica en México, por su parte, el afio 2000 ha referido
que la prevalencia de casos de hipertension arterial varia con la edad de los individuos.
La mas alta se encontr6 en los individuos con edad entre los 70 y los 79 afios (53.6 %)
y la mas baja en los de 20 a 29 afios (17.0%). Observando que el porcentaje de
hipertensos tenia una tendencia creciente conforme avanza la edad. Antes de los 50
afios la prevalencia de hipertension arterial fue mayor en los hombres, llegando en el
grupo de 40 a 49 afios a 40.7 % vy, a partir de esta edad, el porcentaje fue mayor en las
mujeres, en las cuales se observaron prevalencias desde 54.6%, para el grupo de 50 a
59 afos, hasta de 60.3 % para el grupo de 80 y mas afos. La enfermedad fue mas
frecuente en los estados de Tamaulipas (38.7%), Zacatecas (36.3%) y Coahuila (35.9
%). Las prevalencias mas bajas se encontraron en los estados de Puebla (24.1%),
Oaxaca (23.3 %) y Chiapas ((23.0 %) (cuadro 9.2 y figura 9.2). Los estados con las
razones diagndstico sobre hallazgo mas altas fueron Baja California Sur y el Estado de
México, ambos con 1.1; mientras que las entidades con las menores razones
diagnostico sobre hallazgo fueron Nuevo Ledn, Quintana Roo, Tabasco, Tamaulipas y

Veracruz, todas con 0.4. (Instituto Nacional de Salud Publica, 2000).
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Por otro lado, en 2020, de acuerdo con la Encuesta Nacional de Salud y Nutricién
(Ensanut), la prevalencia de hipertension arterial en adultos mexicanos fue de 49.4 %
(44.0 % en mujeres y 55.3 % en hombres). En estos adultos el 70.0 % fue diagnosticado
con hipertensién arterial (HAT) hasta el momento de realizar la encuesta y el 30%
desconocia tener esta enfermedad. En relacién con el grupo de edad, se observé una
tendencia creciente en la prevalencia de hipertensién arterial a medida que aumentaba
la edad, dicha informacion es presentada graficamente en la Figura 4. En comparacién
con los participantes con concentraciones séricas normales de triglicéridos, colesterol
LDL, &cido urico, glucosa y HbAlc (hemoglobina glicosilada), en los adultos con
concentraciones séricas elevadas de estos biomarcadores, la prevalencia de HAT fue
mayor. En los adultos con diagndstico previo de diabetes, la prevalencia de HAT fue
63% mas alta que en las personas que no tenian diabetes (Campos-Nonato, y otros,
2021).

Punto de corte AHA
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Figura 4. Ensanut 2018-19: Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2018-19; Ensanut 2020:
Encuesta Nacional de Salud y Nutricién 2020. AHA: Incluye diagnéstico médico previo + hallazgo
de la encuesta usando el punto de corte tension arterial sistélica 2130 y tension arterial diastolica
280 mmHg. (Campos-Nonato, y otros, 2021)

3.1.2. Tratamiento

Existen tratamientos para la hipertension que consisten en el cambio de habitos del
paciente y el uso de medicamentos. El tratamiento antihipertensivo ha ido modificando
a través de los afios ya que han surgido medicamentos con diferentes rutas de accion
para la reduccion de los niveles de presién arterial, asi como la aplicacion del sinergismo
de varios de ellos en su tratamiento. Actualmente existen diferentes clases de farmacos
y una amplia variedad de combinaciones de dosis fijas. (Oparil, y otros, 2019) (P.,
Maillard, & Michel, 2007) (Jitsuo, Issei, & Toshio, 2017).

14



Por lo general, la farmacoterapia antihipertensiva comienza con medicamentos
antihipertensivos de primera linea, ya sea en monoterapia o en combinacion. La terapia
combinada puede ser preferible en pacientes con niveles méas altos de presion arterial
previa al tratamiento. Los medicamentos antihipertensivos de primera linea incluyen
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (ECA), bloqueadores de los
receptores de angiotensina Il (también conocidos como sartanes por la terminacién en
su nombre, por ejemplo: Azilsartan (Edarbi), Candesartan (Atacand), Eprosartan,
Irbesartan (Avapro), Losartan (Cozaar), Olmesartan (Benicar), Telmisartan (Micardis),
Valsartan (Diovan)) bloqueadores de los canales de calcio dihidropiridinicos y diuréticos
tiazidicos. Los bloqueadores beta también estan indicados en pacientes con
insuficiencia cardiaca y fraccién de eyeccién del ventriculo izquierdo reducida o después
de un infarto de miocardio, y algunas guias recomiendan los bloqueadores beta como
medicamentos antihipertensivos de primera linea. La eleccion debe basarse en la
eficacia y la tolerabilidad individuales. La dosificacion dividida de los medicamentos
antihipertensivos tiende a disminuir la adherencia y debe evitarse cuando es posible que
la presién no pueda controlarse con monoterapia en muchos pacientes, particularmente
aquellos con hipertension severa. (Oparil, y otros, 2019) (P., Maillard, & Michel, 2007)
(Jitsuo, Issei, & Toshio, 2017).

Los inhibidores de la ECA o los bloqueadores de los receptores de la angiotensina |l,
los diuréticos tiazidicos y los bloqueadores de los canales de calcio dihidropiridinicos se
suman para reducir la presién arterial y se pueden combinar como terapias de
combinacién doble o triple. Tal como lo aplica Japén, ya que siendo uno de los paises
con mayor prevalencia de la hipertensién, especialmente en mujeres, ha implementado
pautas para el manejo de la hipertensién. La Sociedad Japonesa de Hipertension
establece que el tratamiento antihipertensivo de primera linea debe consistir en un
blogueador de los canales de calcio (BCC), un bloqueador del receptor de angiotensina
(BRAG), inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina o un diurético, en
pacientes hipertensos. El uso de dos o tres farmacos en combinacion (de diferentes
clases) a menudo es necesario para alcanzar la presion arterial objetivo. Las
combinaciones recomendadas de dos farmacos son un inhibidor de la ECA+BCC, un
BRAG+BCC, un inhibidor de la ACE+diurético, un BRAG+diurético o un BCC+diurético.
A los pacientes que no respondan a una combinacion de dos farmacos se les debe
recetar una terapia de combinacion triple. Ademas, las guias y otros estudios muestran

gue la simplificacion de la prescripcion mediante farmacos de combinacion fija puede
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mejorar la adherencia. (Oparil, y otros, 2019) (P., Maillard, & Michel, 2007) (Jitsuo, Issei,
& Toshio, 2017).

A continuacién, se muestran algunos ejemplos de los farmacos categorizados de
acuerdo con sus mecanismos de accién, ECA, BCC y accion diurética mencionados

anteriormente para cada mecanismo de accion.

Ejemplos de farmacos con accién inhibidora de la ECA son: Benazepril (Lotensin),
Captopril, Enalapril (Vasotec), Fosinopril, Lisinopril (Prinivil, Zestril), Moexipril,
Perindopril, Quinapril (Accupril), Ramipril (Altace), Trandolapril. (MFMER), Inhibidores

de la enzima convertidora de la angiotensina, 2021).

Ejemplos de farmacos con accion BCC son: Amlodipino (Norvasc), Diltiazem (Cardizem,
Tiazac, etc.), Felodipino, Isradipino, Nicardipino, Nifedipina (Procardia), Nisoldipino
(Sular), Verapamilo (Calan SR, Verelan). ((MFMER), Bloqueadores de los canales de
calcio, 2021).

Ejemplos de farmacos con accién diurético tiazidico son: Clorotiazida, Clortalidona,
Hidroclorotiazida, Indapamida, Metolazona. (MFMER), Diuréticos, 2021).

La combinacion de este tipo de dosis fijas (BRAG+diurético) reduce eficazmente la
presion arterial tan pronto como 1 a 4 semanas después de comenzar el tratamiento.
Sin embargo, después del tratamiento con algunos pacientes tienen sintomas
persistentes no controlados y puede ser necesario un régimen de terapia triple. Uno de
estos regimenes es BRAG+diurético en combinacibn con BCC en una dosis de
80/12.5/5 mg respectivamente. Debido a que los BCC tienen fuertes efectos reductores
de la presién arterial, disminuyen la variabilidad de la presién arterial sistlica mas que

otras clases de farmacos.

Por el contrario, la combinaciéon de inhibidores de la ECA y bloqueadores de los
receptores de la angiotensina Il agrega poca reduccion de la presién arterial y aumenta

el riesgo de disfuncién renal e hiperpotasemia

Se han llevado estudios en pacientes con insuficiencia cardiaca con fraccién de
eyeccion del ventriculo izquierdo reducido o con nefropatia diabética demostrando
eficacia y seguridad de los inhibidores de la ECA y los bloqueadores de los receptores
de la angiotensina Il por lo que son una opcion particularmente buena en este tipo de
poblacién. Adicionalmente tienden a mejorar el metabolismo de la glucosa por lo que

puede ser una alternativa en pacientes con condiciones que predisponen a la diabetes
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mellitus tipo 2, incluida la obesidad y el sindrome metabdlico (Oparil, y otros, 2019) (P.,
Maillard, & Michel, 2007) (Jitsuo, Issei, & Toshio, 2017).

3.2 BRAG-II

3.2.1 Indicaciones terapéuticas:

BRAG-II es un antagonista especifico del receptor de angiotensina Il tipo 1 utilizado en
el tratamiento de la hipertension. Se sabe que interviene en la mayoria de las acciones
fisiolégicas relacionadas con la regulacién de la presion arterial; al bloquear los efectos
vasoconstrictores y secretores de aldosterona de la angiotensina Il, reduce la presiéon
arterial independientemente de la via de sintesis de angiotensina Il en modelos animales
de hipertension, asi como en humanos. (Jaiswal, Aggarwal, Leelakumari Harikumar, &
Singh, 2014). BRAG-II se encuentra indicado para el tratamiento de la hipertension
arterial de acuerdo con el “cuadro basico y catalogo de medicamentos” emitido por el
Consejo de Salubridad General 2017.

3.2.2 Dosis y via de administracién:

Actualmente BRAG-II pertenece al cuadro basico de medicamentos indicado para el
tratamiento de enfermedades cardiacas en México, especificamente para el tratamiento
de hipertension arterial. De acuerdo con el “cuadro basico y catalogo de medicamentos”
emitido por el Consejo de Salubridad General, la presentacion farmacéutica en la que
actualmente se administra este farmaco, es a través de la via oral, en forma de tableta

con una dosis de 40 mg cada 24 horas (Consejo de Salubridad General, 2017).

3.2.3 Propiedades fisicoquimicas:

BRAG-II es un farmaco derivado del bencimidazol cuya molécula se encuentra
constituida por 3 grupos funcionales principales, metilbencimidazol, fenil-bencimidazol
y acido metil fenilbenzéico, en la Figura 5 se representa graficamente la base de la
estructura de este farmaco. Por otra parte, algunas caracteristicas fisicoquimicas

relevantes se resumen en la

Tabla 2. (Son, y otros, 2018) (Pubchem, 2020) (Bajaj, Rao, Pardeshi, & Sali, 2012)
(Zhong, Zhu, Luo, & Weike, 2013)
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Figura 5. Base estructural de la molécula de BRAG-II

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de BRAG-II. (Drug bank, 2020) (Son, y otros, 2018)
(Pubchem, 2020) (Bajaj, Rao, Pardeshi, & Sali, 2012) (Zhong, Zhu, Luo, & Weike, 2013) (Wienen,
y otros, 2000) (Kundu, y otros, 2018) (Giri, y otros, 2021)

Farmaco BRAG-II

Derivado Bencimidazol

PM (g/mol) 514.6
Agua 4.42 +0.25
pH 1.2 97.18 £ 18.24

Solubilidad (ug/mL) pH 4.0 2.46 £ 0.39
pH 6.8 1.26 £ 0.37
pH 10.0 2557.77 £ 171.02

Log P 3.2 (n-octanol/buffer pH 7.4)
3.65

pKa 4.45
6.13

Clasificacion Il

Biofarmacéutica (SCB)

Punto de fusién (°C) 261 -263

BRAG-II es poco soluble en agua y aceites, es de naturaleza lipofilica y pertenece al
grupo de la clase Il de acuerdo con el sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB) y
la guia correspondiente emitida por la FDA, debido a la alta permeabilidad y baja
solubilidad que presenta. Su alto punto de fusién es indicativo de una alta energia
cristalina lo que reduce su tendencia a disolverse en cualquier disolvente. Se fabrica y
se suministra en forma de &cido libre y se caracteriza por su muy baja solubilidad
intestinal, que depende del pH del medio, siendo muy soluble a pH muy &cidos y/o muy
bésicos (Bajaj, Rao, Pardeshi, & Sali, 2012) (Zhong, Zhu, Luo, & Weike, 2013) (Wienen,
y otros, 2000) (Kundu, y otros, 2018).
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3.2.4 Propiedades farmacolégicas
a) Farmacodinamia

BRAG-II es un antagonista especifico de los receptores de la angiotensina Il (tipo AT1),
activo por via oral. BRAG-II desplaza a la angiotensina Il, con una afinidad muy elevada,
de su lugar de unién al receptor subtipo AT1, el cual es responsable de las conocidas

acciones de la angiotensina Il

En humanos, una dosis de 80 mg de BRAG-II inhibe casi completamente el aumento de
la presion arterial producido por la angiotensina Il. El efecto inhibidor se mantiene
durante 24 horas y es todavia medible hasta las 48 horas (Agencia Espafiola de
Medicamentos y Productos Sanitarios (AEMPS), 2017).

La angiotensina Il se forma a partir de la angiotensina | en una reaccion catalizada por
la enzima convertidora de angiotensina (ACE, quinasa Il). La angiotensina Il es el
principal agente presor del sistema renina-angiotensina, con efectos que incluyen
vasoconstriccion, estimulacion de la sintesis y liberacién de aldosterona, estimulacién
cardiaca y reabsorcion renal de sodio. BRAG-II bloguea los efectos vasoconstrictores y
secretores de aldosterona de la angiotensina Il al bloquear selectivamente la unién de
la angiotensina Il al receptor AT1 en muchos tejidos, como el musculo liso vascular y la
glandula suprarrenal. Por lo tanto, su accion es independiente de las vias para la sintesis

de angiotensina Il (Radenkovic, Stojanovi¢, NeSi¢, & Prostran, 2016).

También se encuentra un receptor AT2 en muchos tejidos, pero no se sabe que AT2
esté asociado con la homeostasis cardiovascular. BRAG-II tiene una afinidad mucho
mayor (> 3,000 veces) por el receptor AT1 que por el receptor AT2. El bloqueo del
sistema renina-angiotensina con inhibidores de la ECA, que inhibe la biosintesis de
angiotensina Il a partir de angiotensina I, se usa ampliamente en el tratamiento de la
hipertension. Los inhibidores de la ECA también inhiben la degradacion de la
bradiquinina, una reaccion también catalizada por la ECA. Debido a que BRAG-II no
inhibe la ECA (quinasa Il), no afecta la respuesta a la bradiquinina. Ain no se sabe si
esta diferencia tiene relevancia clinica. BRAG-Il no se une ni bloquea otros receptores
hormonales o canales idnicos que se sabe que son importantes en la regulacién
cardiovascular. El esquema del mecanismo de accién se ilustra en la Figura 6

(Radenkovic, Stojanovi¢, Nesi¢, & Prostran, 2016).

El bloqueo del receptor de angiotensina Il inhibe la retroalimentacion reguladora

negativa de la angiotensina Il sobre la secreciéon de renina, pero el aumento de la
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actividad de la renina plasmatica resultante y los niveles circulantes de angiotensina Il
no superan el efecto del BRAG-II en la presion arterial (Boehringer Ingelheim, 2009)
(Radenkovic, Stojanovié, NeSi¢, & Prostran, 2016) (Dmitry & Peter E., 2012).
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Figura 6. Accién de los bloqueadores de los receptores de angiotensina en la disfuncion
endotelial relacionada con la angiotensina Il. Modificado de (Radenkovic, Stojanovic, NeSi¢, &
Prostran, 2016).

b) Farmacocinética

La farmacocinética de BRAG-II administrado oralmente es no lineal sobre el intervalo de
dosis de 20 a 160 mg. BRAG-II se absorbe rapidamente en el estbmago después de su
administracién oral, mientras que debido a su escasa solubilidad en el intestino su tasa
de absorcion se ve limitada en esta region. (Cao, Shi, Cao, Yang, & Cuia, 2016) BRAG-
Il alcanza concentraciones maximas (Cmax) aproximadamente de 0.5 a 1 hora después
de la administracion oral con una biodisponibilidad dependiente de la dosis, que puede
ir de 30% —60% (aunque puede observarse una disminucion de aproximadamente 6%
cuando se administra con alimentos), con 40 y 160 mg, la biodisponibilidad es del 42%
y 58%, respectivamente. BRAG-II muestra una cinética de descomposicion bi-
exponencial con una vida media de eliminacion de aproximadamente 24 horas y se
elimina principalmente en las heces por excreciéon biliar (> 97%). El aclaramiento

plasmatico total de BRAG-II es > 800 mL/min (Boehringer Ingelheim, 2009).

20



BRAG-II presenta una alta union a proteinas plasmaticas (> 99.5%), principalmente con
la albumina y la glicoproteina &cida, en donde, la unién no depende de la dosis
administrada. Presenta ademas un volumen muy alto de distribucion (~ 500 L), lo que

indica su internalizacion tisular.

Se metaboliza minimamente por conjugacion para formar un acilglucurénido
farmacoldgicamente inactivo; el glucurénido del compuesto original es el Unico
metabolito que se ha identificado en el plasma humano y la orina. Las isoenzimas del
citocromo P450 no estan involucradas en el metabolismo de este farmaco. (Kang, y
otros, 2018), (Moon, y otros, 2019), (Pubchem, 2020)

3.2.5 Toxicidad y efectos adversos

No se tienen datos de intoxicaciones por BRAG-Il. Entre las manifestaciones clinicas
mas tempranas de toxicidad por sobredosis con BRAG-II se encuentran: hipotension,
mareos Yy taquicardia; la bradicardia puede ocurrir por estimulacién parasimpatica
(vagal). (Drug bank, 2020)

Se ha descrito que los efectos adversos de BRAG-II son leves y transitorios. Se ha
evaluado la seguridad del medicamento de referencia de BRAG-II en mas de 1700
pacientes, incluidos 716 tratados por hipertension durante mas de 6 meses y 420
durante mas de 1 afio en donde las reacciones adversas que ocurren lo hacen con una
incidencia del 2% en pacientes tratados con BRAG-II y en una tasa mayor que en
pacientes tratados con placebo, ver Figura 7 (WebMDRX, 2020).
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Figura 7. Reacciones adversas que se producen con una incidencia 22% en pacientes tratados
con BRAG-II y con una frecuencia mayor que en los pacientes tratados con placebo. Modificado
de (WebMDRx, 2020).

3.2.6 Situacién actual

Actualmente BRAG-II se comercializa en México en presentacion de tabletas de 40 mg
y 80 mg, asi como tabletas y capsulas de gelatina blanda de 80 mg de BRAG-Il y en

combinacion con 12.5 mg de un farmaco con accién diurética.

En Estados Unidos y Europa BRAG-II se comercializa de forma similar o en combinacion

con alguno de los IFAs referidos en la seccion 3.1.2.

En particular, este farmaco se comercializa en la regién asiatica como un medicamento
en forma de tabletas recubiertas, constituido por tres principios activos que estan
indicados para el tratamiento de la hipertension y que son administrados en dosis de 80,
12.5y 5 mg de los activos 1 (BRAG-II), 2 y 3 respectivamente (el activo 2 tiene un efecto
diurético y el activo 3 es un bloqueador de canales de calcio indicado para reducir la
presion arterial). La administracion concomitante de los tres farmacos reune las
caracteristicas de seguridad y eficacia requeridos para la implementacion de esta
terapia en otros paises. (Segura & Ruilope, 2013). La presentacion de este
medicamento conteniendo los 3 activos podria mejorar el apego al tratamiento de la

hipertension; ya que en nuestro pais no existe una formulacion semejante.
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3.3 Disolucién de medicamentos

El tema de la disoluciébn de medicamentos merece atencion especial por su gran
importancia en los sistemas farmacéuticos. Generalmente podemos anticipar que un

farmaco debe estar en solucion para que pueda ejercer su efecto.

Tipicamente, el tipo de sistema que encontramos es una sustancia sélida pura (el soluto)
en contacto con un liquido puro (el solvente). Permitimos que se logre el equilibrio a
temperatura y presion fijas, de modo que en el equilibrio el sistema se componga de la
fase sdlida pura (en exceso) y una solucién liquida de soluto disuelto en el disolvente. A
temperatura y presion fijas, al llegar al equilibrio la concentracion del soluto disuelto es
constante. A esta concentracion disuelta invariante la llamamos la solubilidad al

equilibrio del soluto, a la temperatura y en el solvente establecido (Connors, 2010).

Por su parte, la disolucién es el proceso por el cual un sélido entra en solucién (se
disuelve) a una velocidad de disolucion expresada, en lo general, con la ecuacion de
Noyes-Whitney (Ecuacion 1). (Lu, Tupper, & Murray, 2020)

dm DxAx(Cs—C)

Velocidad de disolucion = —
dt h

Ecuacion 1.Ecuacion de Noyes-Whitney

Dénde:

dm/dt = tasa de disolucion

D = coeficiente de difusiéon de la molécula en estudio

A = area de superficie disponible para disolucién

Cs = solubilidad del compuesto

C = concentracion de soluto en la solucién a granel en el tiempo t

H = espesor de la capa estacionaria de difusion

La ecuacion anterior demuestra que existen diferentes factores que impactan en el
proceso de disolucion y estas particularidades son importantes debido a que para llevar
a cabo el proceso de absorcién de un Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA), es

necesario que este se encuentre en solucion.

El proceso de disolucibn se compone de varios subprocesos: disgregacion o
desintegracion de la forma farmacéutica, disolucion del farmaco en el medio y por Gltimo,
en el supuesto de haber sido administrado el medicamento a un organismo vivo,

permeacion del IFA en solucidon hacia el lugar de absorcion (paso a través de la
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membrana). En esta secuencia, la solubilizacién del IFA y la velocidad a la cual ocurre
esto, en general, se considera como una de las fases mas importantes, puesto que, es

uno de los factores limitativos de la disposicion del IFA en el sitio de absorcién.

Adicionalmente la evaluacion del proceso de disolucion de un medicamento siempre ha
sido un aspecto importante en el aseguramiento de calidad y es un requerimiento
farmacopéico para las formas de dosificacion orales sélidas (Rubio, Portilla, Fuentes,
Aguilar, & Hernandez, 2006).

Los factores que afectan la velocidad de disolucibn de medicamentos pueden

clasificarse en tres categorias:

* Factores que se relacionan con el sdélido a disolver, el IFA: Tamafio de particula,
hidrosolubilidad/ lipofilicidad, capacidad de ionizacion.

*Factores que se relacionan con las condiciones de la prueba. Temperatura a la que se
lleva a cabo el proceso de disolucion, intensidad de agitacion y de acuerdo con la
composicion del medio de disolucion: el pH, la tensién superficial, la viscosidad y la
presencia de adsorbentes, sales u otros compuestos.

*Factores que se relacionan con los preparados solidos. Como los aditivos del
preparado, que pueden ser diluyentes, tinturas, fijadores, agentes de granulacion,

desintegrantes y lubricantes (Genaro, 2003).

Por tanto, es necesario controlar estos factores para poder establecer de manera segura
y confiable el desarrollo de ensayos de disolucién que sean aplicables en el desarrollo
de medicamentos. Considerando que los estudios del proceso de disolucién constituyen
un intento de garantizar hasta cierto punto si la biodisponibilidad del IFA (la magnitud y
velocidad de su absorcién) sera la adecuada, esta puede ser empleada como una
herramienta predictiva del comportamiento del producto in vivo, cuando existe una
correlacion in vitro-in vivo (CIVIV). Este Ultimo término se abordara mas adelante en un

apartado especifico para su mejor entendimiento (Doménech-Berrozpe, y otros, 2005).

Partiendo de ello a continuacion se abordaran aquellos factores que generan un mayor
impacto en el desarrollo de un método de disolucion, in vitro, para establecer una posible
CIVIV.
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3.3.1 Medios biorrelevantes

Los medios de disolucion biorrelevantes se han disefiado para simular las condiciones
fisiologicas en el tracto gastrointestinal distinguiendo entre las diferentes zonas,
estbmago versus intestino, asi como las condiciones de ayuno o la presencia de
alimentos. Esto es especialmente importante para los farmacos con una solubilidad baja,
para los que la composicion de los fluidos luminales in vivo puede influir de manera

importante en su disolucion.

Modificaciones a los medios farmacopéicos documentados pueden encontrarse en los
capitulos generales de Disolucién <711> y Desintegracién y disolucion de suplementos
dietéticos <2040> de la USP, donde se permite, por ejemplo, la adicion de enzimas al
medio de disoluciéon cuando las capsulas de gelatina dura o blanda y las tabletas
recubiertas de gelatina no se ajustan a la especificacion de la prueba de disolucién
respectiva. La adicion de pepsina en medios de disolucion con valores de pH inferiores
a 6.8 y pancreatina para medios de disolucién con valores de pH iguales o superiores a
6.8, es recomendada. Hay que tomar en consideracion que la pepsina es estable en el
intervalo de pH de 1 a 6 y tiene una buena actividad de proteasa en valores de pH de
hasta 4, teniendo una actividad maxima a pH 2, el 70% de la actividad péptica todavia
esta presente a pH 4.5y casi ninguna actividad péptica se presenta a pH 5.5. Por encima
de pH 6, la pepsina se inactiva rapidamente de forma irreversible y a pH 8 se inactiva
por completo (Gray, y otros, 2014).

Otro factor importante para considerar es el volumen acuoso contenido en la region del
tracto gastrointestinal (TGI) y el tiempo en que mantiene el medio contacto directo con
la forma farmacéutica administrada. En el estbmago en estado de ayuno, los volimenes
son bajos y se ha estimado de 25 mL. Sin embargo, cuando se administra una tableta o
capsula, esta se administra con liquido; en estudios farmacocinéticos este volumen
suele estar en el intervalo de 200 a 250 mL. Suponiendo secreciones a una velocidad
de poco menos de 1 mL/min, se esperan alrededor de 50 mL de volumen de secrecién
en 1 h, el periodo promedio durante el cual se espera que una forma de dosificacion de
liberacion inmediata se vacie totalmente del estbmago en ayuno. Por lo tanto, un
volumen realista para simular el liquido total disponible en el estbmago para disolver
formas de dosificacion simples durante su residencia géstrica que se vacian con el
liquido después de la administracion en ayunas estaria en el intervalo de 250 a 300 mL
durante un periodo aproximado de 1 hora (Vertzoni, Dressman, Butler, Hempenstall, &
Reppas, 2005).
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La Tabla 3 muestra la composicion de medios biorrelevantes para emular la disolucion
de medicamentos en un sistema in vivo. Estos medios combinan la presencia de los
surfactantes naturales que permiten una solubilizacién micelar y los valores de pH
promedio que prevalece en el estbmago y el intestino delgado.

Tabla 3. Composicion de medios biorrelevantes. Modificado de (Nitin, y otros, 2014) (Gonzalez,
Fernandez, Ruiz, & Bermejo, 2002)

Fluido intestinal simulado en Fluido intestinal Fluido gastrico
estado de ayuno simulado en presencia | simulado en estado de
de alimentos ayuno
pH 6.8 6.5 pH 5.0 pH 1.6
Osmolaridad | 280 — 270 + | Osmolaridad | 635+ | Osmolaridad | 120.7 +
(mOsmol) 310 + 10 (mOsmol) 10 (mOsmol) 2.5
10
Taurocolato 5mM 3mM | Taurocolato | 15 mM NacCl 34.2¢g
sodico sodico
Lecitina 1.5 mM 0.75 Lecitina 3.75 Lecitina 20 mM
mM mM
KH2PO4 0.029 3.9g | Acido acético | 8.65g Pepsina 0.1
mM mg/mL
KCI 0.22M | 7.7¢g KCI 15.2 g | Taurocolato 80 um
de sodio
NaOH csp pH | csp pH NaOH csp pH Tension 42.6
6.8 6.5 5.0 superficial mN/m
Agua cspl cspl Agua cspl N/A N/A
desionizada litro litro desionizada litro

El hecho de cambiar a fluido intestinal simulado en ayunas podria ayudar a comprobar
la posibilidad de precipitacion en este sitio. La comparacion de resultados con un fluido
intestinal simulado en presencia de alimentos permitiria establecer la conveniencia de

administrar una formulacién antes o después de los alimentos.

En el caso de bases débiles de clase Il su disolucion en estbmago es muy relevante, asi
gue se puede utilizar un fluido gastrico simulado para comprobar la disolucién inicial. La
presencia de surfactantes es también necesaria en este medio para simular las

condiciones fisioldgicas gastricas.

En caso de acidos débiles conviene comprobar su disolucion en condiciones intestinales

durante el periodo de ayuno y esto se puede modelar con un fluido intestinal simulado
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en presencia y ausencia de alimentos. (Gonzéalez, Fernandez, Ruiz, & Bermejo, 2002)
(Nitin, y otros, 2014)

3.3.2 Aparato 4 USP

Entre los diferentes sistemas in vitro disponibles para las pruebas, el aparato 4 de
disolucién de USP ofrece una opcion viable para llevar a cabo las pruebas de disolucién
de nuevas formas de dosificacion. El aparato 4 de disolucion de USP es util para: probar
la robustez de la formulacion con respecto a las variaciones en el entorno intraluminal,
generar una hidrodinamica semejante a la observada in vivo dado el flujo continuo del
medio, mantener las condiciones sink para farmacos poco solubles y permite cambiar el

pH del medio de disolucién de forma simple. (Namita B. Prabhu, y otros, 2008)

El equipo se compone de un depdsito y una bomba para el medio de disolucién, celdas
de flujo y un bafio de agua que mantiene el medio de disolucién a la temperatura
deseada, generalmente a 37 = 0.5°C para medicamentos de administracion oral,
ademas de un colector de fracciones y un selector de medios (Figura 8). Se debe usar
la celda del tamafo especificado en la monografia individual del farmaco, en caso de
existir y con fines de control de calidad. La funcién de la bomba es la de desplazar el
medio de disolucién a través de la celda de flujo en direccién ascendente. La bomba
tiene un intervalo de operacion de 240 ml a 960 ml por hora y las velocidades de flujo
estandares son de 4 ml, 8 ml y 16 ml por minuto. Debe suministrar un flujo constante (£
5% de la velocidad de flujo nominal); el perfil del flujo es sinusoidal con una pulsacion
de 120 + 10 pulsos por minuto, se puede usar también una bomba no pulsatil. Los
procedimientos de la prueba de disolucion en los que se usa una celda de flujo deben
estar caracterizados con respecto a la velocidad y a las pulsaciones, las cuales son

controladas mediante el uso de la bomba del equipo.
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Figura 8. a) Composicion del equipo disolutor 4 USP de flujo continuo y b) diferentes celdas de
flujo (Badillo Lugo, 2017)

Existen diferentes tipos de celdas de flujo, dependiendo del sistema de liberacion de
farmacos que se requiera evaluar, Figura 8b. La celda de flujo continuo estd montada
verticalmente con un sistema de filtro que evita el escape de particulas no disueltas
desde la parte superior de la celda. El cono inferior de la celda generalmente se llena
con pequefias perlas de vidrio (1 mm =) y un rubi (5 mm &), los cuales son colocados
en el vértice para proteger el tubo de entrada de fluido. Para las formas farmacéuticas
solidas administradas por via oral, se utilizan dos celdas estandar: la celda grande (22.6
mm de didmetro interno) y la celda pequefia (12 mm de didmetro interno). Por lo general,

se usa un soporte para tabletas para colocar la forma de dosificacion.

Aunqgue actualmente no existe un método Unico para evaluar los procedimientos de
disolucion que se basen en el Aparato 4 descrito en la Farmacopea, Eaton et al. (2012)
evaluaron las tabletas de acido salicilico como material de referencia candidato y
propusieron una prueba de verificacion de rendimiento que demostré ser capaz de
probar los efectos de varios parametros criticos del Aparato 4: el tamafio de las perlas
de vidrio, la temperatura de la celda, la velocidad de flujo y el nivel de desaireacién del

medio.

Shiko y col. (2011) estudiaron la hidrodinamica dentro de la celda de flujo continuo
utilizando imagenes de resonancia magnética y enfatizaron la necesidad de comprender
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la influencia de las condiciones de prueba en el comportamiento de disolucion para
definir métodos de disolucion de flujo continuo robustos. Establecieron las condiciones
que ofrecian perfiles de flujo mas uniformes al usar la celda mas ancha, colocando la
tableta verticalmente y utilizando tasas de flujo mas bajas. Cabe sefalar que la
extraccion de las perlas de 1 mm y la operacién con solo la perla de rubi de 5 mm en su
lugar produjo un campo de flujo cadtico y asimétrico en el didmetro interno vacio de 12
mm, incluso con el caudal mas bajo de 4 mL/min. El uso de perlas de 1 mm amortigué
el comportamiento de chorro y actué como distribuidor del flujo, aunque no fue suficiente
para asegurar un perfil de flujo laminar completamente desarrollado. Sin embargo, otros
autores han cuestionado la asignacion de la hidrodindmica a un flujo verdaderamente
laminar o turbulento en ausencia de perlas de vidrio de 1 mm. (Kostewicz, Abrahamsson,
Brewster, & et.al., 2014)

La eleccién del filtro apropiado también puede convertirse en un problema al evaluar la
disolucién de microparticulas o cuando se hace evidente que las particulas insolubles o
pegajosas bloquean el filtro y generan contrapresion en la celda.

El aparato 4 USP puede funcionar como un sistema abierto con el medio de disolucion
del depésito pasando continuamente a través de la celda o como un sistema cerrado,

donde se recicla un volumen fijo de medio de disolucion.

El sistema abierto permite mantener condiciones “sink” o de “no saturacién” lo que
facilita la disolucion de farmacos poco solubles y el recambio continuo del medio de
disolucién a lo largo de la prueba en un intervalo de valores de pH de relevancia
fisiol6gica. Cuando se opera el aparato 4 USP como un sistema abierto, los datos brutos
(es decir, las cantidades disueltas durante intervalos de tiempo especificos) se recopilan
de forma no acumulativa. Dependiendo del intervalo de tiempo seleccionado, esto puede
permitir la estimacion de las tasas de liberacion del IFA. Por lo tanto, los resultados se
generan en forma de velocidades de disolucion, es decir, fraccion disuelta por unidad
de tiempo. En la Figura 9 se muestra un esquema del sistema abierto y la representacion

de los resultados que arroja el ensayo bajo este esquema.
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Figura 9. Esquematizacién del sistema abierto y el tipo de resultados que pueden obtenerse
(Badillo Lugo, 2017).

Los resultados obtenidos de las pruebas en sistemas con celdas de flujo continuo
necesitan ser transformados para poder ser presentados como un perfil de disolucién
donde se evalla la cantidad disuelta. Para poder obtener el porcentaje de farmaco
disuelto acumulado es necesario determinar la cantidad disuelta en mg obtenida al i-
ésimo tiempo de muestreo a partir de la Ecuacién 2:

_ G )(®)(Fa)

masa disuelta; = 1000

Ecuacién 2. Determinacion de cantidad disuelta en mg

Dénde:

Cm= concentracion de la muestra en mg/mL
v= velocidad de flujo en mL/min
t= intervalo de tiempo en minutos

Fq= factor de dilucion, so6lo en caso de realizar diluciones.

Una vez obtenida la cantidad disuelta en cada tiempo, el célculo del porcentaje disuelto

en cada intervalo de tiempo se determina mediante la Ecuacion 3:
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C
% disuelto, = C_d * 100
t

Ecuacién 3. Determinacion del % disuelto en cada intervalo de tiempo

Dénde:

Cq= cantidad disuelta del farmaco en mg

C= contenido tedrico de farmaco depositado en la celda

A partir de este resultado puede obtenerse el % disuelto acumulado al sumar los % de
cada intervalo de tiempo de manera tal que la adicion de todos ellos resultara en la
representacion grafica del perfil de disolucién similar al obtenido empleando el sistema
cerrado (ver Figura 10) (Badillo Lugo, 2017).

% disuelto acumulado
in vitro

Tiempo

Figura 10. Esquematizacion del sistema cerrado y el tipo de resultados que pueden obtenerse
(Badillo Lugo, 2017).

Cuando el objetivo es caracterizar la cinética del proceso, se debe evitar la
transformacion de datos a la forma acumulativa, ya que cualquier error asociado con la
estimacion del farmaco total liberado durante un intervalo de tiempo especifico se
acumulara en intervalos de tiempo posteriores y se vulnera la independencia de los
errores (Vertzoni et al., 2006). Fang y col. (2010) describieron un método de disolucion
in vitro biorrelevante utilizando la forma no acumulativa de datos recopilados con el
aparato 4 USP que podrian aplicarse en las areas de seleccion de formulaciones,
variabilidad de lote a lote y efecto de los alimentos; con el fin de predecir el desempefio
in vivo del farmaco en la fase inicial del desarrollo de la formulacién. Cuando los datos
se utilizan en su forma no acumulativa, las tasas de disolucién/liberacion estimadas
dependen en gran medida de la duracion del intervalo de tiempo. Como resultado,
cuando la disolucién limita la absorcion, los datos acumulativos a menudo se comparan

directamente con los perfiles plasméticos desconvolucionados acumulados.
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El aparato de disolucion 4 USP ha sido ampliamente estudiado para la prediccién del
rendimiento in vivo de formas de dosificacidon administradas por via oral como capsulas
de amoxicilina, paracetamol, carbamazepina, cipsulas de danazol, espironolactona. La
comparacion de los perfiles de disolucidon con métodos empleando el aparato 4 USP y
el 2 USP demostré que el aparato 4 USP generaba una mayor sensibilidad y capacidad
discriminativa versus el aparato 2 USP, detectando diferencias en el comportamiento de
disoluciéon de resinatos estudiados y una relevancia potencialmente mejorada para las

caracteristicas de liberacion del farmaco in vivo. (Namita B. Prabhu, y otros, 2008)

Por otro lado, Kalantzi y col. (2005) demostraron que la disolucion del paracetamol a
partir de formulaciones de liberacion inmediata utilizando el aparato de flujo continuo es
rapida y completa en medios que simulan el estado de ayuno, mientras que se retrasa
sustancialmente en los medios correspondientes que simulan el estado alimentado.
Estos datos reflejan los tiempos de desintegracion retardados de estas tabletas en el
estdbmago en estado alimentado. Los experimentos in vitro con medios biorrelevantes
modificados en términos de niveles de sales biliares y fosfolipidos para condiciones de
ayuno o alimentacioén con el aparato de celda de flujo continuo dieron buenas IVIVC
para las céapsulas de danazol en ambas condiciones simuladas. (Kostewicz,

Abrahamsson, Brewster, & et.al., 2014)

Informacion previa demuestra que el sistema de flujo continuo ha demostrado ser (til en
el desarrollo de un método de disolucién mas discriminatorio que el oficial en el aparato
2 USP para el albendazol, compuesto poco soluble, y para establecer una relacion in
vitro-in vivo de supositorios de paracetamol, un medicamento de clase IV. (Molina,

Salazar, Hurtado, Cortés , & Dominguez-Ramirez, 2014)

Adicional a ello, en estudios previos del Grupo Interdisciplinario de Investigacion en
Farmacia y Quimica del Estado Sélido FF: CIQ, UAEM se ha evaluado el efecto del
gradiente de pH generado por el aparato 4 USP, en la disolucién de una fase cocristalina
de Praziquantel (CC-PZQ), un farmaco con efecto antiparasitario. El aparato USP 4
permitié llevar a cabo el cambio de medio por lapsos de tiempo establecidos
(permitiendo simular el ambiente encontrado en el tracto gastrointestinal con el uso de
medios biorrelevantes). De acuerdo con los resultados obtenidos se pudo diferenciar el
efecto en la cinética de disolucion debida tanto a la fase sélida, como a los componentes
del medio de disolucién y se pudo concluir que el uso de este equipo representa una

alternativa para establecer una correlacion 1V/IV significativa. (Badillo Lugo, 2017)
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Por otro lado, de acuerdo con estudios realizados en la Universidad Miguel Hernandez
en Espafia se ha desarrollado con éxito un método de disolucién predictivo in vitro-in
vivo para tres formulaciones de liberacién inmediata oral de BRAG-II, el producto de
referencia y dos formulaciones genéricas (X1 y X2). Respecto a diversas condiciones
de disolucion analizadas, solo el aparato USP IV con cambio de medios, - medios de
disolucién con pH 1.2, 4.5y 6.8- y en presencia del 0,05% de Tween 80 (la informacién
del tiempo de muestreo establecido en el estudio de disolucién se observa en la Figura
11), pudo ordenar las formulaciones in vitro en la misma secuencia obtenida in vivo. Los
valores f, de los perfiles de disolucidén en esta condicién confirmaron la similitud de las
formulaciones bioequivalentes y la no similitud de las no bioequivalentes. (Picazo, y
otros, 2018)

Medio de disolucion Velocidad de flujo Tiempos de muestreo

(mL/min) (min)
Medio Ph. Eur.
pH 1.2 (durante 15 min) 8 5, 10, 15
pH 4.5 (durante 15 min) 8 20, 30
pH 6.8 (durante 15 min) 8 45, 60, 90, 120
Medio Ph. Eur. con
surfactante
pH 1.2 con Tween 80 8 5,10, 15
(0.05% (15)
pH 4.5 con Tween 80 8 20, 30
(0.05% (15)
pH 6.8 con Tween 80 8 45, 60, 90, 120
(0.05% (157)
Medio biorrelevante 8 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60, 90, 120

FaSSIF

Figura 11. Condiciones de disolucién en aparato 4 USP. Modificado de (Picazo, y otros, 2018)

Por lo anterior, el uso del equipo 4 USP resulta ser una herramienta altamente efectiva

para el desarrollo del presente estudio dadas las ventajas documentadas hasta ahora.

3.4 Correlacion in vitro- in vivo (CIVIV)

Las especificaciones de disolucion in vitro se establecen para garantizar la consistencia
de un lote a otro, al tiempo que se sefalan los posibles problemas con la
biodisponibilidad in vivo entre diferentes productos farmacéuticos. En las primeras
etapas del desarrollo de la formulacion, las pruebas de disolucion in vitro proporcionan
una guia para optimizar la liberacion del farmaco de las formulaciones. Mientras que, en

etapas posteriores, puede emplearse como un indicador del comportamiento in vivo de
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los medicamentos para reducir potencialmente el numero de estudios de

biodisponibilidad/ bioequivalencia (Namita B. Prabhu, y otros, 2008)
La USP y la FDA proponen cada una su definicion de correlacion in vivo-in vitro:

USP: El establecimiento de una relacién entre una propiedad biolégica o un parametro
derivado de una propiedad biolégica producida por una forma dosificada, y una

caracteristica fisicoquimica de la misma forma dosificada.

FDA. Mostrar una relacion entre 2 parametros. Tipicamente se obtiene una relacion

entre la velocidad de disolucién in vitro y la velocidad de entrada in vivo. (Kayali, 1994)

A partir de estas definiciones y de la experiencia acumulada por muchos investigadores
que han trabajado desde principios de la década de 1960 sobre este tema, se ha
diferenciado la manera de obtener correlaciones in vitro-in vivo en 3 niveles; en orden
descendiente segun su capacidad para predecir la curva plasmatica completa que
resultara de la administracion de una forma de dosificacion dada. Sin embargo,
independientemente del nivel de correlacion que se obtenga, lo que se busca es obtener
una prueba de disolucién que evite estudios clinicos durante la optimizacion de
formulaciones, el escalado o cambios en el sitio de manufactura y equipos; ademas de
permitir ajustar especificaciones de disolucién para cada formulacion en particular. A
continuacion, se definen los 3 niveles propuestos (Recio, Delgado, Ruano, & Fernandez,
1999):

Nivel A. Relacion punto a punto entre la velocidad de disolucién in vitro y la velocidad
de entrada in vivo del farmaco a partir de la forma dosificada. Por tanto, este nivel puede
reflejar la curva completa de niveles plasméticos y la curva de disolucion in vitro que
puede servir como sustituto del comportamiento in vivo. Es por esto que cualquier
cambio en el sitio y/o método de manufactura, sustitucion de materias primas y
modificaciones menores en la formulacién, pueden ser justificados sin la necesidad de
estudios en humanos adicionales. Para este tipo de correlacién se pueden establecer
los extremos de disolucién in vitro por un procedimiento de convolucion o deconvolucion.
Ademas, es un fiel control de calidad que predice el comportamiento in vivo de los lotes.
El desarrollo de este nivel de correlacion se puede llevar a cabo tomando dos
consideraciones; la primera, cuando la velocidad de disolucion es dependiente de las
condiciones de pruebay la segunda, cuando la velocidad de disolucion es independiente
de las condiciones de prueba. El desarrollo de la correlacién de nivel A, cuando la
velocidad de disolucién es dependiente de las condiciones de prueba, se puede realizar

considerando los pasos siguientes:
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1. Estudio in vivo de la formulacién para comprobar si cumple los requerimientos

in vivo (estudio de biodisponibilidad (BD) y/o bioequivalencia (BE)).
2. ldentificar variables de manufactura criticas.

3. Desarrollo de varios métodos de disolucién (estudios in vitro en diferentes
medios de disolucién, velocidades de agitacién, aparatos, etc.) y obtencion de

perfiles de disolucién.

4. Someter los resultados de los perfiles de disolucion obtenidos en el paso
anterior a un proceso de convolucidbn matematica, modelo-independiente o
técnicas de modelo-dependiente como Wagner-Nelson o Loo-Riegelman para

obtener curvas de nivel plasmatico simuladas.

5. Comparar las curvas simuladas (paso 4) con la curva obtenida
experimentalmente en el estudio in vivo (paso 1), para seleccionar las
condiciones de disolucion que brindan la curva que se superpone MAas

adecuadamente a la real (in vivo).
6. Validacion de las condiciones de disolucion.

a) Preparar uno o mas lotes con diferente velocidad de disolucion (uno con mayor
y otro con menor velocidad que el lote usado en el estudio de BD/BE), medida

con el método de disolucion escogido en el paso anterior.

b) Determinar comportamiento in vivo de los lotes. Si se superpone la curva
simulada a la obtenida en el estudio in vivo queda validado el método de

disolucion.
7. Establecer especificaciones de disolucion.

8. Validacion de la correlacion.

Nivel B. Utiliza los principios del andlisis de momentos estadisticos. Se compara el

tiempo medio de disolucion in vitro (TMD) con el tiempo medio de residencia (TMR). No

es una correlacion punto a punto pues no refleja la curva de niveles plasmaticos, debido

a que diferentes curvas in vivo producen valores similares de TMR. Por esta razén no

se puede confiar s6lo en el nivel B para justificar modificaciones en la formulacion,

cambios en el sitio de manufactura, etc. Los datos in vitro obtenidos de esta correlacion

no pueden usarse para establecer los extremos de disolucion.
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Nivel C. Esta categoria relaciona un punto de tiempo de disoluciéon y un parametro
farmacocinético como ABC, Cnax Y tmax. ESte nivel tampoco refleja la curva plasmatica y
generalmente so6lo se usa como guia en el desarrollo de la formulacién o como control
de calidad. Al igual que el nivel B, no justifica variaciones en la manufactura. Teniendo
en cuenta el criterio de aceptacion de las guias de la FDA que indican que si el promedio
del porcentaje absoluto del error de prediccion (% EP) es del 10 % o menos, para Cmax
y el ABC se establece un buen nivel de prediccién. Ademas, en ninguna formulacion el
% EP debe superar el 15 %. (Cardenas Cuadros, 2015)

Nivel C multiple. En este caso se relaciona uno o mas parametros farmacocinéticos de
interés con la cantidad de farmaco disuelto en diferentes tiempos del perfil de disolucion.
Debe ser demostrada una relacion en cada punto de tiempo con el mismo parametro,
de tal manera que el efecto sobre el desempefio in vivo después de algun cambio en la
disolucion pueda ser determinado. Este nivel puede ser igual de util al obtenido en el
nivel A. (Cardenas Cuadros, 2015)

Para obtener una correlacion, es imprescindible desarrollar y validar un método de
disolucion que sea lo suficientemente sensible, como para detectar diferencias en las
velocidades de disolucion entre los lotes, de manera que sirva como sustituto del estudio
in vivo. Se pueden disefiar estudios con diferentes aparatos, a varios pHs, a diferentes
velocidades de agitacion entre otras variaciones, incluyendo las que propone la
farmacopea. Luego se selecciona entre todas, cudl es la que mejor discrimina entre
distintos lotes con diferentes velocidades de disolucién, que fueron fabricados teniendo
en cuenta las variables criticas encontradas para la formulacion en particular. Asi, con
el método de disolucion escogido y los datos obtenidos en los estudios de
biodisponibilidad 6 bioequivalencia, se obtienen las especificaciones de disolucién in
vitro en el cual pueden moverse los lotes de una formulacion y aun asi resultar

bioequivalentes. (Recio, Delgado, Ruano, & Fernandez, 1999)

El desarrollo de una correlacion tipo A se puede hacer en una o dos etapas. En la
primera etapa se desarrollan formulaciones con distinta velocidad de liberacion, por
ejemplo, lenta, media y rapida. Se obtienen los perfiles de disolucién in vitro y los perfiles
in vivo de concentracion plasmatica para todas las formulaciones. A partir de las curvas
de nivel plasmatico se obtienen las curvas de cantidades absorbidas o disueltas in vivo.
La segunda etapa consiste en establecer la correlacién entre las cantidades disueltas in
vitro y las absorbidas in vivo a los mismos tiempos y finalmente, la prediccion de los

niveles plasmaticos a partir de datos in vitro usando el modelo establecido.
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El primer problema a abordar es calcular las cantidades absorbidas a cada tiempo a
partir de las curvas de concentraciones plasmaticas. Para ello es importante recalcar
que el concepto de fraccibn absorbida de farmaco debe diferenciarse de
biodisponibilidad sistémica. La disponibilidad sistémica se puede expresar con la

Ecuacion 4.
F:s‘ys =F (- Eg)(l — Ep)

Ecuacién 4. Disponibilidad sistémica

Donde F; es la fraccion absorbida, Eg es la tasa de extraccion intestinal y Ey la tasa de
extraccion hepatica. De modo que F, representa el limite maximo de biodisponibilidad

oral en ausencia de pérdidas por metabolismo presistémico.

Para cuantificar la cantidad de farmaco absorbido es conveniente determinar la
naturaleza de la cinética de entrada del medicamento en el torrente sanguineo. Esto
puede lograrse mediante una evaluacién apropiada de los datos de concentracion
hematica (sérica o plasmatica) y tiempo y, a veces, mediante datos de excrecion
urinaria. ElI método de Wagner-Nelson se basa en el modelo abierto
monocompartimental, pero, en ciertos casos, proporciona soluciones correctas cuando
se aplica a datos que encajan en un modelo abierto bicompartimental. El método de
Loo-Riegelman se basa en el modelo abierto bicompartimental. Para este ultimo método
se requiere que el medicamento se administre por via endovenosa (a tiempo diferente)
al mismo individuo cuyos datos de administracion oral o intramuscular van a evaluarse;
mientras que el método de Wagner-Nelson no exige este condicionante. Por aplicacion
de ambos métodos se obtiene la cantidad de farmaco que se ha absorbido en un instante
determinado dividido por un volumen de distribucion, como funcién del tiempo. Cuando
los datos encajan en el modelo abierto bicompartimental, el volumen afectado es Vdarea
en el caso del método de Wagner-Nelson y V1 en el método de Loo-Riegelman. Al
emplear, cualquiera de los dos métodos, lo mejor es tratar de resolver la curva de
concentracion vs tiempo resultante para determinar la cinética de absorcién, y no
convertir en “porcentaje absorbido” como se indica en los articulos originales. Cuando
se hace la conversién a “porcentaje absorbido”, se debe suponer que se conoce la
asintota de la curva de concentracion vs tiempo, pero frecuentemente el valor asintético

No es muy exacto.
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3.4.1 Métodos modelo dependientes
a) Método Wagner-Nelson.

El andlisis de Wagner Nelson se puede aplicar a los farmacos monocompartimentales.

Este método se basa en el balance de masas.

Qat = Qct + Qe

Ecuacién 5. Balance de masas de farmacos monocompartimentales
Donde Qa es la cantidad de farmaco absorbida que es igual a la cantidad de farmaco

en el organismo (Qc) Mas la cantidad de farmaco eliminada (Qer).

La cantidad de farmaco en el organismo (Q.) a tiempo t se puede calcular a partir de la
concentracion plasmatica y del volumen de distribucion. La cantidad de farmaco
eliminado se calcula mediante el producto de la constante de velocidad de eliminacion,

el volumen de distribucién y el &rea bajo la curva de tiempo cero a tiempo t.

Qe =C*Vy
Ecuacion 6. Cantidad de farmaco en el organismo
Qet = keoy * Vg x AUCY®
Ecuacion 7. Cantidad de farmaco eliminado
Sustituyendo las expresiones en el balance de masas:
Qar = Ce * Vg + key * Vg x AUCS
Ecuacion 8. Balance de masas sustituido

A partir del cociente entre estas dos ecuaciones se puede calcular la fraccién absorbida.

Qr _ Co* Vg +ky *Vy* AUCS
Qw key * Vg * AUCE

Ecuacion 9. Fraccion absorbida
Qat/Va = Qct/Va + Qer/Va
Ecuacion 10. Fraccion absorbida simplificada

Se pueden transformar cantidades en concentraciones dividiendo todos los términos en

las ecuaciones por Vg4, de manera que la expresion final es la siguiente:
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Ae  Cp+ ke x AUCS
Aw ke * AUCE

Ecuacion 11. Fraccién absorbida en términos de concentracion

t iy
1- . fracciéon remanente

o]

Ecuacion 12. Fraccién remanente

Esta ecuacion representa la fraccion de la dosis disponible que se ha absorbido a tiempo
t y la segunda la fracciébn remanente que queda por absorber.

Las graficas de fracciones absorbidas de Wagner Nelson alcanzan siempre el 100%
incluso si la biodisponibilidad es completa, ya que se calcula la fraccién de la cantidad
biodisponible no de la fraccién de dosis.

Al hacer el balance de masas, no se asume ninglin modelo cinético para el proceso de
absorcion del farmaco, pero obviamente, el diagrama de Wagner Nelson sera diferente

dependiendo de la cinética de absorcion.

Cuando se aplica el analisis monocompartimental a los niveles de plasma, los diagramas
de Wagner Nelson alcanzan valores superiores al 100% y no es posible calcular la

constante de velocidad de absorcion ni las fracciones absorbidas o remanentes.

Para farmacos bicompartimentales, es necesario tener en cuenta en el balance de

masas la cantidad de farmaco en el compartimento periférico.

Una de las ventajas del método de Wagner-Nelson es que los calculos pueden
realizarse a partir de las curvas de niveles plasmaticos tras la administracién oral sin
necesidad de realizar una administracion intravenosa del farmaco, puesto que se parte
de la premisa de que la constante de eliminacion puede obtenerse a partir del tramo

final de la curva oral.

Un problema que puede presentarse es que cuando la velocidad de absorcion es el
paso limitante de la eliminacion y la pendiente del tramo final representa dicho proceso
de absorcion. Esto suele suceder al evaluar productos de liberacién controlada o
farmacos clase Il y IV del SCB. Una solucion razonable es utilizar una estimacion de la
constante de velocidad de eliminacion obtenida tras una administracion intravenosa o
tras la administracion de una forma de dosificacion de liberacion inmediata en los
mismos individuos. Por supuesto, se asume que no hay variaciones significativas entre

la cinética de disposicion entre ambas administraciones en cada sujeto.
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b) Modelo Loo-Riegelman.

Este modelo, al igual que el método Wagner Nelson, no implica ninguna suposicion
referente a la cinética de absorcién del farmaco. Una ventaja adicional es que las
cantidades absolutas se pueden calcular partiendo de los datos de la curva intravenosa

(del volumen de distribucion central).
El balance de masas segun Loo-Riegelman es similar al de Wagner-Nelson:

Qa _ Qc+0Qc+ 0y

Ve Ve
Ecuacion 13. Balance de masas segun Loo-Riegelman
At = Ct + Et + Pt

Ecuacién 14. Balance de masas segun Loo- Riegelman en términos de concentracién

Las cantidades se transforman en concentraciones dividiéndolas por el volumen central.
El problema ahora es el célculo de la cantidad y la concentracion de farmaco en el

compartimiento periférico.
Ay = Cp + kyo * Vg AUCE + Py

Ecuacion 15. Cantidad de farmaco total
t
Py = kyp x e7F21*t x f C * k21"t x 9t
0

Ecuacién 16. Cantidad de farmaco en el compartimento periférico

k k
P, = P,_y + e kar*Bt 4 k—lz * Cp_q (1 — e7kar*tt) 4 % x AC * At
21

Ecuacién 17. Solucion de la ecuaciéon de Loo-Riegelman

La ecuacién anterior es la solucién exacta a la ecuacién de Loo-Riegelman que fue
publicada por Wagner y la que se muestra a continuacion es una solucién aproximada,
que puede aplicarse cuando los intervalos de muestreo son cortos y si el cambio de la
concentracion entre dos tiempos consecutivos se puede aproximar mediante una

funcioén lineal.
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cantidad = f(t,) * AT

Ecuacién 18 Ecuacion de Loo-Riegelman aplicada

Para realizar estos calculos son necesarios los pardmetros del farmaco obtenidos tras

la administracién intravenosa en los mismos sujetos.

3.4.2 Métodos independientes de modelo
a) Método de deconvolucion.

Los métodos de deconvolucion no asumen ningn modelo cinético para la disposicion
del farmaco. La convoluciéon se puede aplicar a los sistemas lineales, o en otras

palabras, la integral de convolucion es la definiciobn matematica de un sistema lineal.

Para entender mejor estos métodos, primero se definiran todos los términos y se

procederd a derivar la integral de convolucion.

Un sistema se caracteriza por su punto de entrada o impulso (que corresponde con la
zona de absorcién) y por la respuesta, considerando la respuesta aquella variable que

se mide como consecuencia de un impulso.

La funcién de entrada méas importante es el impulso unitario. En términos matematicos
se conoce como funcién delta (8). Un bolus IV es una buena aproximacién o descripcion
del impulso unitario. La respuesta al impulso unitario se llama Cs o funcion caracteristica.
La respuesta al impulso unitario es la respuesta a un impulso dividido por la magnitud
del mismo. En términos practicos es el perfil concentracion-tiempo después de

administrar un bolus intravenoso dividido por la dosis.

Un sistema para ser lineal requiere dos caracteristicas: superposicién e invarianza con

el tiempo.

El principio de la superposicion significa que si el impulso unitario (8) produce la
respuesta al impulso unitario (Cs), si se utiliza A veces el impulso unitario se obtendra A

veces la respuesta al impulso unitario.

La invarianza en el tiempo se refiere a que el impulso unitario produce la misma

respuesta independientemente de cuando se inicie dicho impulso.

Al aplicar ambos principios, si se tienen dos impulsos, se obtendra la suma de las
respuestas a ambos impulsos. Para obtener la respuesta se tienen que aplicar los

principios de invarianza y superposicion. La respuesta corresponde a la suma de todas
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las respuestas y cada respuesta es el producto de la respuesta al impulso unitario y la

cantidad de entrada.

Se puede simplificar esta expresion, y cuando el intervalo del tiempo tiende a cero se

obtiene la integral de convolucion.

C@) = [f (o * At % Cs * (t — 7o) + [f (T1) * AT] * Cs % (t —71) + - [f (zn) * AT] * C5
* (t _Tn)

Ecuacion 19. Integral de convolucién

La deconvolucion se puede utilizar para estimar una funcion de entrada dada la
respuesta correspondiente del sistema y la respuesta al impulso unitario de ese sistema.
La respuesta al impulso unitario debe obtenerse mediante una administracién de
referencia. Generalmente se usa una administracion intravenosa pero una
administracion oral de una solucién o una forma de dosificacion de liberacion inmediata

pueden también ser vélidas.

A continuacion se exponen tres procedimientos matematicos para realizar la

deconvolucion:
*Deconvolucion analitica mediante transformadas de Laplace.
Las transformadas de Laplace simplifican la resolucion de la integral de la convolucion.

Para convolucionar dos funciones:
1. se determina la transformada de Laplace de cada funcion.
2. se multiplican las funciones transformadas.

3. se calcula la transformada inversa.

Asi pues, la convolucién de dos funciones es la inversa de la transformada de Laplace

del producto de ambas funciones en el dominio de Laplace.
*Deconvolucion implicita mediante regresion.

Si se asume que la funcion de entrada es una funcién con p pardmetros, el problema de
deconvolucion se transforma en un problema de regresion en el cual los parametros son

estimados mediante regresion no lineal.

La deconvolucion mediante regresion implica el ajustado simultaneo de la funcién

respuesta (curva oral) y de la respuesta al impulso unitario (curva intravenosa). De esta
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manera, se obtienen los parametros de disposicion, y se pueden extraer los parametros

de la funcién de entrada, tal como se esquematiza en la siguiente Figura 12:

Deconvolucién implicita mediante regresion

a‘ “])‘k J )
y Rt . I = -k 4 ~hy
e C{r'—_'_——‘_“ e " —p ™

J ' [: '(kd "f.& -' { ]

1: Ajuste simultéanec
2: Extraccion de los parametros de fa funcion de entrada

fO)=F-D-k,-e

Figura 12. Deconvolucion implicita mediante regresion no lineal. El ajuste conjunto de las
funciones respuesta y funcién respuesta al impulso unitario permite extraer los parametros de la
funcion de entrada (Gonzélez, Fernandez, Ruiz, & Bermejo, 2002).

El mismo método se puede aplicar a la disposicibn multiexponencial. Se puede, por lo
tanto, representar la disposicion multiexponencial y la funcién de entrada como

polinomios o funciones tipo spline.
*Método numérico de deconvolucién: método punto-area.

En el método de deconvolucién punto-area el principal supuesto es que, en un intervalo
corto, la funcién de entrada es constante asi que se puede extraer fuera el término de

la integral.

Con la sustitucion apropiada de variables y cuando At (delta tau) es constante, se

obtiene una expresién numérica para las velocidades de entrada.

n n—i+2
Cp — dij=a Ri—1 * AUCs, i1

R. =
" AUC}

Ecuacién 20 Velocidad de entrada del farmaco al organismo

Esta ecuacion da el nombre al método porque se utilizan para el célculo de las
concentraciones plasmaticas orales y las areas bajo la curva, (AUC) de la respuesta al

impulso unitario.

Una vez calculadas las velocidades de entrada sucesivas, si se multiplica cada

velocidad por el intervalo de tiempo, se obtienen las concentraciones acumuladas y se
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pueden calcular los residuales. Es apreciable en algunos ejemplos de farmacos
bicompartimentales que los resultados obtenidos con Loo-Riegelman y el método de

deconvolucién son muy similares.

Cuando los datos llevan asociado error experimental los métodos de deconvolucién
pueden presentar ciertos problemas. Existen programas que ofrecen esta herramienta

como Winnonlin, Kinetica o Gastroplus.

Hay que recordar que con los métodos de Loo-Riegelman y de Wagner Nelson se
obtenia la fraccién biodisponible. Con el método de deconvolucidn-convolucion la
funcién in vivo que se obtiene depende de la referencia usada durante el proceso de

deconvolucion.

Si se utiliza una administracion intravenosa como referencia, la respuesta al impulso
unitario del sistema corresponde a la disposicién del farmaco y, por tanto, la funcién de
entrada incorpora todos los procesos anteriores, es decir, la absorcion del farmaco, su
disolucion y el efecto de primer paso.

En el caso de una solucion oral como referencia, la respuesta del impulso unitario
incluye ya la absorcion, el primer paso y la disposicion, asi que, mediante la
deconvolucion, la funcién de entrada que obtenemos corresponde a la velocidad de

liberacion.

Si la referencia es una forma de dosificacion de liberacién inmediata del farmaco, la
respuesta del impulso unitario incorpora la disolucién desde la forma de dosificacion
inmediata, asi que la funcidn de entrada representa la velocidad de liberacion de la

forma de dosificacion.

Con cualquiera de los métodos descritos hasta el momento se obtiene el perfil de
absorcion in vivo. El paso siguiente es establecer la correlacion in vivo- in vitro, es decir
la funcién matematica que relaciona disolucién in vitro y absorcion in vivo. En la segunda
etapa, el objetivo consiste en predecir a partir de los datos in vitro, las concentraciones

plasmaticas.

El método de una sola etapa implica un paso de convolucién y en este caso, se
comparan directamente concentraciones plasmaticas predichas y observadas. Para
estos métodos, una administracion de referencia podria ser util, pero la correlacion se
puede desarrollar sin ella. Las ventajas de este método en relacion con el de

deconvolucion (dos etapas), son que la relacion entre la liberaciéon in vitro y las
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concentraciones plasméaticas de farmaco se establecen en un solo paso, asi que el
modelado se centra en la capacidad de predecir el comportamiento in vivo. Los
resultados se pueden interpretar en términos del efecto de la velocidad de liberacion in
vitro sobre los parametros habituales de bioequivalencia. Es mas facil trabajar con un
método que no requieren la administracion intravenosa o de una solucion oral o forma

de liberacion inmediata como referencia.

Una vez que se obtiene las fracciones disueltas in vitro e in vivo se deben hacer
superponibles mediante una correccion de escala de tiempo basada en un grafico de
Levy. El enfoque habitual y empirico para construir la gréafica de Levy es explorar el%
de FD observado y la fraccion (de dosis biodisponible) absorbida (% de FDays) Y tratar
de igualarlos mediante la captura de proximidad de los dos tiempos correspondientes y
crear los ejes de la gréfica. Se crea una relacion entre los tiempos in vitro e in vivo
correspondientes a fracciones de disolucion/absorciones similares y se representa
graficamente en un gréfico de tiempo in vitro frente a tiempo in vivo donde se pueden

aplicar regresiones. (Cardot, Lukas, & Muniz, 2018)
3.4.3 Validacion de la correlacion y alternativas para el establecimiento de la IVIVC

La validacién del modelo consiste en estimar la magnitud del error para predecir el AUC,
Cmax Y Tmax @ partir del perfil de disolucion. La capacidad de prediccion interna
corresponde a los errores de estimacion de Cnax y AUC de los datos que se han utilizado
en el desarrollo de las correlaciones, mientras que la capacidad de prediccion externa
se refiere a la bondad de las predicciones para los datos de lotes o formas farmacéuticas
no usados en el desarrollo de la correlacion. La capacidad de prediccion se evalla en

términos del error relativo medio.

En una correlacion lineal del nivel A las curvas de disolucion-absorcion in vitro e in vivo
son superponibles. Cuando esto no se consigue, se pueden seguir dos estrategias: la
primera de ellas es encontrar un modelo matematico alternativo, que describa la relaciéon
entre ambas curvas y la segunda es cambiar el medio de disolucion in vitro con el fin de

encontrar las condiciones adecuadas para que las curvas sean superponibles.

Solo para farmacos de la clase Il es previsible obtener correlaciones de tipo lineal
mientras que para farmacos pertenecientes a otra clase del SCB, la relacion entre
disolucién in vitro y absorcion in vivo es mas compleja (no lineal) asi que son necesarios
modelos alternativos. Dado que la molécula de BRAG-II pertenece a la clase Il de

acuerdo con el SCB, se pretende abordar una correlacion de tipo lineal.
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Como se mencion0 anteriormente, con el fin de encontrar las condiciones adecuadas
para que las curvas sean superponibles se debe contemplar el ambiente que puede
generarse durante la disolucién in vitro modificando las condiciones hidrodindmicas y

fisicogquimicas del medio de disolucion.

3.5 Estudios de bioequivalencia

El poder establecer una correlacion in-vitro-in vivo resulta muy benéfico en cuanto al
tiempo y costo para el desarrollo de nuevas formulaciones de medicamentos, sin
embargo, para poder establecerla es necesario realizarla a partir de un estudio de
biodisponibilidad, lo cual podria fundamentar el establecimiento de bioequivalencia entre

productos.

El término de biodisponibilidad hace referencia a la cantidad de farmaco que llega en
forma activa a la circulacion sistémica y la velocidad a la que accede a ésta, es decir, la
fraccion de medicamento capaz de llegar al lugar de accion. Depende de las
caracteristicas fisicoquimicas del principio activo, de los excipientes, del proceso de
fabricacion y de la conservacion de la forma farmacéutica, y también de las

caracteristicas intrinsecas al individuo, como la motilidad intestinal o el pH gastrico.

La bioequivalencia se encuentra definida como la intercambiabilidad de dos
especialidades farmacéuticas que tienen el mismo principio activo y biodisponibilidad
equivalente. Por lo tanto, dos productos farmacéuticos con una sustancia activa se
consideran bioequivalentes si contienen el mismo principio activo, estan en la misma
dosis molar y sus valores de extension y velocidad de absorcién son tan similares para
minimizar el riesgo de cualquier diferencia en su desempefio in vivo. (Karalis, Symillides,
& Macheras, 2012)

Cualquier modificacién en alguno de los factores que afectan la biodisponibilidad de un
farmaco, puede alterar tanto la cantidad total de principio activo absorbido como la
velocidad a la que se absorbe. Una modificacion en la absorcion del farmaco en el
organismo podria representar, ya sea toxicidad (en caso de concentraciones elevadas)
0 bien no alcanzar respuesta terapéutica (en caso de concentraciones bajas). Por ello
en el desarrollo de una especialidad farmacéutica genérica, a pesar de que se trata del
mismo principio activo, la misma dosis y forma farmacéutica o una alternativa a esta,
dichos factores pueden determinar una biodisponibilidad distinta a la del producto de

referencia.
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En consecuencia, dos especialidades farmacéuticas presentan una biodisponibilidad
equivalente si tanto la concentracion del farmaco activo como la velocidad a la que
accede a la circulacion sistémica se encuentran dentro de un intervalo considerado
equivalente, cuando se administran a las mismas dosis y bajo las mismas condiciones
experimentales. Estos limites se especifican en cada expediente de registro y los
parametros farmacocinéticos requeridos para determinar la biodisponibilidad de una
especialidad farmacéutica, de acuerdo con lo establecido por la Administracion de
Farmacos y Alimentos de los Estados Unidos (FDA) y la Agencia Europea de Medicinas
(EMA) son:

— Tasa de absorcién determinada por la concentracion plasmatica maxima (Cmax)

— El &rea bajo la curva de concentracion plasmatica-tiempo desde el tiempo 0 hasta el
tiempo t final del estudio (ABCo-1) Yy hasta el infinito (ABCo-inf), que cuantifica la cantidad
total de principio activo absorbido considerando la velocidad de eliminacién del farmaco

(ke).

De los parametros anteriores el de mayor interés es el ABC, ya que hace referencia a la
cantidad total de farmaco que alcanza la circulacion sistémica. No obstante, los otros
dos parametros deben también ser considerados. Se deben presentar los datos del
intervalo de confianza del 90% (IC90%) de las razones de los pardmetros estudiados
(por ejemplo: 1C90% del cociente media ABCprena/media ABCreferencia) para lo que

previamente debe realizarse un analisis de la varianza (ANOVA). (Rey, 2001)

La FDA exige que los intervalos de confianza (IC) del 90% de la proporcién de los
medicamentos genéricos y de marca para estos 3 criterios estén dentro del 80% y 125%,
mientras que la EMA requiere solo Cmax Y ABCost. (Meersch, Dechartres, & Ravaud,
2011)

Segun las regulaciones de la FDA, los solicitantes deben usar el método mas preciso,
sensible y reproducible disponible para demostrar biodisponibilidad (BD) o
bioequivalencia (BE) de un producto (21 CFR 320.24 (a)). La seleccion del método
utilizado para cumplir con un requisito de prueba in vivo o in vitro depende del propdsito
del estudio, los métodos analiticos disponibles y la naturaleza del medicamento. De
acuerdo con lo sefialado en la norma 21CFR 320.24, se pueden usar varios métodos in
Vivo e in vitro para medir BD. Estos incluyen, en orden de preferencia general, estudios
farmacocinéticos, pruebas in vitro predictivas de BD in vivo humana (correlacion in vitro-
in vivo), estudios farmacodinamicos, estudios con puntos finales de beneficio clinico y
otros estudios in vitro. (FDA, 2019)
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Por otro lado, la COFEPRIS a través de la NOM-177-SSA1-2015 establece las pruebas
y procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable. Requisitos a
que deben sujetarse los Terceros Autorizados que realicen las pruebas de
intercambiabilidad. Aqui establece como parametros farmacocinéticos para las pruebas
de intercambiabilidad (biodisponibilidad o bioequivalencia) en humanos el ABCo.;, ABCo.
inf, Cmax, Ke Y la ty;, estimada en la fase terminal. Los criterios de analisis son equivalentes

a los referidos por la FDA.

Por otro lado, existe una alternativa para la determinacion de bioequivalencia de

medicamentos y es a través de exenciones y sera valido al cubrir los puntos siguientes:

-Para aquellos medicamentos que se presentan en mas de una concentracion, en la
misma forma farmacéutica, se puede realizar el estudio de bioequivalencia con una de
las concentraciones, siempre y cuando estén consideradas en el medicamento de
referencia. Los resultados pueden ser extrapolables para las otras concentraciones,

cumpliendo con los siguientes requisitos:

-Existe proporcionalidad en el contenido del (os) farmaco(s) y aditivo(s) en la férmula
cuali-cuantitativa con respecto al medicamento que fue declarado bioequivalente. La
proporcionalidad se determina bajo los siguientes criterios:

-El o los farmaco(s) y el o los aditivo(s) se encuentran en la misma proporcién entre las

diferentes concentraciones.

-El o los farmaco(s) y el o los aditivo(s) no se encuentran exactamente en la misma
proporcion entre las diferentes dosis, pero la relacion de ingredientes activos con
respecto al peso total de la forma de dosificacidon puede variar hasta un 10% sin que

exista impacto en la velocidad de disolucion del farmaco.

-Para farmacos de alta potencia, en donde la cantidad de éstos dentro de la forma de
dosificacién es muy baja (menores a 10 mg), y el peso total de la forma de dosificacion
es igual en todas las dosis, existe proporcionalidad, si éstas no varian en mas del 10%

del peso total de la forma de dosificacion.

-En el caso de formulaciones de liberacién inmediata, los componentes de la recubierta,
colorantes, saborizantes y cubierta de la capsula no deben ser considerados en los

calculos para establecer la proporcionalidad de las férmulas.
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-El perfil de disolucion es similar entre el medicamento bioequivalente y el medicamento
con la concentracion a exentar, mismo que debera ser realizado por un Tercero

Autorizado.

-Debera presentar la evidencia cientifica suficiente, para demostrar que el medicamento

presenta una farmacocinética lineal en el intervalo de las concentraciones solicitadas.
-Los procesos de fabricacion estén validados.

En los casos previos se establece como requisito para demostrar que un medicamento
es intercambiable, cumplir con el factor de similitud (f2), el cual es determinado a partir
de los porcentajes disueltos promedio (considerando la dosis hominal del farmaco) en
cada uno de los medios de disolucién, implementando la ecuacion siguiente, solo si el
CV% del porcentaje disuelto es menor o igual que el 20% para el primer tiempo de
muestreo y menor o igual que el 10% para los tiempos subsecuentes:

-0.5
f2 = 50log (1 + (%) (Z(Rt - Tt)2>> -100

Ecuacion 21. Factor de similitud

Donde:

n = nimero de tiempos de muestreo.

R= Promedio del porcentaje disuelto del medicamento de referencia en el i-ésimo
tiempo de muestreo.

T= Promedio del porcentaje disuelto del medicamento de prueba en el i-ésimo tiempo

de muestreo.

El valor de f; debe ser calculado en cada uno de los medios de disolucién y se deben
comparar los valores promedio desde el primer tiempo de muestreo hasta maximo un
tiempo de muestreo después de que el medicamento de referencia ha alcanzado el 85%
del farmaco disuelto con un minimo de 3 puntos, si el valor de f, es mayor o igual a 50,
en el medio o en los 3 medios de disolucion, segun aplique los perfiles de disolucién son

similares.

A otros valores de pH, en caso de no existir disolucién suficiente para aplicar el modelo
de f,, podrén utilizarse modelos alternativos soportados con diferencias de no mas del
10% y en su caso justificar la relevancia del pH en la absorcién u otros factores que
pudieran afectar como la descomposicién quimica; los tiempos de muestreo deberan

ser los mismos de la muestra de alta disolucién. (SEGOB, 2013)
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La ecuacion f; es el método mas popular utilizado para comparar los datos del perfil de
disolucién, dado que se recomienda su uso en varios documentos de orientacion de la
FDA. Las principales ventajas de la ecuacion f, son que es facil de calcular y proporciona
un solo numero para describir la comparacion de los datos del perfil de disolucién. Sin
embargo, hay desventajas. La ecuacién f, no tiene en cuenta la variabilidad o la
estructura de correlacion en los datos. Ademas, los valores de f, son sensibles al nUmero
de puntos de tiempo de disolucién utilizados. Ademas, la base de los criterios para
determinar la similitud entre los perfiles de disolucion no esta clara. (Duan, Riviere, &
Marroum, 2011)

3.6 Estudios de biodisponibilidad de BRAG-II

Existe un estudio de biodisponibilidad para dos preparados orales, el de referencia
(medicamento de origen asiatico) y de prueba (producto de Laboratorios Senosiain, S.A.
de C.V), constituidos por los principios activos 1, 2y 3 en dosis de 80, 12.5y 5 mg. Este
estudio consistidé en un estudio monocéntrico, abierto, aleatorizado, de cuatro periodos,
dos tratamientos, dos secuencias, dosis Unica, cruzado replicado en 53 voluntarios

Sanos en ayuno.

Los pardmetros farmacocinéticos para BRAG-II fueron determinados a través de
métodos no compartimentales (modelo independiente). La estadistica de
bioequivalencia, que es la que determina la posible intercambiabilidad mostré que las

formulaciones no eran bioequivalentes (datos no mostrados).

Con la finalidad de visualizar las posibles diferencias entre las formulaciones y/o
tratamientos se graficaron los perfiles de concentracién plasmética (+ error estandar)
con respecto al tiempo, obtenidos en los voluntarios participantes. La Figura 13 ilustra
el perfil obtenido del activo 1, BRAG-II, que es el farmaco para el cual no se cumple con
la bioequivalencia. Los activos 2 y 3 si muestran similitud con el perfil plasmético de la

formulacién de referencia (datos no mostrados).
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Figura 13. Perfil farmacocinético en voluntarios sanos después de la administracién de las
formulaciones F1P y F1R (promedio + EE).

3.7 Estabilidad de principios activos contenidos en el medicamento de prueba de
BRAG-II

Dado que la técnica considerada como herramienta para la cuantificacion de analitos en
el desarrollo de nuevas formulaciones es por cromatografia de liquidos de alta
resolucion (por sus siglas en inglés CLAR) es importante conocer la estabilidad con la
que cuentan los principios activos contenidos en el medicamento de prueba y la
resolucion que pueden llegar a presentar al encontrarse posibles impurezas en un
método cromatografico para deducirlo como selectivo o no y aportar un alto grado de

confiabilidad en los resultados.

Es por ello que la guia de pruebas de estabilidad de medicamentos Q1A (R2) emitida
por la ICH (European Medicines Agency , 2003) sugiere gue se deben realizar estudios
de estrés en un producto farmacéutico para establecer sus caracteristicas de estabilidad
inherentes, lo que lleva a la identificacion de productos de degradacion y, por lo tanto,
respalda la idoneidad de los procedimientos analiticos propuestos. También requiere
gue los procedimientos de prueba analitica para muestras de estabilidad sean
indicadores de estabilidad y estén completamente validados. Es por ello que se recopild
informacion de investigaciones previas que demostraran la estabilidad de los
componentes activos de BRAG-II y con ello asegurar la integridad del desarrollo del

proyecto.
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Nalwade Reddy y colaboradores pertenecientes a Dr. Reddy’s Laboratories han
reportado estudios de descomposicion por estrés para un producto similar en
composicion al que se empleard en este proyecto, dichos estudios fueron realizados
bajo una concentracion inicial de farmaco de 0.64 mg/mL del activo 1, 0.2 mg/mL del
activo 2 y 0.08 mg/mL del activo 3 del medicamento. Los tres activos fueron sometidos

bajo las siguientes condiciones:

Degradacion acuosa: Se realiz6 hidrdlisis de agua purificada a 60°C durante 6 horas.

Degradacion inducida por peroxido de hidrégeno: Los estudios se llevaron a cabo a

temperatura ambiente en peréxido de hidrégeno al 1% durante 6 horas.
Degradacion &cida: La hidrélisis acida se realizo en HCI 1 N a 60 ° C durante 6 horas.

Degradacion basica: El estudio en solucién basica se realizé en NaOH 0.1N a 60 ° C
durante 6 horas.

Degradacion inducida por calor: El medicamento que contenia los 3 activos se expuso
a calor seco a 105 °C durante 24 horas. Las muestras se retiraron en el momento
apropiado y se sometieron a analisis UPLC después de una diluciéon adecuada (0.032

mg/mL del activo 1, 0.01 mg/mL del activo 2 y 0.004 mg/mL del activo 3).

Fotodegradacidon: Se llevaron a cabo estudios de fotodegradacion segun la opcién 2
de Q1B de las directrices de la ICH. Las muestras se expusieron a la luz para una
iluminacién general de 1,2 millones de horas luz y una energia ultravioleta cercana
integrada de 200 watt*hm?. Las muestras se extrajeron en el momento apropiado y se
sometieron a analisis por UPLC después de una dilucion adecuada (0.032 mg/mL del

activo 1, 0.01 mg/mL del activo 2 y 0.004 mg/mL del activo 3).

De acuerdo con los resultados obtenidos de dicho estudio se concluyd que los tres
activos son estables bajo condiciones de estrés basico, térmico y fotolitico, mientras que
para condiciones de estrés por peréxido de hidrégeno, acido y por hidrélisis muestra
productos de degradacion para los activos 2 y 3, aunque todos los productos de
degradacion mayor y menor se encontraron bien separados de los picos de los activos
1, 2 y 3 bajo un sistema cromatogréafico con una fase movil A que contenia una mezcla
de tampodn de perclorato de sodio pH 3.2 (0.053 M): acetonitrilo en la proporcién 90:10
(v/v) y la fase mévil B que contenia una mezcla de tampén de perclorato de sodio pH
3.2 (0.053 M): acetonitrilo en el relaciéon 20:80 (v/v) al tener un caudal de 0.6 mL/min
bajo un gradiente (T/%B) establecido de 0/5, 1.2/5, 1.6/40, 4/40.4, 1/5 y 4.5/5,
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manteniendo la temperatura de la columna a 55 °C (NALWADE, REDDY, RAO, & RAO,
2011).
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4.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA O JUSTIFICACION

Se cuenta actualmente con una formulacién de referencia de BRAG-II con eficacia y
seguridad probada en otros paises y de interés para su comercializacién en México.
Esta formulacion de referencia, junto con una formulacion mexicana preliminar
desarrollada por un laboratorio farmacéutico con quien se colabora en este proyecto,
fueron evaluados mediante un ensayo clinico en voluntarios sanos para evaluar su
biodisponibilidad de las formulaciones. Los resultados iniciales mostraron una
equivalencia farmacéutica in vitro (bajo las condiciones de estudio evaluadas por el

laboratorio), y una no bioequivalencia del estudio clinico preliminar efectuado.

Este resultado evidencié la importancia de generar métodos de disolucion in vitro que
permitan predecir de mejor manera, el comportamiento de los medicamentos bajo

condiciones in vivo.

Por lo anterior se requiere disefiar y desarrollar una prueba de disolucién que sirva como
base para establecer una correlacion in vitro- in vivo, y que sirva como una herramienta
de apoyo en el desarrollo farmacéutico de los medicamentos, permitiendo llevar a
estudio clinicos solo a aquellas formulaciones que presenten condiciones éptimas,

comparadas con la formulacion de referencia, bajo condiciones biorrelevantes.

El aparato 4 USP es considerado una alternativa altamente viable para llevar a cabo
este estudio dado que permite la disolucién in vitro de una amplia variedad de formas
farmacéuticas y que por las caracteristicas de flujo continuo de medio, la factibilidad
para realizar cambios de composicién en este durante la prueba y la hidrodinamia
generada por el sistema (que favorecen las condiciones sink), permite establecer
condiciones que emulan las condiciones in vivo, y con ello, generar resultados que
podrian permitir hacer predicciones in vitro- in vivo para el desarrollo de una formulacién

optimizada que pudiese generar una bioequivalencia con el medicamento de referencia.

Es asi que este proyecto busca obtener una prueba de disolucién validada que permita
emular las condiciones fisioldgicas presentes en el tracto gastrointestinal para el
desarrollo u optimizaciéon de formulaciones farmacéuticas, evitando estudios clinicos
durante la optimizacion de estas, durante su escalamiento o durante cambios en el sitio
de manufactura y equipos, ademas de permitir adecuaciones a especificaciones de

disolucién para cada formulacion en particular.
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5.0 HIPOTESIS

Si se implementa una metodologia de disolucién bajo condiciones biorrelevantes con
flujo continuo, entonces se podran obtener pardmetros biofarmacéuticos relevantes para

la comparacion del comportamiento in vitro - in vivo de medicamentos conteniendo
BRAG-ILI.

55



6.0 OBJETIVO GENERAL

Establecer las bases para generar una correlacién del comportamiento in vitro de los
perfiles de disolucion de formulaciones conteniendo BRAG-Il, con el perfil

farmacocinético in vivo de estas.

6.1 Objetivos particulares

a) Establecer y validar un método analitico de cuantificacion de BRAG-II por CLAR
con deteccion UV para muestras provenientes de los estudios de disolucion de las

formulaciones en estudio.

b) Establecer las condiciones basicas de operacién para la evaluacion del perfil de

disolucion de BRAG-II en condiciones biorrelevantes.

c) Evaluar la cinética de disolucién para la evaluacion de los perfiles obtenidos en
formulaciones de prueba y de referencia conteniendo BRAG-II, y con ello poder

considerar una posible equivalencia farmacéutica a partir de los resultados in vitro.
d) Establecer los parametros biofarmacéuticos relevantes a partir de los perfiles de

disolucién, que permitan realizar un andlisis de CIVIV de las formulaciones conteniendo
BRAG-II.
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7.0 MATERIALES Y EQUIPOS

7.1 Equipos

Balanza analitca OHAUS. Modelo: Adventurer™. Numero de serie:1084
1225060407

Parrilla térmica de agitacion magnética Thermolyne Cimarec 2. Modelo: SP46925.
No. de serie: 1069020320744

Destilador de agua ELGA PURELAB. Modelo: option-R7BP. Numero de serie:
OR07D227538BP

pH metro ORION STAR A211

Bafio de agua con ultrasonido Elma D-78224 Singen/Htw

Bomba de vacio VACUUBRAND GMBH+CO KG. Numero de serie: 26860115.
Presion: 80.0 mbar

Difractémetro de rayos X Bruker D2 PHASER 2ndGen. (Detector lynxeye 1D Mode,
tubo de Cu=1.54184 A°®).

Disolutor IV USP (celda de flujo continuo) SOTAX. Modelo CE7 smart. No. de serie:
030.0138

Espectrofotébmetro UV-visible VARIAN. Modelo: Cary 50 conc. NUmero de serie:
EL04043507

HPLC, LaChromUItra, VWR

7.2 Reactivos sdlidos

Sal sddica hidratada de taurocolato acido (CzsHssNNaO-S). Polvo sdélido. Lote:
SLBX2412. No. CAS: 345909-26-4. No. de catadlogo: T4009. Fabricante: Sigma-
Aldrich

Hidroxido de sodio (NaOH). Granulos. Lote: MKBQ8944V. No. CAS: 1310-73-2.
Fabricante: Sigma-Aldrich

Fosfato monobasico de sodio (NaH.PO,). Polvo sélido. Lote: SLCG0989. No. CAS:
7558-80-7. No. de catalogo: S0751. Fabricante: Sigma-Aldrich.

L-a-fosfatitdilcolina. No. de catalogo: 61755. Lote: BCBD3767V. Fabricante: Sigma-
Aldrich.

7.3 Insumos

Filtro de microfibra de vidrio Whatman GF/F. Tamafio de poro: 0.7 pum.

Filtro de microfibra de vidrio Whatman GF/D. Tamafio de poro: 2.7 pm.
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7.4 Reactivos liquidos

e Diclorometano A.C.S. Lote: U0118044. No. CAS: 75-09-2

Acido clorhidrico (HCI). 36.5-38.0%. Lote: K14C22 y L20C24. No. CAS: 7647-01-0.
Fabricante: J. T. Baker.
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8.0 METODOLOGIA

8.1 Diagrama general de trabajo

8.2 Validacién del método de cuantificacion para BRAG-II por CLAR con deteccidn
uv

8.2.1 Preparacioén de soluciones
a) Fase movil

Buffer de fosfatos pH 2.4: Se disolvieron 2.72 g de fosfato monobésico de potasio en
1 L de agua destilada y se adicionaron 2 mL de trietilamina, posteriormente se ajusto el

pH a 2.4 con &cido fosforico concentrado.
Proporcion de fase movil: Buffer de fosfatos pH 2.4: Acetonitrilo grado CLAR (53:47).
b) Medios biorrelevantes

Medio FaSSGF pH 1.6: A 1 L de agua desionizada ajustar el pH a 1.6 con &cido
clorhidrico (al 38%). Agregar 2 g de cloruro de sodio y agitar para homogeneizar la
solucion. Adicionar 0.043 g de taurocolato de sodio y agitar hasta homogeneizar
completamente.
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Medio FaSSIF pH 6.5: Adicionar 3.438 g de fosfato de sodio monobésico en conjunto
con 4.0103 g de cloruro de sodio en 1 L de agua desionizada, posteriormente ajustar a
pH 6.5 con una solucién de hidroxido de sodio 0.2 N. Agregar 1.6131 g de taurocolato
de sodio y mantener en agitacion constante. Posteriormente en 40 mL de diclorometano
disolver 0.1536 g de L-a-fosfatitdilcolina y adicionar a la mezcla anterior. Con la finalidad
de eliminar el diclorometano de la solucidn calentar la solucién a 40°C al vacio y sonicar
durante 40 minutos. Finalmente filtrar la solucion al vacio con filtros GF/F de fibra de

vidrio con tamafo de poro de 0.7 pum.

Solucién NaOH 0.2N: pesar 0.4 g de hidréxido de sodio y aforar con agua destilada a
50 mL.

8.2.2 Preparacion de curva de calibracion

Se realizaron curvas de calibracién, por triplicado durante 3 dias distintos, de BRAG-II
empleando los medios biorrelevantes FaSSGF pH 1.6 y FaSSIF pH 6.5.

Solucion stock: En un matraz aforado de 25 mL se colocaron 25 mg de BRAG-Il y se
afor6 con metanol, posteriormente se sonicé hasta disolver y homogenizar la solucion,

la concentracion de esta solucién fue de 1 mg/mL.

Curva de calibracion: Se llevaron a cabo 7 diluciones utilizando los medios
biorrelevantes FaSSGF pH 1.6 y FaSSIF pH 6.5 a partir de la solucion stock de BRAG-
[l como se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Elaboracion de curva de calibracion

Concentracion | Volumen alicuota Volumen
(ng/mL) solucion stock (uL) | final (mL)

4.4 44 10

8.8 88 10

22 220 10

44 440 10

66 660 10

88 880 10

100 1000 10

8.2.3 Condiciones de analisis

Velocidad de flujo: 1.5 mL/min, considerando Buffer de fosfatos pH 2.4 a 0.8 mL/min y

Acetonitrilo grado cromatografico. Sistema isocratico.
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Temperatura del horno en columna: 40 °C

A =270 nm

Tiempo de corrida: 2.5 min

Columna: ZORBAX Eclipse XBD-C18 (4.6 X 150mm 5-Micron, SN: USKH109072)

Nota: Es necesario filtrar la fase movil utilizando un filtro de membrana de 0.45 ym antes

de realizar el analisis por CLAR.

Los pardmetros de adecuabilidad del sistema, linealidad, precisién, exactitud,
repetibilidad, limite de cuantificacion (LC) y limite de deteccién (LD) del método fueron
evaluados bajo los criterios establecidos en la Guia de Validacién de Métodos Analiticos

del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos (2002).

8.3 Método de disolucion

8.3.1 Formulaciones en estudio

FOP: formulacion placebo, conteniendo los excipientes de la formulacién y los activos 2
y 3.

F1M: formulacién comercializada en México de activos 1y 2 en dosis de 80 mgy 12.5

mg, respectivamente.

F1P: medicamento de prueba. Capsulas de gelatina dura compuestas de los activos 1,

2y 3 enunadosis de 80 mg, 12.5 mgy 5 mg.

F1R: medicamento de referencia. Tabletas compuestas de los activos 1, 2 y 3 en una

dosis de 80mg, 12.5mgy 5mg.

F2P: medicamento de prueba con formulacién modificada. Capsulas de gelatina dura

conteniendo los principios activos 1, 2 y 3 en una dosis de 80mg, 12.5mgy 5mg.

F2P1: capsulas de gelatina dura conteniendo el principio activo 1 en una dosis de 80mg.

8.3.1 Condiciones de disolucion en aparato 4 USP, de flujo continuo.

Las condiciones de disolucion fueron determinadas a partir de una serie de ensayos

preliminares que consistieron en lo siguiente:

1. Efecto de enzimas en el medio en el proceso de disolucion de capsulas
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La version actual del capitulo <711>y <2040> de la USP recomienda el uso de pepsina
para medios de disolucién con valores de pH inferiores a 6.8 y pancreatina para medios
de disolucién con valores de pH iguales o superiores a 6.8. Dicho ensayo se llevd a cabo
en un vaso de precipitados bajo agitacién constante a 60 rpm a 37°C en 100 mL de
medio FaSSGF pH 1.6, dado que se esperaba que la cipsula se disolviera en este

medio.
2. Variaciones en el armado de celdas

Se realizaron pruebas con diferentes configuraciones del armado de celdas tal como se
muestra en la Figura 14. Dichas pruebas se realizaron empleando medios FaSSGF y
FaSSIF como medio de disolucion a 37°C y a una velocidad de flujo de 8 mL/min.

Figura 14. Configuracion del armado de celdas: a) con perlas de vidrio de 1 mm de diametro, b)
con perlas de vidrio de 2 mm de diametro y c) sin perlas de vidrio.

El armado final consistié en lo siguiente: se empleo la celda de 12 mm de didmetro
empleada para tabletas y capsulas, colocandose un rubi y 550 mg de perlas de vidrio
de 2 mm de didmetro en la parte inferior de la celda. Sobre ello se colocé la forma
farmacéutica (capsula o tableta) y el clip sujetador del medicamento (pudiendo ser
colocada en forma concava o convexa, dependiendo de la forma farmacéutica en
cuestion). Se colocaron filtros Whatman de microfibra de vidrio GF/D (tamafio de poro=
2.7 um) y FG/F (tamafio de poro= 0.7 um) dentro del cabezal del filtro estandar en la
parte superior de la celda. La celda fue acoplada en la chaqueta para ser insertada en

la base de las celdas. El esquema se muestra en la Figura 15.
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GF/D (2.7um)
GF/F (0.7um)
GF/D (2.7 pm)

Clip sujetador

Perlas de vidrio
de 2mm de &

Rubf

Figura 15. Armado de celda para capsulas (a), para tabletas (b) y para granulado (c).

3. Determinacion de la velocidad de flujo

En investigaciones previas usando el aparato 4 USP a una velocidad de flujo de 8
mL/min fue posible tener una liberacién comparable a 50 rpm de disolucién usando el
aparato 2 USP, lo que sugiere que es posible obtener fuerzas hidrodinamicas
comparables a esta velocidad de flujo (Paprskarova, Mozna, Oga, Elhissi, & Alhnan,
2015). Es por ello que las condiciones evaluadas incluyeron una prueba a velocidad de
flujo de 4 y 8 mL/min correspondientes a 25 y 50 rpm respectivamente.

4. Tiempo total de disolucién y de muestreo

Se parti6 de los tiempos de muestreo mostrados en la Figura 11 (ver antecedentes). Sin
embargo, considerando que el tiempo de liberacion del activo 1 fue muy rapido, fueron
acortados los tiempos de muestreo durante los primeros minutos. Con respecto al
tiempo total de disolucion, debido a que las concentraciones obtenidas en las muestras
de los ensayos no mostraban tener un aumento significativo después de 40 min y hasta
los 180 minutos para las formulaciones F1R y F1P respectivamente (Tabla 5), los
tiempos posteriores de analisis se acotaron a 40 min. El equipo se programé para que

se tomaran 5 mL de muestra a cada tiempo de muestreo.

Tabla 5 Tiempos de muestreo durante la prueba de disolucién

Formulacion Medio de disolucion Tiempo de muestreo (min)
F1P y F1IR | Medio biorrelevante FaSSGF 1,2, 3,4,5, 10, 20, 30
Medio biorrelevante FaSSIF 40, 50, 60, 90, 120, 180, 240
F2P, y F2P1 | Medio biorrelevante FaSSGF | 1, 2, 3, 4, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26, 30,
35, 40

Los ensayos preliminares implicaron el uso del medio FaSSGF por 30 min, y el cambio
a medio FaSSIF al cabo de este tiempo y hasta el final de la prueba. Como se vera en
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la seccion de resultados, dados que los tiempos de analisis para algunos estudios se

acotaron a 40 min, las formulaciones se evaluaron en medio FaSSGF.

Para la determinacion del % disuelto de los ensayos in vitro en el aparato 4 USP se

aplico la Ecuacion 2 y la Ecuacion 3 referidas en la seccién de antecedentes.
5. Interaccion quimica entre los componentes activos de BRAG-II.

Se evalud la posible interaccion entre los activos de la formulacion, por lo que se llevo
a cabo la disolucion de la formulacion F2P1 bajo las mismas condiciones que F2P, tal
como se indica a continuacion. Nota: para esta determinacion se evalu6 el contenido de

las céapsulas, es decir, el granulado de cada formulacion.

Aparato de disolucion: flujo continuo, USP 4
Temperatura del medio de disolucion 37°C + 0.5°C
Velocidad de flujo: 8 mL/min

Tipo de sistema: sistema abierto

Tipo de celda: celda de polvos (12 mm de diametro)

Volumen de muestra colectada:; 5 mL

Medio de disolucion Tiempo de muestreo (min)

Medio biorrelevante FaSSGF 1,2,3,4,5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26, 30, 35, 40.

6. Identificacion de polvos residuales

Una vez concluidos los ensayos de disolucion se realizé la cuantificaciéon del polvo
remanente de las celdas para visualizar si existia presencia del Activo 1 sin disolver. Se

evalud por CLAR y se caracterizé por DRXP.

8.4 Comparacioén de cinética de disolucion en equipo 2 USP vs 4 USP

Las condiciones de disolucién en el aparato USP 2 con paletas fueron determinadas a
partir de las condiciones fijadas en el método de disolucion en el aparato 4 USP y

consistieron en lo siguiente:

Medio de disolucion: FaSSGF pH 1.6
Temperatura: 37 °C £ 0.5 °C
Velocidad de agitacion: 50 rpm
Volumen: 900 mL

Volumen de muestra colectado: 5 mL
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Formulaciones: FIR y F1P
Tiempos de muestreo: 1, 2, 3, 4, 5, 8, 11, 14, 17, 20, 23, 26, 30, 35, 40 minutos

Se determind el factor de similitud para las formulaciones F1P y F1R mediante la
obtencion de f2, empleando la Ecuacion 21. Se utilizaron los valores del perfil de
disolucién en términos de porcentaje disuelto acumulado utilizando la Ecuacion 2 para

el tratamiento de los datos derivados del ensayo en el aparato 2 USP y 4 USP.
8.5 Correlacién in vitro- in vivo

8.5.1 Determinacion de parametros farmacocinéticos

Se llevo a cabo el analisis de resultados in vivo e in vitro de las formulaciones F1P y
F1R utilizando el PKsolver para Excel para determinar y comparar los valores de Cmax,
tmax, ABCo>t Y TMR/TMD.

8.5.2 Determinacién de la fraccion absorbida

Para su determinacion fue necesario emplear los datos de tiempo y concentracion
plasmatica proporcionados por Laboratorios Senosiain obtenidos del ensayo clinico
realizado previamente para las formulaciones F1R y F1P. Las concentraciones
plasmaticas fueron ajustadas a un modelo de Wagner-Nelson para determinar las

fracciones absorbidas de acuerdo con los siguientes pasos:

1. Se determiné el area acumulativa bajo la curva de concentracion respecto al tiempo

mediante la regla de los trapecios.

2. Los datos de concentracién comprendidos entre los Gltimos cinco tiempos del término
del pico correspondiente a Cnax (intervalo correspondiente entre 4 y 6 horas de los datos
del ensayo in vivo) se usaron para calcular la constante de velocidad K mediante el

ajuste de los datos en escala logaritmica.

3. Se aplico la “ecuacién de Wagner-Nelson” a los datos antes obtenidos. Nota: Se

obtiene un valor distinto por cada tiempo de muestreo.

4. Para estimar el valor maximo de la funcién, se aplic6 la siguiente ecuacioén a los cuatro

altimos valores obtenidos de la “ecuacion de Wagner-Nelson”.
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T
CT+K*f C +dt
0

Ecuacién 22 Ecuacion de Wagner- Nelson

5. Se determind la fraccién absorbida en % a partir de la ecuacion siguiente:

Cr+K [ Cxdt

FD /V

Ecuacion 23 Fraccién absorbida

El método de Wagner-Nelson fue utilizado debido a que no exige administracion
endovenosa y no precisa una estimacion previa del volumen de distribucién, ademas no

presenta limitaciones en cuanto al orden o naturaleza de los procesos de absorcion.
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9.0 RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Descripcion de las formulaciones en estudio

El medicamento en estudio se encuentra en presentacion de capsulas de gelatina dura,
en donde el farmaco de interés a evaluar, BRAG-II, se denominé “activo 1”. Este farmaco
se encuentra en combinacién con dos principios activos adicionales: “activo 2”, indicado
para el tratamiento de hipertension arterial, diabetes insipida, hipercalciuria idiopatica y
contra edema asociado a insuficiencia cardiaca, renal o hepética; finalmente, el “activo
3” que se encuentra indicado para el tratamiento de la hipertensién arterial y angina de
pecho vasoespastica y estable cronica (VADEMECUM , 2018). La dosis del
medicamento de prueba es de 80 mg, 125 mg y 5 mg de los activos 1, 2 y 3

respectivamente.

Los coédigos de identificacién a las diferentes formulaciones empleadas durante el
estudio se mostraron en la seccién experimental, sin embargo, se considera necesario

para mayor claridad, retomarla en esta seccién:

F1P: medicamento de prueba. Capsulas de gelatina dura compuestas de los activos 1,
2y 3 enunadosis de 80 mg, 12.5 mgy 5 mg.

F1R: medicamento de referencia. Tabletas compuestas de los activos 1, 2 y 3 en una

dosis de 80mg, 12.5mg y 5mg.

F2P: medicamento de prueba con formulacién modificada. Capsulas de gelatina dura
conteniendo los principios activos 1, 2 y 3 en una dosis de 80mg, 12.5mg y 5mg.

F2P1: capsulas de gelatina dura conteniendo el principio activo 1 en una dosis de 80mg.

Para algunos ensayos preliminares se emple6 un medicamento de referencia
conteniendo a los activos 1y 2, que se encuentra comercialmente disponible en México.
A este se le denominé F1M: formulacién comercializada en México. Este medicamento
se presenta en tabletas conteniendo a los principios activos 1 y 2 en una dosis de 80mg

y 12.5mg.

Finalmente, también se contd con una formulacién “placebo”, denominada FOP,
empleada para evaluar la posible interferencia de los activos 2 y 3, asi como de los
excipientes en el método de cuantificacion. La apariencia de las formulaciones se ilustra

en la Figura 16.
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a)

Figura 16. Formulaciones evaluadas. a) F1R; b) FOP, F1P, F2P y F2P1; ¢) F1M

9.2 Método analitico de cuantificacion

El método de cuantificacién de BRAG-II se desarrollé por CLAR para evitar interferencia
de los demas componentes de la formulaciéon. Preliminar a esto, fue necesario
determinar de manera experimental el espectro de absorcion de los principios activos
con los que cuenta la forma farmacéutica de BRAG-II y con ello poder seleccionar la
longitud de onda adecuada para su cuantificacion. Cabe aclarar que el método a
desarrollar y validar busca cuantificar Gnicamente a BRAG-II (activo 1), en presencia de

los deméas componentes de la formulacion.

Determinacioén del espectro UV-vis de BRAG-II

Para poder establecer la longitud de onda ideal para la cuantificacién de BRAG-II (activo
1) se evaluaron cualitativamente los espectros de absorcion de los activos contenidos
en el medicamento de prueba. Para ello se realizé el barrido de absorcién de cada uno
de los tres activos en el medicamento, utilizando un espectrofotémetro UV-visible
VARIAN, modelo Cary 50, partiendo de una solucion stock de 1 mg/mL en metanol. En
la Figura 17 se muestran los resultados.

Nota: las diluciones fueron realizadas empleando solamente metanol.
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a) Espectro de absorcion Activo 1 (BRAG-II)
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b) Espectro de absorcion Activo 2
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c) Espectro de absorcion Activo 3
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Figura 17. Espectros de absorcién UV-vis de a) activo 1, b) activo 2, c) activo 3 partiendo de un
stock disuelto en metanol y diluidas con metanol para obtener diferentes niveles de
concentracién.

Dados los picos maximos de absorcion de los activos y retomando los valores de
referencia obtenidos de fuentes bibliograficas del activo 1 (BRAG-II), se optd por
considerar de manera inicial 3 longitudes de onda para el método cromatografico para
cuantificar BRAG-II: 205, 270y 296 nm. Los resultados de la integracion de los picos de

las muestras por CLAR se analizaron Unicamente para la sefial a 270 nm.

9.2.1 Validacién del método analitico de cuantificacion

Los parametros de adecuabilidad del sistema, especificidad, limite de cuantificaciéon
(LC), limite de deteccion (LD), linealidad, precision, exactitud y repetibilidad del método
fueron evaluados bajo los criterios establecidos en la Guia de Validaciéon de Métodos
Analiticos del Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Biélogos y se resumen en
la Tabla 6.
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Tabla 6. ParAmetros de validacion del método analitico de cuantificacion de BRAG-II

Parametro de Medio FaSSGF Medio FaSSIF Limite de Cumple /
validacién pH 1.6 pH 6.5 aceptaciéon [No cumple
LC 3.4 pg/mL 1.5 pg/mL LC <4.4 pg/mL|[ Cumple
LD 1.1 pg/mL 0.5 pg/mL LD <4.4 pg/mL| Cumple
Adecuabilidad %CV < 2% %CV < 2% < 2% Cumple
del sistema,
RSD
Linealidad y r =0.9998 r =0.9999 r>0.99 Cumple
precision del %CV < 2% %CV < 2% %CV < 2%
método
Exactitud y IC(Winterior= 99.27% |IC(Winterior= 99.65%|[ 1C(u) debe Cumple
repetibilidad IC () superior= IC()superior= incluir el 100%
del método 100.34% 100.60% %CV < 2%
%CV < 2% %CV < 2%

A continuacion, se refiere el detalle de los resultados obtenidos para la validacion del
método.

c) Adecuabilidad del sistema

La cuantificacién de BRAG-II (activo 1) se realizé por el método de CLAR acoplado a
UV-visible a una longitud de onda de 270 nm (Figura 18). Es importante mencionar que
previo a la inyeccion de las muestras correspondientes a las diferentes concentraciones
de las curvas preparadas se ejecutd el System Suitability del método para asegurar la
confiabilidad de los resultados obtenidos de la cuantificacion. El criterio de aceptacion
se obtuvo al registrar una desviacién estandar relativa (RSD) < 2%. La muestra
empleada para dicha determinacion fue de una concentracion de 44 ug/mL la cual fue
seleccionada debido a que se encuentra justo a la mitad del intervalo de
concentraciones consideradas para la realizacion de la curva de calibracion. Los

resultados se pueden consultar en el Anexo 1.
b) Especificidad

La especificidad del método de cuantificacion fue evaluada en medio FaSSGF pH 1.6 y
medio FaSSIF pH 6.5 con una capsula de placebo de gelatina dura (FOP), la cual

contenia los activos 2 y 3 en una dosis de 12.5 mg y 5 mg respectivamente, asi como

71




excipientes de la formulacion de prueba c.b.p. 590 mg aproximadamente, que fue el
peso total de la capsula (Figura 16b).

Preparacion de la muestra: Se disolvié una capsula placebo (FOP) durante 30 minutos
en 100 mL de medio FaSSGF pH 1.6 a 40°C aproximadamente con una velocidad de
agitacion moderada.

Nota: no hubo control estricto en cuanto a la velocidad de agitacion y temperatura del
medio de disolucion ya que lo Unico que se pretendia con esta prueba era conseguir
que la capsula se desintegrara totalmente para elucidar la respuesta analitica de la

muestra de manera cualitativa.
a) b)

__DAD-CH1 270 nm Ry —
DHR19A18B002 DAD-CH1 270 nm
Reameen Tome ~ DHR19A22A043

V AN ACTVO3 1298

Figura 18. Cromatogram;s BRAG-II en a) medio FaSSGF Ph 1.6 y b) mgaio FaSSIF pH 6.5
a) b)

_ DAD-CH1 270 nm | _DAD-CH1 270 nm
«| ~ DHR19A27K005 DHR19A27K006

Figura 19. Cromatograma obtenido de las capsulas de placebo, FOP, en a) medio FaSSGF pH
1.6 y b) medio FaSSIF pH 6.5.

En la Figura 18 se muestra un cromatograma caracteristico de la formulacion de prueba
en medios biorrelevantes, mientras que la Figura 19 ilustra el perfil cromatogréfico tipico
del placebo de la formulacién de prueba lo que demuestra que ninguno de los

componentes de la formulacién, asi como del medio de disolucién, interfiere con la sefal
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correspondiente al analito BRAG-II. Por lo anterior el método cromatografico es

considerado especifico para la cuantificacion de BRAG-II.

Para la determinacion del resto de los parametros de validacion se prepararon curvas
por triplicado 7 niveles de concentracion, en un intervalo de 4.4-100 pug/mL de la solucién
de referencia en los dos medios de disolucién a emplear para la cuantificacion de BRAG-
Il (FaSSGF pH 1.6 y FaSSIF pH 6.5).

c) Limite de deteccidon (LD) y limite de cuantificacion (LC)

A partir de las curvas de calibracion, se determinaron los limites de deteccion vy

cuantificacién. Para ello fueron aplicadas las siguientes férmulas:

3.3%S
Y/
by

10*5}1/
X

LD = b

y LC =

Donde:
Syx= desviacion estandar de la regresion

b,= valor de la pendiente de la ecuacion de la recta

En donde de acuerdo con los resultados obtenidos, mostrados en la Tabla A3 y Tabla
A6 (seccion de anexos) se obtuvieron valores de LD de 1.1 pg/mL y 0.5 pg/mL y de LQ
de 3.4 pg/mL y 1.5 pg/mL de BRAG-II en el medio biorrelevante FaSSGF y FaSSIF,

respectivamente.
d) Linealidad y precision del método

A partir de los datos obtenidos de las curvas de calibracion (Figura 20 y 21) preparadas
se graficaron los resultados para obtener el coeficiente de determinacién de la curva de
calibracion, los resultados se encontraron dentro del criterio de aceptacion establecido
por la Guia de Validacién de Métodos Analiticos de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos,
y de la NOM-177-SSA1-2013, para la linealidad: un coeficiente de determinacion (r?) >
0.99 con un error relativo (%CV) debido a la regresion lineal < 2% y en donde el Intervalo

de Confianza para la pendiente (ICg1) no debe incluir el cero.
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Figura 20. Linealidad de las curvas de calibracién de BRAG-II en medio FaSSGF pH 1.6 (n=3 +
DE)
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Figura 21. Linealidad de las curvas de calibracion de BRAG-II en medio FaSSIF pH 6.5 (n=3 +
DE)

Para la precision del sistema, el criterio de aceptacion es obtener un %CV < 2%. Los
resultados obtenidos se muestran en la Tabla A1y Tabla A2 (seccion de anexos), donde
ningun coeficiente de variacion se encontrgé por encima del 2%. Ademas, de acuerdo

con los datos presentados en
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Tabla A3 y Tabla A6 (seccion de anexos), el coeficiente de determinacion (r?) en medio
FaSSGF pH 1.6 fue de 0.9998, mientras que en medio FaSSIF pH 6.5 fue de 0.9999.
Adicional a ello, el ICp1 no incluye el cero en ninguno de los dos medios por lo que, de
acuerdo con los criterios de aceptacion, el método cumple con la especificacion de

linealidad del método requerida.
e) Exactitud y repetibilidad

Para evaluar la exactitud y precision del método expresada como la concordancia
obtenida de determinaciones independientes realizadas por un solo analista, usando los
mismos instrumentos y método se determiné la cantidad recuperada de BRAG-II. Se
comparoé el valor obtenido empleando el método y el valor de referencia, en donde el
criterio de aceptacion establecido consiste en que el Intervalo de Confianza para la
media (ICu) debe incluir el 100% o que el promedio aritmético del % de recobro se
incluya en el intervalo de 98 - 102%; adicionalmente el %CV del porcentaje de recobro
no debe ser mayor de 2%. Para la determinacion del % recuperado se obtuvo la
concentracion experimental de las muestras de la curva de calibracion a partir de la
ecuacion de la recta y se hizo la comparacion con la concentracion tedrica obteniendo
un % de recobro del promedio aritmético entre el 98% - 102% con un %CV < 2% tal

como lo muestran los resultados asentados en

Tabla A3 y Tabla A6 para los medios FaSSGF pH 1.6 y FaSSIF pH 6.5 respectivamente.

9.3 Método de disolucién

Se evalu6 el impacto de diferentes factores para la implementacion del método de

disolucion.

La evaluacion del efecto de enzimas presentes en el medio de disolucién se sabe puede
tener un impacto en la disolucion de cépsulas, y por lo tanto, en la liberacion de su
contenido. Estudios preliminares han mostrado que la pepsina tiene una actividad
méxima a pH 2, y que el 70% de la actividad péptica méaxima todavia esta presente a
pH 4.5 y casi ninguna actividad péptica a pH 5.5 (Graya, Colea, Tomaa, & al, 2014). Se
llevé a cabo la evaluacion del efecto de la presencia de pepsina en el medio FaSSGF
pH 1.6 encontrando experimentalmente que no existe un efecto significativo de esta
enzima pues se mantuvieron los mismos niveles de % disuelto en ambos ensayos, ver

Figura 20.
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Figura 20. Efecto de la presencia de pepsina en el medio de disolucion FaSSGF pH 1.6. C4psulas
F1P.

Para establecer el armado y configuracion interna a emplear en las celdas de disolucién,
se evaluo el efecto de la presencia de las perlas de vidrio en estas. Se sabe que la
presenciay tipo de perlas que se emplee puede modificar la hidrodinAmica generada en
las celdas de disolucién, modificando el tipo de flujo generado. Dado que en presencia
de perlas de 2 mm de diametro en la celda se aprecia un menor coeficiente de variacion
de las concentraciones obtenidas y considerando que el uso de este tamafio no genera
estatica en el interior de la celda durante el acondicionamiento de ésta, se opt6 por
mantener el uso de estas perlas. Este ensayo se realizé empleando la formulaciéon F2P.

Las gréficas de los resultados se muestran en la Figura 21.
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Figura 21. Perfiles de disolucion para seleccionar la mejor condicion de armado de celda a) en
términos de concentracion de BRAG-II disuelto y b) en % disuelto acumulado. Se utilizé una
velocidad de 8 mL/min contemplando 3 condiciones de armado de la celda. (promedio + DE).
Cépsulas F2P.

En investigaciones previas usando el aparato 4 USP a una velocidad de flujo de 8
mL/min fue posible tener una liberacién comparable a 50 rpm de disolucién usando el

aparato 2 USP, lo que sugiere que es posible obtener fuerzas hidrodinamicas
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comparables a esta velocidad de flujo (Paprskafova, Mozna, Oga, Elhissi, & Alhnan,
2015). Es por ello por lo que las condiciones evaluadas incluyeron una prueba a
velocidad de flujo de 4 y 8 mL/min correspondientes a 25 y 50 rpm respectivamente. La
posibilidad de realizar la prueba a 4 mL/min implicaba disminuir el volumen total

requerido de medio para cada prueba.

La velocidad de flujo de 4 mL/min generd porcentajes disueltos del activo 1 menores a
los obtenidos empleando 8 mL/min (Figura 22), y considerando los reportes que refieren
gue la velocidad de 8 mL/min genera datos de correlacién mejores que otras velocidades
de flujo, se opté por mantener esta ultima velocidad de flujo para el método de
disolucioén. La Figura 22 muestra los resultados.
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Figura 22. Perfiles de disolucion para seleccionar la velocidad de flujo dptima a) en términos de
concentracion de BRAG-II y b) como % disuelto acumulado. Perfiles a 4 mL/min y 8 mL/min
(promedio + DE). Formulacion F1M.

Las condiciones del método de disolucion finales que se establecieron fueron: sistema
abierto, manteniendo una velocidad de flujo de 8 mL/min a 37°C + 5°C, con el uso de

perlas de vidrio de 2 mm de didmetro y acorde al montaje descrito. Idealmente, estas
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condiciones de trabajo debieron establecerse con la formulacién de referencia (F1R),
sin embargo, se contaban con muy pocas unidades de estas para realizar estos ensayos

preliminares y por ello se realizaron con la formulacién de prueba.

Picazo y otros (2018) mostraron que para la implementacién de un método de disolucion
predictivo in vivo - in vitro para formulaciones de liberacion inmediata conteniendo
BRAG-II, solo el aparato 4 USP con cambio de medios de disolucion y en presencia de
tensoactivos se podia ordenar las formulaciones de disolucién in vitro en la misma

secuencia de disponibilidad obtenida in vivo.

Se evaluaron tanto la formulacion de prueba (F1P) como la de referencia (F1R) con el
método de disolucion establecido, empleando el medio FaSSGF pH 1.6 durante los
primeros 30 min, y cambiando el medio a FaSSIF pH 6.5 por el resto de la prueba (de
31 min y hasta los 180 min). Los perfiles de disolucién de cada formulacion (Figura 23)
muestran que BRAG-II contenido en la formulacién de referencia, se disuelve en 100%
al cabo de 40 min, mientras esta en el medio FaSSGF pH 1.6; en contraste, BRAG-II en
la formulacion de prueba (F1P) se disuelve en menos del 40% en FaSSGF pH 1.6, y el
cambio de medio solo aument6 su % disuelto de forma marginal, alcanzando al cabo de

los 180 min del ensayo un % disuelto de 46.9%.

——FI1R

100 —

% Dlisuelto acumulado

o~ ¥
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180

tiempo (min)

Figura 23. Perfil de disolucién in vitro en aparato 4 USP de las formulaciones F1IR y F1P
(promedio £ DE). Primeros 30 min en medio FaSSGF pH 1.6, cambio de medio a partir de este
tiempo y hasta acabar prueba con FaSSIF pH 6.5.
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La evaluacion de la formulacion optimizada de BRAG-II, F2P, se realizé bajo las mismas
condiciones de estudio referidas para FIR y F1P anteriormente mencionadas; los

resultados se muestran a continuacién en la Figura 24.
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Figura 24. Perfil de disolucién in vitro en aparato 4 USP de la formulacion F2P optimizada para
la liberacion de BRAG-II, en comparacion con los perfiles de FIR y F1P (promedio + DE).
Primeros 30 min en medio FaSSGF pH 1.6, cambio de medio a partir de este tiempo y hasta
acabar prueba con FaSSIF pH 6.5.

Si bien F2P mostré inducir hacia el final de la prueba una mejor disolucion de BRAG-II
comparado con F1P, la cinética de disolucién de BRAG-II mostré ser pH dependiente a
diferencia de la observada para la formulacién de referencia F1R; ademas de no

alcanzar a disolver al 100 % el activo BRAG-II.

Para evaluar si existia una posible interaccién entre los activos de la formulacion, que
estuviera afectando la cinética de disolucion de BRAG-II, se analiz6é la cinética de
disoluciéon de BRAG-II en la formulacién modificada, F2P, pero sin la presencia de los
otros ingredientes activos, activos 2 y 3; a esta formulacion se le denominé F2P1. El
perfil de disolucion de F2P1 en términos de concentracion de BRAG-II y de % disuelto

acumulado se muestra en la Figura 25.
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Figura 25. Perfil de disolucion in vitro de las formulaciones F2P y F2P1, a) concentracién de
BARG-II disuelta y b) % disuelto acumulado (promedio + DE) en medio FaSSGF pH 1.6.

Si bien en apariencia el perfil de disoluciéon de F2P1 muestra concentraciones de BRAG-

Il disueltas ligeramente mayores a las generadas por F2P, estas diferencias no son
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significativas, por lo que se establece que la presencia de los otros activos (2 y 3) no

interfieren en la capacidad de solubilizacién de BRAG-II.

Una vez concluidos los ensayos de disolucion se identificaron los residuos soélidos de
las celdas por CLAR y por DRXP, encontrando presencia del Activo 1 en todos los polvos
remanentes. Al evaluar F1R por CLAR se obtuvieron concentraciones muy bajas, las
cuales oscilaban en cantidades menores a 3 mg lo que corrobor6d la disolucion de
aproximadamente del 100% de la dosis del medicamento. Por otro lado, el escenario
para F1P fue diferente pues las cantidades remanentes de BRAG-II en las celdas eran
de aproximadamente 15 mg, esto debido a que la recuperacién del polvo residual fue
compleja y no se obtuvo de manera integra para su cuantificacién. Por otro lado, los
difractogramas de rayos X de los polvos residuales de todas las pruebas de disolucién
evaluadas mostraron la presencia de los tres principios activos. Los difractogramas
obtenidos de los residuos al término de los ensayos de disolucién se encuentran en el

Anexo 2.

La optimizacion de una nueva formulacién de F2P requerira liberar y disolver el activo
de una forma similar a la generada por F1R, esto es, liberando a BRAG-II de manera
inmediata y disolviendo el total de la dosis dentro de los primeros 40 min de su

administracion.

9.4 Perfiles de disolucién en equipo 2 USP vs 4 USP

Como se ha descrito en los antecedentes, existen ejemplos diversos que muestran que
el uso del equipo de disolucién 2 USP no logra discriminar formulaciones que generan
perfiles de disolucion diferentes y que, como consecuencia, generaran perfiles de

concentracion plasmatica del farmaco distintos y no estadisticamente similares.

Para evaluar esto, se evalué el perfil de disolucién de la formulacion F1P, que se sabe
presenta un perfil farmacocinético no equivalente al obtenido después de la
administracion de la formulacion de referencia F1R, asi como la formulacién de
referencia F1R; empleando el medio de disolucién FaSSGF pH 1.6. El resultado de este

ensayo se muestra en la Figura 26.
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Figura 26. Perfil de disolucion in vitro en aparato 2 USP de las formulaciones F1R y F1P
(promedio + DE). Medio FaSSGF pH 1.6, 50 rpm, 37°C.

Para los resultados obtenidos del ensayo que se ilustra en la Figura 26, se llevo a cabo
la determinacién del factor de similitud. Para ello se emple6 la Ecuacién 21 donde se
tomaron en cuenta los datos derivados de la disolucion del aparato 2 USP (paletas, a
50 rpm y 37°C). Se obtuvieron los datos de la Tabla 7. El factor de similitud (f2) es una
transformacion de raiz cuadrada reciproca logaritmica de la suma del error cuadrado y
es una medicién de la similitud en la disolucién porcentual (%) entre los dos perfiles de

disolucion.
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Tabla 7. Determinacién del factor de similitud (f2) empleando el aparato 2 USP en medio FaSSGF pH 1.6.

tiempo| F1P (% | FIR (% | (R-T1)"2 | Suma (R- | 1/n*suma 1+ (1+ ((1+ log(((1+ 50*(log(((1+ | f2
(min) | disuelto) | disuelto) T2 (1/n*suma) | (1/n*suma))”- | (L/n*suma))”- | (1/n*suma))”- | (L/n*suma))-
0.5 0.5)*100 0.5)*100) 0.5)*100))
3 5.2 7.0|3.3371877 | 805.20256 | 134.20043 | 135.20043 0.0860025 8.6002479 0.934511 46.725548 | 46.7
6 16.6 18.74.0907821
9 27.8 28.5]0.5495512
12 36.0 40.4]19.129453
15 42.1 52.0|97.363054
18 47.2 59.9/161.41956
21 57.2 69.9162.70957
30 67.2 86.1| 356.6034
40 74.1 92.7
60 79.7 94.2
90 86.4 95.1
120 88.8 95.0
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Adicionalmente, se realizé el mismo ejercicio comparativo de perfiles de disolucién de
las formulaciones F1P y F1R bajo condiciones de estudio similares que en el aparato 2
USP (temperatura, medio de disolucién, pH) pero empleando el equipo 4 USP. Los
resultados del ensayo se ilustran en la Figura 29. La Tabla 8 muestra el calculo de 2

para la comparacion de estos perfiles.
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Figura 27. Perfil de disolucién in vitro en aparato 4 USP de las formulaciones F1R y F1P
(promedio + DE). Medio FaSSGF pH 1.6, 8 mL/min, 37°C.
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Tabla 8. Determinacién del factor de similitud (f2) empleando el aparato USP 4 en medio FaSSIF pH 6.5.

tiempo | F1P (% | FIR (% | (R-T1)"2 Suma 1/n*suma 1+ 1+ ((1+ log(((1+ 50*(log(((2+ | f2
(min) | disuelto) | disuelto) (R-T1)"2 (I/n*suma) | (1/n*suma))”- | (1/n*suma))”- | (1/n*suma))*- | (1/n*suma))”-
0.5 0.5)*100 0.5)*100) | 0.5)*100))
1 0.1 0.1 10.0015955 | 9300.152 | 1550.02533 | 1551.02533 | 0.02539163 | 2.53916284 | 0.40469055| 20.2345277 |20.2
2 0.5 0.4 | 0.004883
3 1.8 1.4 10.1532077
4 3.5 34 10.0079775
> 5.1 6.2 113570876
10 | 127 | 246 |142 48665
20 | 236 | 630 |1547.2833
30 | 320 | °12 |3505.1653
40 | 350 | 90 | 4103.692
50 36.4 99.9
60 38 | 100.1
90 425 | 100.4
120 | 447 | 100.4
180 | 459 | 100.6
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Si el valor de f; es mayor o igual a 50, entonces los perfiles de disolucién son similares
lo que representa equivalencia farmacéutica. Bajo nuestras condiciones de estudio, el
ensayo realizado empleando el aparato 2 USP logra apenas discriminar (f2=46.7) a las
formulaciones. Cabe mencionar que el ensayo no se realiz6 bajo las condiciones
descritas en la farmacopea para una formulacién sélida conteniendo BRAG-II, sino bajo
las condiciones equivalentes a las que se desarrollé el ensayo en el aparato 4 USP (ver

seccion experimental).

Si bien F1P no muestra equivalencia farmacéutica con F1R empleando las condiciones
de disolucion empleadas tanto con el aparato 2 USP (f2=46.7) como con el aparato 4
USP (f2=20.2), es evidente que el comportamiento de los perfiles de disolucion es mas
discriminatorio empleando el aparato 4 USP que con el aparato 2 USP. El emplear el
aparato 2 USP para evaluar alternativas farmacéuticas mediante ensayos de perfil de
disolucién podria generar falsos positivos.

9.5 Correlacion in vitro - in vivo

Con respecto a las diversas condiciones de disolucion evaluadas, el aparato 4 USP con
cambio de medio y en presencia de medios biorrelevantes pudo generar un perfil de
disolucién que permite simular el perfil de absorcion in vivo, mismo que no es posible
reproducir con el aparato USP 1 o 2. La disolucion in vitro de la formulacion F1P en las
condiciones seleccionadas no es completa en comparacion con la formulacién F1R
(Figura 28), lo que probablemente refleja el comportamiento in vivo mostrado en la

Figura 29 y conduce a una biodisponibilidad oral incompleta.
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Figura 28. Perfil de disolucion in vitro de las formulaciones F1IR y F1P (promedio + DE),
concentracién de BRAG-II vs tiempo.
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Figura 29. Perfil farmacocinético de las formulaciones F1P, capsulas lote 01101801 y F1R,
tabletas de referencia (n=53 * EE).
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Analizando los resultados globales se puede apreciar que la mayor parte de la disolucién
del farmaco (> 90%) presente en la formulacion F1R se logro disolver en medio gastrico
(después de 30 min). Lo anterior debido posiblemente a que al ser un anfolito con
capacidad de ionizacion a pH bajos - el valor de pKa para BRAG-II es 3.65 — lo cual
favorece su solubilizacion y por tanto la disolucion de este. EI comportamiento de esta
formulacion tanto en el sistema in vivo como en el sistema in vitro demuestran que se
trata de un medicamento de liberacion inmediata y que la formulacion de prueba, F1P,
no permite la liberacion y disolucién del activo 1 de manera tal que se pueda establecer

una equivalencia farmacéutica.

Los parametros farmacocinéticos, a partir de los perfiles de concentracion plasmatica vs
tiempo después de la administracion de las dos formulaciones F1R y F1P en voluntarios
sanos, se calcularon mediante el uso del programa Pksolver para Excel. El programa
proporciona una herramienta rapida y facil de usar para el analisis de datos de
farmacocinética y farmacodinamia de rutina y bésicos, con una interfaz sencilla de usar

(Yong, Meirong, Jianping, & Shaofei, 2010).

Los pardmetros farmacocinéticos se obtuvieron considerando un modelo
bicompartimental, modelo que mejor se ajusto a los perfiles plasmaticos de acuerdo con
el coeficiente de correlacion obtenido. Los pardmetros farmacocinéticos se resumen en
la Tabla 9. Los parametros obtenidos in vitro, se refieren al andlisis del perfil de
disolucién que muestra el cambio en la concentracion en el medio en funcién del tiempo
(Figura 28). Los resultados muestran diferencias en los parametros tanto en los perfiles
in vivo, como en el perfil in vitro de la formulacion F1P versus F1R empleando el aparato
4 USP.

Tabla 9. Paradmetros farmacocinéticos de las formulaciones FIR y F1P

Pardmetro In Vivo In Vitro
farmacocinético | F1R F1P F1R/F1P F1R F1P F1R/F1P
tmax (MiN) 79 102 0.8 14 9 1.6
Cmax (Hg/mL) | 0.32 | 0.16 2 374.66 | 165.71 2.3

ABCo+ 189 162 1.2 10963 | 5449 2.0

(Mg/mL*min)
TMRy TMD 1995 3242 0.6 27 85 0.3
r2 0.9648 | 0.9673 1.0 0.9736 | 0.9593 1.0

La Cmax in Vvivo se alcanza primero para F1R, mientras que in vitro, aparentemente F1P
comienza a disolver mas rapido que F1R; sin embargo, ambas formulaciones comienzan

su disolucién rapidamente, la diferencia fundamental estriba en el Cnax que cada una
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genera tanto in vivo como in vitro. F1R genera in vivo 2 veces el Cnax de F1P, situacion

que se asemeja a lo observado in vitro (2.3 veces el Cnax de F1R vs F1P).

La cantidad de farmaco total (ABC) que se cuantifico en sangre vs la cuantificada in vitro
difiere en proporcién para ambas formulaciones: in vivo la relacion de ABCgir/ABCrip
es de 1.17, mientras in vitro es de 2.01. Esta diferencia en la proporcion de farmaco
disuelto evidencia que el hecho de comparar in vitro el proceso de disolucién de una
tableta que se desintegra rdpidamente y se mantiene dispersa (F1R) versus el proceso
de disolucion del contenido de una capsula (F1P) que no termina de disolverse en la
celda de disolucion, puede generar una subestimacion de lo que realmente ocurre in
vivo. Dada esta observacion, se realizaron ensayos de disolucion solo con el granulado
contenido en F2P (formulacién optimizada), y si bien si se observé un efecto de la
capsula en el porcentaje de disolucion de BRAG-II, el granulado por si solo, no liberaba
e inducia la disolucién de BRAG-II en la proporcion en la que lo hace F1R a los 30 min

(Anexo 4), por lo que todavia requiere mejoras en la formulacion.

Se llevo a cabo la determinacion de las fracciones absorbidas in vivo a través del método
de Wagner-Nelson asi como el célculo de las fracciones disueltas (Fdis), Tabla 10 y
Tabla 11, para la formulaciéon F1R y F1P, respectivamente. Los datos crudos del analisis

se encuentran en el Anexo 3.

Los diferentes colores denotan aquellos porcentajes en los que coinciden los valores

obtenidos en el sistema in vivo y el sistema in vitro.
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Tabla 10. Determinacion de fracciones absorbidas y disueltas de la formulaciéon F1R

F1R
IN VIVO IN VITRO
tiempo (h) | Fabs (%) | tiempo (h) | Fdis (%)
0 0 0.05 2
0.167 2 0.10 9
0.333 15 0.15 20
0.5 51 0.20 32
0.25 44
0.30 56

84
1.667 85 0.40
2 85 0.45 86
25 89 0.50 93
3 91 0.58 -
35 96 0.67 104

B

Tabla 11. Determinacién de fracciones absorbidas y disueltas de la formulacién F1P

F1P
IN VIVO IN VITRO
tiempo (h) | Fabs (%) | tiempo (h) | Fdis (%)
0 0 0.02 0
0.167 0 0.03 1
0.333 1 0.05 2
0.5 9 0.07 4
1 50 0.17 13
1.333 64 0.33 23
1.667 68 0.50 31
2 73 0.67 -
2.5 80 0.83 36
3 86 1.00 37
3.5 94 1.50 42
4 99 2.00 44
3.00 46
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Si bien no se puede establecer una correlacion punto a punto por las diferencias en los
tiempos de andlisis para las muestras in vivo vs in vitro, es de hacer notar que existe
una mejor correlacion entre los datos obtenidos de fraccidn absorbida y los de fraccion
del porciento disuelto para los perfiles obtenidos de la formulacién de referencia (F1R)
que para aquellos obtenidos de los perfiles de la formulacién de prueba. Esto resalta la
necesidad de generar una formulacién optimizada para la formulacion de prueba (F1P),
que permita disolver al farmaco de manera mas extensa, que se aproxime al 100%

dentro de los primeros 30 min de haberse ingerido el medicamento.
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10.0 CONCLUSIONES

Se desarrollé un método de disolucién adecuado para comparar el proceso de disolucion
in vitro con el perfil de absorcion in vivo de BRAG-II. El aparato 4 USP y el uso de medios
biorrelevantes permitié6 emular de mejor manera el proceso de liberacién y disolucion de

las formas farmacéuticas evaluadas.

Mediante el uso de este método se demostr6 que F1P no presenta equivalencia
farmacéutica con F1R por lo que fue necesario realizar cambios en la formulacién
original. La formulacion optimizada F2P, aln requiere mejoras para permitir disolver a
BRAG-II de manera cuantitativa dentro de los primeros 40 min de haber sido

administrado el medicamento.

El establecer una correlacién in vitro-in vivo servira de apoyo en la selecciéon de una
formulacion mejorada que se asemeje al perfil de F1R, previo a realizar los ensayos

clinicos requeridos para solicitar el registro de la alternativa farmacéutica.
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11.0 ANEXOS

Anexo 1

Adecuabilidad del sistema durante la validacion del método de cuantificacion.

Medio FaSSGF pH 1.6 Dia 1

System Suitability Report Pagelof2
Sequence:  C:\EZChrom Efite’ Guadalupe BadilloMayo 202111 7 DHR19A2TE seq.
User: System.
Printed s 19/052021 06:07:40 pam
Sample ID Data Filename
DHRI9A27E0  C:\EZChrom Elite Enterprise Projects Defaul Data DHR 1942 7E002. dat
[
DHR19A27E0  C:\EZChrom Elite Enterprise Projects Defrult\Data\ DHR 19 A2 7E003. dat
03
DHRI9A27E0  C:\EZChrom Elite Enterprise Projects'Defxulf\Data DHR 1942 TE004. dat
04
DHRISA27EQ  C:\EZChrom Elite Enterprise Projects Defrul Data DHR 19 A27E005. dat
s
DHRI9A27E0  C:\EZChrom Elite Enterprise Projects Defrult\Data DHR 19 A TE006. dat
05
System is Suitable
DAD-CHI  Compound Parameter Min Max 2aRSD
270 nm
BRAGTI o )
(@70nm) I
area 2 System Suitability Report Page2 of 2
Sample ID Compound Parameter Average  Low High SRSD Status Sequence:  C:EZChrom Eli Guadalupe Badillo Mayo 2021117 DHR18A27E seq
BRAGI n 1759 1749 172 0.489 User: System
(270nm) Printed :  19/05/2021 06:07:40 pm.
DHR19A27E0 Passed
DHRI9A27E0 L1755 Passed DHRI19A27E0 2334040 Passed
02
DRIAITEO 1760 Fassed DHR19A27E0 2395154 Passed
5 a 0
];PR”A“TG L1 Fassed DHRI19A27E0 2353848 Passed
DHR19A27E0 1759 Passed 3 o
& DHRI19A27E0 2382263 Passed
05
area 2364216 2334040 2395154 1.030 DHRI19A27EQ 2355773 Passed
06
Medio FaSSGF pH 1.6 Dia 2
System is Suitable
DAD-CH1 Compound Parameter Min Max YR 3D
270 nm
BRAGI it 2
(270nm)
area. 2
SamplelD  Compound Parameter Average  Low High YRSD Status
BRAGII t 1738 1.753 Lin 0414
(270nm)
DHR19A27G0 1754 Passed
02
DHR19A27G0 Passed
DHRI19A27G0 Passed
04
DHR19A27G0 mn Passed
System Suitability Report Pagel of 1 o sl
Sequence:  C-EZChrom Elite Enterprise|Projects DefaultSequence|18. G uadalupe Badillo Mayo 202120 DHR19A27G seq ~ DHRI9427G0 1753 Passed
User: System 06
Printed :  20/05202102:48:36 pam.
area 2362604 2357633 2368746 0224
N DHRI19A27G0 2367723 Passed
Sample ID Data Filename
DHR19A27G0  C: EZChrom Elite Enterprise Proj ects Defaul\Data DHR 10.A27G 002.dat -
02 DHR19A27G0 2368746 Passed
DHRISA27GO  C:'EZChrom Elite Enterprise Projects Defaul Data DHR19 427G 003 dat
03 DHR19A27G0 2357635 Passed
DHRI9A27GO  C: EZChrom Elite Enterprise Proj ects Default Data DHR19.A27G 004.dat
04 27 o
DHR19A27G0  C: EZChrom Elite Enterprise Proj ects Defaul\Data DHR 10.A27G 005.dat RHERSRZECY LR B
0s J
DHR19A27G0  C:EZChrom Elite Enterprise Projects Defaul Data DHR 19276006 dat DHRISA27GO 2361423 Passed
06
Medio FaSSGF pH 1.6 Dia 3
System is Suitable
DAD-CH1 Compound Parameter Min Max OGRSD
270 nm
BRAG-I 13 2
(270nm)
area 2
Sample 1D Compound Parameter Average  Low High URSD Status
BRAG-II 1 1.793 1.782 1804 0539
(270nm)
DHR19A2710 1803 Passed
DHR19A2710 1804 Passed
03
DHR19A2710 1788 Passed
Report Page 1 of 1
DHR19A2710 1782 Passed
Sequence C-EZChrom E Guadalupe BadilloMayo 2021 2L DHR19427Lseq | )
User: System . 5 .
Printed :  21/052021 01:19:33 pm. [DHE1S 42710 LED Eased
Sample ID Data Filename area 2391305 2388983 2394354 0.083
DHR19427100 C:EZChrom Elite'Enterprise Projects D efault Data DHR 194271002, dat DHR18A2710 2391456 Passed
2 - 02
pr s R S e S s D e DEE DA RS PLTOET PG ]
DHR19427100 C:'EZChrom Efite Enterpise ProjectsD efault Data DHR 194271004 dat ©
s DHR19A2710 2304354 Passed
DHR19427100 C-EZChrom Elite Enterprise Projects D efault Datz DHR 194271005 dat
5 DHR19A2710 2390357 Passed
DHR19427100 C:EZChrom Elite Enterprise Projects D efault Datz DHR 18 A271006.dat s
3 DHR19A2710 2388983 Passed
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Medio FaSSIF pH 6.5 Dia 1

System Suitability Report

Sequence:  C-EZChrom

User: System
Printed :  19/05/2021 06:05:33 pm.

Sample ID Data Filename
DHRISA27F0  C:'EZChrom Elite Enterprise Projects\ Default Data DHR 19 A27F002.dat
0

DHRISA27F0  C:'EZChrom Elite Enterprise Projects\Default Data DHR 19 A27F003 dat
03

C-\EZChrom Elite Enterprise Projects\ Default Data DHR 19 AJTF004 dat

DHRI9A27FO  C:EZChrom Elite Enterprise Projects\ Default Dats DHR 19 AJTF005 dat
05
DHRI9A27FO  C:EZChrom Elite Enterprise Projects\ Default Dats DHR 19 AJTF006 dat
06

Medio FaSSIF pH 6.5 Dia 2

Pagel of 1

2021\17\DHER19A27F seq

System is Suitable

System Suitability Report

C-EZChrom Efi

System

20/05/2021 05:30:01 pan.

SampleID Data Filename

DHRI9A27HO C:EZChrom Elite Enterprise'Projects Default Data DHR 19A2 THO02. dat
[

DHRI9A27HO C:EZChrom Elite Enterprise'Projects Default Data DHR 19 A2 TH003.dat
DHRI9A27H0 C:EZChrom Elite Enterprise'Projects Default Data DHR 19 A2 THO04 dat
DHRI9A27HO C:EZChrom Elite Enterprise'Projects Default Data DHR 19A2 THO0S dat

DHR19A27HO C:EZChrom Elite'Enterprise'Projects Default Data DHR 1942 TH006.dat
06

Medio FaSSIF pH 6.5 Dia 3

System Suitability Report

Sequence:  CrEZChrom El . Guadalupe
User: System
Printed :  21/03/2021 03:56:18 pam.

Sample ID Data Filename
DHR19A27J0 C:EZChrom Elite Enterprise\ProjectsD efault Data DHR19.A27J002.dat

02

DHR19A27J0  C:EZChrom Elite Enterprise Projects D efault Data DHR19.A27J003.dat
DHR19A27J0 C:EZChrom Elite Enterprise Projects D efault Data DHR19.A27J004.dat
DHR19A27J0  C:EZChrom Elite Enterprise\Projects D efault Data DHR19.A27J005.dat

DHR19A27J0  C:EZChrom Elite Enterprise ProjectsD efault Data DHR19.A27J006.dat

Page 1 of 1

2021'20\DHR19A2TH.5eq

Pagel of 1

2021'21'DHR1927].5eq

DAD-CH1 Compound Parameter Min Max YRSD
270 nm
BRAGIT Tt B
(270nm)
area 2
Sample ID Compound Parameter Average Low High RSD Status
BRAGII I 1770 1768 1372 0113
(270nm)
DHR19A27F0 L1371 Passed
02
DHR19A27F0 1768 Passed
03
DHR10AZTFO L1371 Passed
4
DHR19A27F0 1768 Passed
o
DHR19A27F0 1372 Passed
06
2389496 2373085 2398005 0399
DHR10AZTFO 2303057 Passed
0
DHR19A27F0 2398005 Passed
03
DHR19A27F0 2392138 Passed
04
DHR19A27F0 2391194 Passed
05
DHR10AZTFO 2373085 Passed
System is Suitable
DAD-CH1 Compound Parameter Min Max %4RSD
270 nm
BRAG-I Tt 2
(270nm)
area 2
Sample ID Compound Parameter Average Low. High %R SD Status
BRAG-I 1.769 1759 1377 0358
(270nm)
DHRI9A27HO 1759 Passed
DHR19A27HO 1377 Passed
03
DHRI19A27HO 1.769 Passed
4
1371 Passed
DHRI19A27HO 1.768 Passed
06
area 2319177 2351349 0547
DHR19A27HO Passed
DHRI19A27HO Passed
03
DHR19A27HO Passed
04
DHRI19A27HO Passed
DHRI9A27HO Passed
System is Suitable
DAD-CH1 Compound Parameter Min Max @R SD
270 nm
BRAGIT t B
(270nm)
area 2
Sample ID Compound Parameter Average Low High RSD Status
BRAGIT t 1766 1758 1783 0.602
(270nm)
DHRI19A27J0 1767 Passed
0z
DHR19427J0 1758 Passed
03
DHR19427J0 1783 Passed
04
DHRI19427J0 1763 Passed
05
DHRI19427J0 1758 Passed
06
area 2372190 2347457 2390561 0693
DHRI19A27J0 2347457 Passed
02
DHRI19A27J0 2379331 Passed
DHR19A27J0 2365423 Passed
DHR19A27J0 2378180 Passed
DHR19A27J0 2390561 Passed
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Tabla Al. Datos obtenidos de las curvas de calibracién correspondientes a la validacién del método analitico de cuantificacion de BRAG-Il en medio FaSSGF

pH 1.6.
DIA 1 (mAU) DIA 2 (MAU) DIA 3 (mAU)
Réplica | Réplica | Réplica | Promedio | Desv. | %C.V. | Réplica | Réplica | Réplica | Promedio | Desv. | %C.V. | Réplica | Réplica | Réplica | Promedio | Desv.Std. | %C.V.
1 2 3 Std. 1 2 3 Std. 1 2 3
231404 | 234701 | 228439 | 231515 3132 | 1.35 225919 | 225417 | 231604 | 227647 3436 | 1.51 232020 | 229703 | 232334 | 231352 1437 0.62
467006 472174 480410 473197 6760 1.43 457794 460856 474223 464291 8737 1.88 462011 463947 474193 466717 6546 1.40
1187076 | 1190347 | 1213800 | 1197074 | 14577 | 1.22 1175602 | 1182493 | 1157174 | 1171756 | 13090 | 1.12 1170128 | 1189155 | 1174226 | 1177836 | 10014 0.85
2385671 | 2385578 | 2424157 | 2398469 | 22247 | 0.93 2368629 | 2368602 | 2380935 | 2372722 | 7113 | 0.30 2386101 | 2392833 | 2401625 | 2393520 | 7785 0.33
3565854 | 3632563 | 3598293 | 3598903 | 33359 | 0.93 3597969 | 3594007 | 3602011 | 3597996 | 4002 | 0.11 3613270 | 3579764 | 3615714 | 3602916 | 20087 0.56
4801454 | 4778540 | 4940769 | 4840254 | 87799 | 1.81 4780152 | 4781378 | 4813316 | 4791615 | 18803 | 0.39 4775453 | 4828111 | 4794958 | 4799507 | 26622 0.55
5375683 | 5363909 | 5367413 | 5369002 | 6046 | 0.11 5392339 | 5474484 | 5435142 | 5433988 | 41085 | 0.76 5413525 | 5400700 | 5372229 | 5395485 | 21136 0.39

Tabla A2. Determinacién del factor de respuesta en la validacion

de BRAG-II del método analitico en medio FaSSGF pH 1.6.

Concentracio Factor de respuesta
N(hg/mL) | pja1 | Dia2 | Dia3 | Media | Desv. | %CV
Std.
4.4 52617 | 51738 | 52580 | 53817 861 1.60
8.8 53772 | 52760 | 53036
22 54412 | 53262 | 53538
44 54511 | 53926 | 54398
66 54529 | 54515 | 54590
88 55003 | 54450 | 54540
100 53690 | 54340 | 53955
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Tabla A3. Determinacidn de parametros de validacion del método analitico de cuantificacion de BRAG-II en medio FaSSGF pH 1.6.

Parametros de validacion en medio FaSSGF pH 1.6

Concentracion Promedio Concentraciéon, misma
CTD (ug/mL) | curvas 3 dias curva empleando % Recuperado
(X) Y) ecuacion de la recta
4.4 230171 4.374 99.40
8.8 468068 8.745 99.38
22 1182222 21.867 99.40
44 2388237 44.028 100.06
66 3599938 66.292 100.44
88 4810459 88.535 100.61
100 5399492 99.359 99.36
Sumatoria 18078587 Promedio 99.81
Pendiente (b1) 54422
Intercepto -7846
r2 0.9999
Syix 8322
Sh1 89
LC 3.4 pg/mL
LD 1.1 pg/mL
IC(B1)inferior 53875
IC(Bu)superior 54970
IC(Winferior 99.27
IC(1)superior 100.34
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Tabla A4. Datos obtenidos de las curvas de calibracién correspondientes a la validacién del método analitico de cuantificacion de BRAG-Il en medio FaSSIF

pH 6.5
DIA 1 (MAU) DIA 2 (MAU) DIA 3 (mAU)
Réplica | Réplica | Réplica Promedio Desv. | %C.V. | Réplica | Réplica | Réplica Promedio Desv. | %C.V. | Réplica | Réplica | Réplica Promedio Desv. | %C.V.
1 2 3 Std. 1 2 3 Std. 1 2 3 Std.
233148 | 234495 | 234777 234140 871 0.37 225515 | 225816 | 228845 226725 1842 | 0.81 229706 | 233022 | 238532 233753 4458 1.91
476930 | 470419 | 471025 472791 3597 | 0.76 | 466772 | 464701 | 466320 465931 1089 | 0.23 | 468039 | 470863 | 469582 469495 1414 | 0.30
1174661 | 1212875 | 1180332 | 1189289 | 20622 | 1.73 | 1176626 | 1163508 | 1181972 | 1174035 9501 | 0.81 | 1185613 | 1205465 | 1204641 | 1198573 | 11231 | 0.94
2390478 | 2389666 | 2396893 | 2392346 3959 | 0.17 | 2345618 | 2361507 | 2372661 | 2359929 | 13590 | 0.58 | 2392169 | 2398495 | 2387884 | 2392849 5338 | 0.22
3648157 | 3651001 | 3665114 | 3654757 9081 | 0.25 | 3530141 | 3608182 | 3593183 | 3577169 | 41412 | 1.16 | 3518641 | 3622778 | 3578264 | 3573228 | 52251 | 1.46
4879714 | 4899713 | 4903808 | 4894412 | 12892 | 0.26 | 4774008 | 4766965 | 4721202 | 4754058 | 28672 | 0.60 | 4743878 | 4857859 | 4797960 | 4799899 | 57015 | 1.19

Tabla A5. Determinacién del factor de respuesta en la validacion

de BRAG-II del método analitico en medio FaSSIF pH 6.5.

Concentracion Factor de respuesta
(Mg/mL) | Dia1 | Dia2 | Dia3 | Media| Desv. | %CV
Std.

4.4 53214 | 51528 | 53126 | 54036 945 1.75
8.8 53726 | 52947 | 53352
22 54059 | 54545 | 54481
44 54371 | 53635 | 54383
66 55375 | 54200 | 54140
88 55618 | 54023 | 54544
100 55716 | 53815 | 53969
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Tabla A6. Determinacion de parametros de validacion del método analitico de cuantificacion de BRAG-11 en medio FaSSIF pH 6.5.

Pardmetros de validacion en medio FaSSIF

H6.5

Concentracion Promedio Concentracion,
CTD (pg/mL) | curvas 3 dias misma curva % Recuperado
X) (Y) empleando ecuacion
de la recta
4.4 231540 4.4 101.00
8.8 469406 8.8 99.91
22 1195954 22.1 100.34
44 2381708 43.7 99.43
66 3601718 66.1 100.08
88 4816123 88.3 100.29
100 5449987 99.8 99.84
Sumatoria 18146436 Promedio 100.126
Pendiente (b1) 54704
Intercepto -11572
r2 0.9999
Syix 8322
Sh1 89
LC 1.5 pg/mL
LD 0.5 pg/mL
IC(B1)inferior 54457
IC(B1)superior 54951
IC(1)interior 99.65
Sz 100.60
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Anexo 2

Analisis de DRXP de residuos de las celdas al término de los ensayos de disolucion.

MMP cambio de medio
WWNWP cambio de medio
W — Cépsulas F2P FaSSGF
Mcambio de medio
WMSS GF
MMWWM FaSSGF
M

I — Activo 2
w

2 theta
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Anexo 3

Resultados obtenidos del ensayo in vivo con F1R (Aplicacion del Método de Wagner Nelson).

Tiempo N Media Desuv. Error Min Mediana| Max CV% In CpA | AUC 0-t | AUC 0-t Ec. de verificacion %
(h) (ng/mL) Est. Est. (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) sum Wagner- de orden |absorbido
(ng/mL) | (ng/mL) Nelson uno
0 53 0.156 0.945 0.13 0 0 6.74 605 -1.858

53 10.121 | 18.532 | 2.546 0 1.56 82.03 183.1 2.315 0.858 0.858 10.465 531.655
53 76.178 | 124.674 | 17.125 0 26.22 | 545.71 | 163.7 4.333 7.163 8.021 79.395 462.725
53 264.44 | 394.238 | 54.153 1.27 84.32 |1722.29| 149.1 5.578 | 28.442 | 36.463 279.065 263.056
53 330.87 | 345.256 | 47.424 1.83 245.51 | 1906.56 | 104.3 5.802 | 74.414 | 110.876 375.341 166.779
53 349.114 | 229.015 | 31.458 9.98 317.73 | 1056.75| 65.6 5.855 | 84.998 | 195.874 427.677 114.443
53 331.337 | 218.595 | 30.026 | 24.81 | 273.36 | 1046.03 66 5.803 | 113.295 | 309.169 455.342 86.778
53 293.176 | 192.032 | 26.378 27 253.21 | 1070.42 | 65.5 5.681 | 104.294 | 413.463 459.012 83.108
53 260.4 |180.517 | 24.796 | 36.67 | 242.13 | 1072.94 | 69.3 5.562 | 92.170 | 505.633 463.205 78.915
53 228.396 | 168.183 | 23.102 | 23.53 | 203.74 | 948.79 73.6 5.431 | 122.199 | 627.832 480.214 61.907
53 200.855 | 152.31 | 20.921 14.24 168.1 766.85 75.8 5.303 | 107.313 | 735.145 495.715 46.405
53 185.481 | 152.444 | 20.94 11.51 144.05 774.7 82.2 5.223 96.584 | 831.729 519.080 23.040
53 173.566 | 149.711 | 20.564 8.37 149.21 | 784.17 86.3 5.157 | 89.762 | 921.491 543.168 -1.047
53 150.789 | 122.407 | 16.814 5.99 125.08 | 565.46 81.2 5.016 | 81.089 |1002.580| 552.915 -10.794
53 103.882 | 77.708 | 10.674 5.6 83.41 | 343.96 74.8 4643 | 63.668 |1066.247| 531.544 10.576
53 88.809 | 64.723 8.89 4.75 69.43 | 263.52 72.9 4486 | 48.173 |1114.420| 535.793 6.328
53 82.974 | 61.641 8.467 4.1 62.5 245.85 74.3 4,419 42.946 | 1157.366 547.183 -5.063
53 78.103 | 58.79 8.075 2.99 56.39 | 231.32 75.3 4.358 | 40.269 [1197.635| 558.464 -16.343
53 77.003 | 60.565 | 8.319 2.56 58.62 | 267.51 78.7 4.344 | 38.777 |1236.412| 572.917 -30.796
53 75.876 | 57.998 | 7.967 2.12 61.49 | 215.25 76.4 4.329 [152.879 [1389.291| 633.108 -90.987
53 59.207 43.47 5.971 9.76 52.14 172.31 73.4 4.081 | 202.625 | 1591.915 697.710 -155.589
53 39.584 | 27.718 | 3.807 5.32 30.78 | 100.39 70 3.678 | 296.373 |1888.288 | 796.959 -254.839
53 34.733 | 27.973 | 3.842 1.95 27.11 | 120.64 80.5 3.548 | 222.951 [2111.239| 881.532 -339.411
50 27.108 | 19.762 | 2.795 2.66 26.35 74.1 72.9 3.300 | 371.046 |2482.285| 1022.730 -480.610
50 23.422 | 25.567 | 3.616 1.28 16.46 | 130.19 | 109.2 3.154 | 303.180 | 2785.465| 1140.647 -598.526
50 12.343 | 15.306 | 2.165 0 7.98 78.84 124 2.513 |429.180 |3214.645| 1301.708 -759.588

542.120
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Resultados obtenidos del ensayo in vivo con F1P (Aplicacién del Método de Wagner Nelson).

Tiempo N Media | Desv. Error Min | Mediana| Max CV% |InCpB | AUC O-t| AUC O-t Ec. de |verificacion %
(h) (ng/mL) | Est. Est. |(ng/mL)| (ng/mL) |(ng/mL) sum Wagner- | de orden |absorbido
(ng/mL) | (ng/mL) Nelson uno
0 53 0.155 | 0.646 | 0.089 0 0 3.22 | 415.8 | -1.864 0
53 0.058 | 0.425 | 0.058 0 0 3.1 728 | -2.847 | 0.018 0.018 0.064 345.975
53 3.202 | 8.005 1.1 0 0 44.85 250 | 1.164 | 0.271 0.288 3.300 342.738
53 29.317 | 41.856 | 5.749 0 10.8 [199.28 | 142.8 | 3.378 | 2.715 3.004 30.342 315.697
53 ]108.933|169.655| 23.304 0 44.74 | 812.6 | 155.7 | 4.691 | 17.281 | 20.285 115.853 230.186
53 ]154.599|158.871| 21.823 0 109.16 | 712.43 | 102.8 | 5.041 | 32.942 | 53.226 172.756 173.283
53 184.45 |157.185| 21.591 | 3.07 | 139.53 | 699.13 | 85.2 | 5.217 | 56.452 | 109.678 | 221.863 124.176
53 ]176.318[124.215| 17.062 | 3.79 | 166.12 | 515.89 | 70.4 | 5.172 | 60.248 | 169.926 | 234.283 111.756
53 ]173.919]| 105.32 | 14.467 | 4.07 | 17551 | 442.83 | 60.6 | 5.159 | 58.314 | 228.241 | 251.776 94.263
53 ]170.503[113.332| 15.567 | 4.33 | 134.68 | 634.12 | 66.5 | 5.139 | 86.106 | 314.346 | 277.732 68.306
53 ]162.283[102.729| 14.111 | 7.53 | 142.42 | 472.18 | 63.3 | 5.089 | 83.197 | 397.543 | 297.892 48.147
53 1160.851[107.473| 14.763 | 10.82 | 150.06 | 505.57 | 66.8 | 5.080 | 80.784 | 478.326 | 324.017 22.022
4 53 ]153.349|107.876| 14.818 | 12.04 | 129.63 | 500.9 | 70.3 | 5.033 | 78.550 | 556.876 | 343.310 2.729
4.5 53 ]142.259| 94.675 | 13.005 | 10.64 | 124.2 |429.71 | 66.6 | 4.958 | 73.902 | 630.778 | 357.429 -11.390
5 53 ]102.729| 70.121 | 9.632 | 7.12 84.66 | 304.55| 68.3 | 4.632 | 61.247 | 692.025 | 338.792 7.247
5.5 53 88.42 | 59.163 | 8.127 | 5.67 74.27 | 262.02 | 66.9 | 4.482 | 47.787 | 739.813 | 340.784 5.255
6 53 82.905 | 55.815 | 7.667 | 4.66 72.07 | 243.29 | 67.3 | 4.418 | 42.831 | 782.644 | 349.879 -3.841
6.5 53 80.325 | 56.575 | 7.771 | 4.01 64.77 | 234.6 | 704 | 4.386 | 40.808 | 823.451 | 361.220 -15.181
7 53 76.014 | 55.202 | 7.583 | 3.24 65.43 | 221.15| 72.6 | 4.331 | 39.085 | 862.536 | 370.241 -24.202
9 53 76.326 | 58.336 | 8.013 | 2.37 58.65 |230.12 | 76.4 | 4.335 |152.340|1014.876| 422.519 -76.480
12 53 57.631 | 43.855 | 6.024 | 8.84 43.6 [ 158.06 | 76.1 | 4.054 |200.936|1215.812| 472.367 | -126.328
18 53 37.658 | 26.893 | 3.694 4.3 29.34 1109.89 | 714 | 3.629 |285.867|1501.679| 549.909 | -203.870
24 53 32.799 | 27.379 | 3.761 2 24.73 |1107.33| 835 | 3.490 |211.371|1713.050| 617.152 | -271.113
36 52 28.244 | 21.986 | 3.049 | 2.16 26.28 | 89.01 | 77.8 | 3.341 |366.258|2079.308| 737.535 | -391.496
48 51 21.056 | 19.947 | 2.793 1.52 15.88 | 101.55| 94.7 | 3.047 |295.800|2375.108| 831.249 | -485.211
72 53 11.109 | 12.969 | 1.781 0 7.01 67.01 | 116.7 | 2.408 [385.980|2761.088| 952.967 | -606.929
346.039
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Anexo 4.

a)

600 == Granulado F2P
=== Granulado F2P1
== Capsulas F2P
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100

== Granulado F2P
=== Granulado F2P1
== Capsulas F2P
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o

0 20 40 60 80 100 120
Tiempo (min)

Perfiles de disolucion de formulaciones F2P y F2P1 como granulado y con el granulado en
cépsulas como a) concentracion disuelta y b) en % disuelto acumulado (promedio #D.E.)
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FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Guadalupe Micaela Badillo Lugo

Titulo de la tesis: “Evaluacion del comportamiento in vitro de los perfiles de disolucion de un

medicamento conteniendo BRAG-II con fines de correlacion in vitro-in vivo”

Grado a obtener:
X Maestria en Farmacia

Miembro del jurado: M.F. Flor Magali Rodriguez Soto

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi decision es:
La tesis:
X __ Si se aprueba tal como se presenta

Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):
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