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Introduccion

El liofilizado oral es una forma farmacéutica sélida que tiene como objetivo facilitar la
administracion de un medicamento mediante la disolucion instantanea del mismo en la
cavidad bucal, con la consiguiente deglucion del contenido por via oral. Dicha forma
farmacéutica se obtiene mediante preparacion previa de una solucidn, suspension o
emulsion que contenga el principio activo que se quiere administrar antes de la aplicacion

de la técnica de liofilizacion (1).

La liofilizacion permite generar un producto de tamafio reducido y poroso que se disuelve
en segundos cuando se pone en contacto con el agua o con la saliva. En la formulacién
de un liofilizado oral se utilizan excipientes que auxilian, tanto en la formacion de la
matriz liofilizada, como en facilitar la correcta disolucion del medicamento en la cavidad
bucal, afiadiéndose componentes que enmascaren el sabor amargo del farmaco y dejen un

sabor agradable en la boca (2,3).

Para efectuar este proyecto se ha escogido como principio activo modelo un
antihistaminico de segunda generacion no sedante administrado generalmente en
comprimidos recubiertos y soluciones orales que promueven el alivio de sintomas

relacionados con la rinitis alérgica y la urticaria cronica idiopatica.

Para el desarrollo de la formulacién, se ha puesto a punto previamente un método analitico
para el principio activo, seguido de estudios de caracterizacion del principio activo
(Resonancia Magnética Nuclear, Difraccion de Rayos X, Espectrofotometria UV-Vis),
estudios de preformulacion (con técnicas de Calorimetria Diferencial de Barrido y
Microscopia de Liofilizacion) y formulacién, con la consiguiente elaboracion de la guia

de fabricacion y controles de proceso.
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OBJETIVO

El objetivo de este estudio consiste en la investigacion y desarrollo de un nuevo

medicamento solido en forma farmacéutica de liofilizado oral que tiene como farmaco

modelo un antihistaminico de segunda generacion.

Para la consecucidn de este proyecto, es necesario llevar a cabo una serie de objetivos:

Investigacion de las caracteristicas quimicas, fisicas y tecnoldgicas del principio
activo utilizado como modelo (cetirizina dihidrocloruro), con el fin de establecer su
calidad y cumplimiento con los criterios de aceptacion, tanto de Farmacopea como

propios, que aseguren la obtencion de un medicamento de calidad, seguro y eficaz

Disefio de una formulacion robusta y adecuada en concordancia con el principio
activo y su forma farmacéutica, lo que implica la realizacion del correspondiente
estudio de preformulacion en donde se incluya la investigacion experimental de la

compatibilidad de excipientes con el principio activo

Establecimiento de la técnica de elaboracion méas adecuada, lo que implica establecer

las condiciones id6neas de elaboracién

Investigacion y desarrollo de una nueva metddica analitica indicativa de la
estabilidad, adaptada a la nueva formulacion, como control de calidad y para los
estudios de estabilidad del nuevo medicamento. Por tanto, uno de los objetivos en
este trabajo es ademas el desarrollo de una nueva metddica analitica para el principio

activo en conjunto con el estudio de validacion correspondiente
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1. LIOFILIZACION

La liofilizacion (lyophilisation o freeze-drying, en inglés) es una técnica de desecacion en
la que el disolvente (agua, en general) es congelado y eliminado mediante sublimacion
(4-6). Segun Thomas A. Jennings, la palabra liofilizacion se debe a la porosidad del
producto final desecado y su caracteristica “liofila” de reabsorber répidamente el
disolvente y recuperar su estado original. Jennings entiende la liofilizacion como un
proceso estabilizador puesto que una sustancia que se quiera liofilizar debe pasar
primeramente por un proceso de congelacion, para luego pasar por un proceso de
sublimacién o secado primario, y por ultimo pasar por un proceso de desorcion o secado

secundario, a niveles que limitan el crecimiento microbiano o reacciones quimicas (6).

Por ello, y considerando la técnica de liofilizaciébn como un medio de fabricacion de

medicamentos, se entiende que la misma se divide en cuatro procesos:

- Formulacion, congelacion, secado primario o sublimacion, y por ultimo, el secado

secundario o desorcion.

El proceso de liofilizacion normalmente se aplica teniendo el agua como principal

disolvente y para entenderlo, hay que remitirse al diagrama de fases del agua.

Presiéon _ _ . =
en
mmHg |
|
Liquido |
Solido |
458 —-—-—> Punto triple I
! Vapor '
| |
; I
0,008 °C 100 °C

Temperatura

Fig. 1. Diagrama de fases del agua (5).
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1.1. DIAGRAMA DE FASES DEL AGUA

El diagrama consiste en tres fases separadas, representando cada una de ellas un Gnico
estado: solido, liquido o vapor (ver Fig. 1). Dos fases pueden coexistir a lo largo de una
linea, bajo las condiciones de presion y temperatura definidas para cada punto. El punto
triple (en adelante, PT) es el punto donde los tres estados del agua (liquido, sélido y vapor)
se encuentran en equilibrio dindmico. El diagrama ensefia que en condiciones de presion
atmosférica de 4,58 mm Hg (= 1 atm) y a 0 °C, el hielo se convierte en agua (licuefaccion),
y viceversa (congelacién). A 1 atm y a 100 °C, el agua se convierte en vapor

(evaporacion).

Como comentado anteriormente, la liofilizacion se basa en el proceso de sublimacion del
hielo. En el proceso de liofilizacion, si el estado solido (hielo) se mantiene a una presion
inferior al PT (ver Fig. 1), mediante aporte de calor el hielo sufrird sublimacion y pasara
directamente del estado sélido al gaseoso (vapor), sin pasar por el estado liquido. De esta
manera, la sublimacion (o secado primario), ocurre a una temperatura inferior a 0 °C. Eso
solo se puede llevar a cabo si la presion no sube por encima del PT y para asegurarlo, el
vapor generado tiene que ser eliminado al instante. Teniendo en cuenta que el proceso de
sublimacién se lleva a cabo en condiciones de temperatura y presion por debajo del PT,
se considera un metodo idéneo de secado de componentes termolabiles, por ejemplo (4).
Una vez comprendido el diagrama de fases del agua, se puede comprender los siguientes

pasos del proceso de liofilizacion, en orden: congelacidn, secado primario y secundario.

1.2. CONGELACION

1.2.1. Laformacion del hielo

La congelacion del agua por debajo de 0 °C no ocurre de forma instantanea. Una muestra
de agua pura liquida puede congelarse muy por debajo de 0 °C sin formar hielo. En el
momento en que un nucleo de hielo se genera, el proceso de congelacion empieza
rapidamente a través de toda la muestra. Es decir, el punto de “undercooling” es la
temperatura en la cual la formacion de hielo primero tiene lugar cuando una muestra se

enfria, y ésta puede presentar una temperatura inferior a 0 °C (7).

12



1.2.2. El concepto de agua libre y agua ligada

Al congelarse una muestra de agua y solutos, se puede hablar de los conceptos de agua
libre y agua ligada. El agua libre es el agua del medio de disolucion que no esté unida al
soluto, y que puede ser congelada y eliminada mediante sublimacion. El agua ligada son
moléculas de agua que estan unidas al soluto disuelto y tienen movilidad reducida. No se
considera el agua ligada como un disolvente de sales o azlcares, y solo puede ser
congelada a muy bajas temperaturas, normalmente por debajo del punto de congelacién
del agua; su densidad es mayor que la del agua libre (porque sus moléculas estan mas
unidas), y no presenta presion de vapor (es decir, las moléculas no consiguen escapar
como vapor durante el proceso de sublimacién). Por ejemplo, las moléculas de agua
ligada se unen a grupos polares e idnicos en moléculas tales como el almidén, pectinas y

proteinas (8).

1.3.  SECADO PRIMARIO

1.3.1. Fases del secado primario

En el secado primario, se elimina el contenido en agua libre del producto que se quiere
desecar (liquido, semisélido, o en suspension) mediante sublimacion. Para ello, se siguen

las siguientes fases.

a) Congelacion: el material liquido que se pretende liofilizar debe ser previamente
congelado antes de aplicar vacio al ambiente

b) Vacio: al ambiente donde se encuentra el material congelado se aplica vacio
mediante una fuente que sea suficientemente capaz de bajar la presion por debajo del
PT y ala vez capaz de remover grandes volimenes de vapor generados a baja presion
durante el secado

c) Calor: se aplica calor de sublimacién, de modo a que el hielo sublime lentamente,
generando un sélido poroso que contiene un valor muy reducido de humedad después
del secado primario. El calor de sublimacion es un parametro critico, debido a que
un calor insuficiente puede prolongar el proceso, y en exceso puede causar el

derretimiento del producto
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d) Remocion del vapor: El vapor generado durante la sublimacién tiene que ser
constantemente eliminado para evitar un aumento de la presion interna de la cdmara,

lo que interrumpiria el proceso de sublimacion

e) Velocidad de secado: Es muy lenta, y se elimina el hielo a una velocidad determinada
(4,5)

1.3.2. Temperatura eutéctica

Cuando una solucién se congela, la cristalizacion del hielo genera un concentrado de
soluto congelado (en inglés conocido con el término “freeze-concentrate”) que luego
sufre cristalizacion a una temperatura determinada, conocida como temperatura eutéctica
(Te).

1.3.3. Temperatura de transicion vitrea

Por otro lado, si el soluto se mantiene en un estado amorfo, entonces se puede determinar
la temperatura de transicion vitrea cuando se alcanza la méxima temperatura de
congelacion (en adelante, Tg’). Es decir, en ausencia de cristalizacion del soluto, el
sistema se encuentra en estado de transicion reversible, presentando una consistencia
vitrea (con una determinada viscosidad). Por debajo de su Tg’, debido a una difusion
limitada, la formacién de hielo se paraliza. Asi siendo, el secado primario (sublimacién)

suele ocurrir a una temperatura de no minimo 2-5 °C por debajo de la Tg’.

Es importante conocer la Te y/o la Tg’ del producto que se quiere liofilizar, puesto que si
el aporte de calor en el proceso de sublimacion (calor de sublimacién) sobrepasa dichas
temperaturas, el producto puede sufrir el fendmeno llamado melt-back (si la mezcla es
eutéctica) o de colapso si la mezcla es amorfa (9), que generan una pastilla estéticamente
indeseada, ademas de afectar a la estabilidad del producto (10).

1.4. SECADO SECUNDARIO

Es la Gltima fase del proceso, donde el agua ligada se elimina por desorcién (11). La
humedad residual (agua ligada) que esté fuertemente adsorbida al producto parcialmente
seco, se reduce a un nivel muy bajo, lo que asegura la preservacion del producto por un
largo tiempo a temperatura ambiente. Este punto normalmente se lleva a cabo aplicando

un alto grado de vacio a una temperatura moderada [20-60 °C] (12).
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1.5.  FUNCIONAMIENTO DE UN EQUIPO DE LIOFILIZACION

Basicamente, el ciclo de liofilizacion aplicado a una solucion consiste en una secuencia

de tres procesos distintos:

1. Enfriamiento de la solucion por debajo de la temperatura de congelacion (Tg’), para

maximizar el contenido en hielo

2. Sublimacion del hielo por debajo de la temperatura de congelacion (Tg”), realizado bajo

presion reducida

3. Eliminacién por desorcién del agua no congelada de la solucion solidificada

Fig. 2. Esquema general de un liofilizador (5)
El esquema indica:

1. Céamara de liofilizacién, 2. Camara de condensacion y entre las dos camaras existe una
compuerta que puede aislarlas entre si, 3. Bandejas calefactadas y refrigeradas, 4.
Depdsito fluido calefactor, 5. Bomba impulsora, 6. Compuerta de comunicacion, 7.
Serpentin refrigerado, 8. Compresor, 9. Sistema refrigerante, 10. Depo6sito fluido
refrigerante, 11. Bomba de vacio.
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El equipo (ver Fig. 2) presenta un dispositivo de refrigeracion, en el cual la solucion
puede ser enfriada a la temperatura deseada y que permite la sublimacion del disolvente
bajo una presién reducida. Otro requisito es la presencia de un dispositivo que caliente
el material congelado para sublimar el hielo y eliminar el agua residual no congelada,
que se encuentra atrapada en el producto solidificado. Finalmente, un condensador
elimina y condensa el vapor de agua desde las proximidades del producto solidificado

durante el proceso de secado (5).

En la camara de liofilizacion (ver Fig. 2) es donde se congela la disolucion que se quiere
sublimar. Cuando el producto se encuentra congelado se baja la temperatura del
condensador a una temperatura inferior a la de la cAmara de liofilizacion. Se conecta el
grupo de vacio y se abre la compuerta que comunica la camara de liofilizacion con el
condensador, de manera que el vapor generado durante la sublimacion se condense en la
misma. Tras la conexion del equipo de vacio, se puede conectar el equipo de calefaccion,
que aportara el calor suficiente para el proceso, y siempre que el producto no supere su
temperatura eutéctica (o Tg”), que es la temperatura de congelacion para el producto que
se quiere liofilizar. Una vez se termina el proceso de sublimacion, empieza el secado

secundario que ocurre por desorcion, donde se elimina casi totalmente el agua ligada.
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2. EL LIOFILIZADO ORAL
2.1.  CONCEPTO

Segun Farmacopea Europea, la definicidn de un liofilizado oral (LO) se encuentra dentro
de la monografia de comprimidos, siendo considerado una forma farmacéutica sélida que
se administra o directamente en la lengua mediante disgregacion con la propia saliva o
mediante dispersion previa en agua para su posterior administracion. En cuanto al test de
disgregacion utilizado, en el mismo apartado de liofilizados orales se determina un
método que consiste en disgregar una unidad en 200 ml de agua purificada a 15-25 °C en
menos de 3 minutos. El ensayo debe repetirse seis veces, y cumplir con el requisito del
tiempo de disgregacion (< 3 minutos) para ser considerado conforme (1).

2.2. CARACTERISTICAS

Presentan las ventajas de una forma farmacéutica liquida y solida a la vez, tales como:
dosis Unica y precisa, buena estabilidad, tamafio de embalaje reducido, facilidad de
administracion (via oral). Ademas, no presentan riesgo de obstruccion gastrointestinal,
son faciles de administrar en el caso de pacientes que presenten dificultad de deglucion

(disfagia), como pueden ser nifios y ancianos (13-15).

Su fabricacion consiste en crear una matriz porosa por medio de sublimacion del agua de
la formulacion acuosa previamente congelada del farmaco, que a su vez contiene agentes

de carga y otros excipientes como conservantes y aromatizantes (2,3).

De las tecnologias de fabricacién para LO, la técnica Zydis® es la mas antigua patentada.
Se trata de una tecnologia que utiliza la liofilizacion para hacer formas sélidas de rapida
disolucion o disgregacion cuando entra contacto con la saliva. Son formulaciones que
consisten en una combinacion de matriz soluble en agua con el farmaco, y que a su vez
se dosifican en moldes de PVC o aluminio, y pasan por un proceso de liofilizacidn para
eliminar el contenido en agua. Las estructuras resultantes son muy porosas, y se disgregan

0 se disuelven rapidamente cuando entran en contacto con la saliva (3).
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2.3. PATENTES DE FABRICACION DE LIOFILIZADOS ORALES

23.1. Zydis®

La técnica Zydis® consiste en la preparacion de una mezcla de principio activo y
excipientes hidrofilicos, que se dosifican en blisters; las dosis son liofilizadas y generan
una matriz porosa que se disgrega con facilidad tras entrar en contacto con la saliva.
Zydis® se adapta a distintos tipos de farmacos, dosis y excipientes. Ejemplos de
productos liofilizados mediante esta técnica son: Claritin Reditab® (antihistaminico

loratadina) y Feldene Melt® (antiinflamatorio piroxicam) (3).

SegUn la técnica Zydis®, para formular un LO con principio activo lipéfilo, la dosis de
farmaco generalmente tiene que ser inferior a 400 mg. Eso es necesario para mantener
tanto la estructura porosa del liofilizado oral como su facilidad en disolverse rapidamente.
Esa limitacion también evita que se perciba el farmaco en la boca mientras el liofilizado

oral se disuelve en la saliva.

La dosis para farmacos hidrosolubles es generalmente limitada a un maximo de 60 mg.
Ademas, la dosis depende del comportamiento del farmaco durante el proceso de
congelacién y secado. Mezclas eutécticas se pueden formar, por ejemplo, y éstas pueden
no congelarse adecuadamente o pueden fundirse a determinadas temperaturas alcanzadas
durante el proceso de liofilizacion. Ademas, el farmaco disuelto puede generar un sélido
amorfo vitreo en el paso de congelacion, y esta estructura generada puede colapsar
durante el secado por sublimacion del hielo, causando la pérdida de su estructura de
soporte. Este colapso se puede prevenir utilizdndose excipientes que generen una
estructura cristalina (confiriendo cierta rigidez) en productos amorfos. Otra forma de
evitar el colapso en formulaciones con principios activos hidrosolubles es unir el farmaco
con una resina de intercambio idnico, generando un complejo insoluble. Para prevenir la
sedimentacion del material durante la fabricacion del comprimido liofilizado, el tamafio
de particula de un farmaco insoluble deberia ser inferior a 50 um. Un tamario de particula
pequerio es deseable para evitar una textura arenosa en la boca y en la faringe, durante la
deglucion. No obstante, utilizdndose técnicas apropiadas de formulacion, se puede

desarrollar un producto utilizando un tamafio de particula de 200 um (3).

La estabilidad quimica del farmaco en solucion tiene que ser satisfactoria durante un

periodo de 24 horas a temperatura ambiente. Es el tiempo requerido para almacenamiento
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y dosificacion de la solucion acuosa o suspension del farmaco en los pocillos pre
formados del blister antes del paso de congelacion del proceso de liofilizacion. El sabor
del farmaco tiene que ser agradable. Saborizantes y edulcorantes se utilizan para mascarar
el sabor desagradable de los farmacos. Para principios activos muy amargos, resinas de
intercambio i6nico pueden utilizarse para insolubilizar el farmaco. Para compuestos
insolubles, los compuestos amargos pueden ser enmascarados con métodos de

microencapsulacion (spray drying, spray congealing o coacervacion) (3).

2.3.1.1.  Fabricacién segun técnica Zydis®

a)

b)

c)

El farmaco es disuelto o disperso en una solucion acuosa de un polimero (agente de
carga), o emulsion. La mezcla se fabrica a peso y se dispensa en los alveolos de los moldes

preformados

Las bandejas que cargan con los moldes pasan por un tinel de congelacion a base de N2
(g) para congelar la solucion o dispersion de farmaco, y subsiguientemente pasarlas por

un liofilizador

Finalmente, los blisters con los liofilizados orales se sellan con una maquina selladora (3)

2.3.2. Quicksolv®

La técnica Quicksolv® es un proceso similar al Zydis®, en el sentido de que consiste en
una dispersion acuosa de principio activo y excipientes donde primero se da la forma, y
después se congela el producto. La eliminacion del agua de la matriz congelada puede
hacerse mediante liofilizacion o sumergiendo la matriz en alcohol (extraccién del
solvente) para producir una unidad seca. El producto final tiene una apariencia parecida
al producto final mediante la técnica Zydis®, con una porosidad homogénea y una
consistencia adecuada para la manipulacion. Ejemplos de productos fabricados mediante
la técnica Quicksolv® es el Propulsid Quicksolv® de la empresa Janssen
Pharmaceuticals, un LO de cisaprida monohidrato, un agente procinético

gastrointestinal, y Risperdal M-Tab® (Risperidona, un antipsicético) (16).

2,33, Lyoc®

La técnica Lyoc® (Laboratories L. Lafon), genera una forma soélida y porosa obtenida

mediante la liofilizacion de una emulsion O/A dosificada directamente en los pocillos de

un blister. Para prevenir la ocurrencia de falta de homogeneidad por sedimentacion
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durante el proceso de liofilizacion, se necesita que el agente de carga no disuelto se
encuentre en una proporcidén superior para que se incremente la viscosidad de la
suspension. Esta caracteristica hace que se reduzca la porosidad del comprimido, lo que
hace que la disgregacion sea mas lenta. Una desventaja de esta técnica es que la forma
farmacéutica sélida final presenta propiedades mecénicas pobres. Un ejemplo de
producto fabricado con esta técnica es el Phloroglucinol hydrate (Spasfon Lyoc®), un

antiespasmaodico (16).

24. LOSEXCIPIENTES DE UN PRODUCTO LIOFILIZADO

Los excipientes son el principal componente del producto liofilizado porque aumentan
significativamente el contenido total de sélidos, la densidad aparente del producto seco,
y confieren resistencia frente a una posible rotura mecanica. Los excipientes, ademas de
conferir un reclamo estético al producto en términos de una buena estructura de pastilla,
ayudan a desarrollar un proceso de liofilizacion robusto y econémico. Un excipiente que
cristalice actua de esa manera, sin afectar a la estabilidad quimica de los componentes de
la formulacion. Un excipiente amorfo, por otro lado, reduce la cantidad de hielo
producido y por lo tanto el grado de concentracion por congelacion. En la préctica, esto
auxilia en acortar el tiempo de secado primario (sublimacion). Sin embargo, aumenta el

tiempo de secado secundario (10).

En cuanto al papel desempefiado por los excipientes en la determinacion de las
transiciones vitreas del concentrado de congelacion y del producto final liofilizado: los
excipientes que presenten una Tg’ alta permiten la ejecucion de ciclos mas cortos de
liofilizacion, puesto que elevan la temperatura maxima segura para la sublimacién del
hielo. Ademas, cualquier excipiente que aumente la Tg’ del producto que se quiere

liofilizar elevara la temperatura maxima de almacenamiento (7).

2.4.1. El estado fisico de los solutos

La seleccion y concentracion de los excipientes en el medicamento son generalmente
indicadas por las propiedades del principio activo, incluyendo su estabilidad
fisicoquimica. El estado fisico de los excipientes es un factor critico al determinar su

funcionalidad. Mientras agentes de carga como son el manitol y la glicina se requieren en
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su forma cristalina, soluciones reguladoras y estabilizantes son preferibles en estado
amorfo (9).

Mientras el estado fisico de los solutos en sistemas congelados influye en las condiciones
de secado primario y secundario, también puede influenciar en la vida util y en el
rendimiento del producto liofilizado. Si en una solucién congelada, el soluto se cristaliza
como un hidrato, su mantenimiento en el estado cristalino en el liofilizado final no es
garantizada. Durante el proceso de secado, el hidrato puede sufrir deshidratacion a una

forma anhidra cristalina o parcialmente cristalina.

La existencia de un principio activo en su forma cristalina puede mejorar la estabilidad
quimica del mismo. Sin embargo, el tiempo de reconstitucion (tiempo de disolucion) del
principio activo en el estado amorfo es generalmente inferior que en su forma cristalina.
Ese factor es importante cuando el principio activo tiene una solubilidad limitada en el
vehiculo utilizado para su reconstitucion. Con lo cual, lo que define el estado solido del
principio activo en la forma farmacéutica liofilizada es la interaccion entre la estabilidad
quimica del principio activo durante el almacenamiento y el tiempo de disolucién de los

componentes de la formulacion durante la reconstitucion (9).

2.4.2. Aplicacién de los excipientes para formulaciones liofilizadas

Los excipientes pueden ejercer diferentes aplicaciones en un producto liofilizado, tales

como:
- Regular el pH, si necesario, mediante soluciones reguladoras de pH

- Asegurar la isotonicidad de la solucion reconstituida en el momento de su uso, como

una solucion salina

- Conferir proteccion quimica durante el proceso de liofilizacion de un componente

bioactivo
- Conferir estabilidad a largo plazo del producto seco

- Generar resistencia mecanica mejorada (agente de carga) de la forma farmacéutica

liofilizada
- Evitar la pulverizacién del producto liofilizado

- Disminuir el efecto degradante del agua residual
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Alcanzar mejorias en el proceso de liofilizacion, por acortar tiempos y disminuir los

costes de fabricacion

Tabla 1.Excipientes utilizados en formas liofilizadas y sus aplicaciones (9)

AGENTES DE CARGA

Azlcares Manitol, lactosa, sacarosa, trehalosa, sorbitol, glucosa, rafinosa
Aminoacidos Arginina, glicina, histidina
Polimeros Dextranos, polietilenglicol

Soluciones reguladoras de
pH

Acido citrico, citrato potésico, citrato sodico, &cido tartarico,
fosfato sodico, tris base, tris HCI, tris acetato, cloruro de zinc,
acetato sddico, acetato potasico, arginina, &cido clorhidrico,

hidréxido de sodio, meglumina

AGENTES SOLUBILIZANT

ES

Agentes complejantes

EDTA, alfa ciclodextrina, hidroxipropil3ciclodextrina

Tensioactivos

Polisorbato 80

Cosolvente

Tercbutil alcohol, isopropilalcohol, diclorometano, etanol, acetona,

glicerol

VARIOS

Agentes tonificantes

Cloruro sodico, sacarosa, manitol, dextrosa

Agente antimicrobiano

Alcohol bencilico, fenol, m-cresol, metilparabén y etilparabén

Modificador de temperatura

de colapso

Dextrano, hidroxietilalmidon, ficoll y gelatina
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2.4.2.1. Aqgentes de carga

Los agentes de carga sirven para incrementar el contenido sélido total de la formulacién,
y a crear asi una matriz de estructura firme. Ademas, deben presentar facilidad de
redispersion cuando el producto entra en contacto con agua o saliva, por ejemplo, en el

caso de los liofilizados orales.

El agente de carga puede ser un solido cristalino y/o amorfo al final del proceso de
liofilizacion. La cristalizacion del agente de carga, no obstante, puede afectar
adversamente a la estabilidad fisica del producto, salvo cuando se requiera un agente de

carga amorfo (7).

24.2.2. Crioprotectores

Se entiende por crioprotector el excipiente que protege el producto que se quiere liofilizar
de sufrir degradacion durante el proceso de congelacion. El crioprotector facilita la
formacion de la matriz vitrea; ademas, confiere fuerza fisica a la matriz por aumentar el
contenido sélido del liofilizado. Compuestos polihidroxilados como son azlcares (mono,
di-, polisacaridos), polialcoholes y derivados, y péptidos ayudan a generar una forma
vitrea. Los péptidos presentan transiciones vitreas inferiores a las adquiridas con los

compuestos polihidroxilados, posiblemente debido a la naturaleza zwiteridnica (7).

Los requerimientos para un crioprotector efectivo son:

Compatibilidad quimica con otros componentes de la formulacion, tanto en solucion

como en el estado sélido
- Adecuada solubilidad en agua y miscibilidad con otros componentes de la mezcla
- Ausencia de separacion de fases durante el proceso de congelacion o después

- Ausencia de reacciones quimicas deletéreas que tengan que ver con los excipientes
durante la concentracion generada por la congelacion, como puede ser la glicacion

de péptidos
- Temperaturas de transicion vitrea idoneas para el proceso y almacenamiento

- Niveles aceptables de eliminacion in vivo
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2.4.2.3. Reacciones de Maillard

La reaccion de Maillard es una reaccion quimica no enzimética que ocurre entre
componentes carbonilo, especialmente azucares reductores y compuestos que presenten
grupos amino libre, tales como aminas, aminoacidos y proteinas. Esta reaccion quimica
ocurre durante un proceso de calentamiento del producto o durante su almacenamiento
prolongado, y se considera un proceso de deterioro. Las variables que pueden afectar al
grado de la reaccion de Maillard son la temperatura y el tiempo, que a su vez dependen
de las condiciones del proceso, al igual que el pH, actividad del agua, el tipo y la
disponibilidad de los reactivos. La reaccion de Maillard que pueda ocurrir durante un
proceso de secado puede ser desfavorable para el producto final. Puesto que la
temperatura y el tiempo son los dos factores mas importantes que influyen en la reaccién
de Maillard, la reduccion de la carga térmica al que un producto estard expuesto durante

el proceso de fabricacion es un factor clave en la extension de la reaccion (17,18).

2.5. LA MATRIZDEL LIOFILIZADO ORAL

Segun el estudio de Seager et al. (3), la matriz de un LO consiste en uno 0 mas
componentes (en general mas de uno) que deben asegurar el mantenimiento de la
formulacién. El primer componente puede ser: gelatina, dextranos, alginatos y
maltodextrinas, siendo éstos responsables de mantener la forma y conferir fuerza
mecanica a los liofilizados orales (funcion de aglutinantes). El segundo constituyente es
un agente que mejora la disgregacion como puede ser la sacarosa y el manitol
(polialcohol), actuando por cementacion de la estructura porosa proporcionada por el
polimero soluble en agua y acelerando la disgregacién del liofilizado oral. Como
segundo componente de la formulacion, ademas de la sacarosa y del manitol, también se
utilizan aminoacidos como agentes de soporte de la matriz, en su forma L (levdgira),
también utilizados en otras formas farmacéuticas liofilizadas, como crioprotectores y

agentes de carga (glicina, por ejemplo) (3).

La formulacién también contiene edulcorantes, saborizantes, sustancias para el ajuste del
pH tales como el acido citrico o el hidroxido sodico que se utilizan para optimizar la
estabilidad quimica del farmaco, minimizar la solubilidad de los componentes insolubles

en agua u optimizar el grado de ionizacion del farmaco absorbido en el torrente sanguineo
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a través de las membranas pre gastricas; conservantes como los parabenos que aseguran
la estabilidad de la suspension del farmaco en la fabricacion del LO, paso previo a la
liofilizacion.

Potenciadores de la permeacion como es el lauril sulfato sodico optimizan la
administracion transmucosa de farmacos absorbidos a través de los tejidos pre gastricos.
Agentes de suspension o floculantes, o ambos, por ejemplo la goma xantana, previenen
la sedimentacion de particulas del farmaco dispersas en el proceso de fabricacion;
protectores de la formulacion que eviten el colapso de la misma como es la glicina
(aminoécido), que ademas previenen la contraccion de las unidades liofilizadas durante
el proceso de liofilizacion o durante un largo periodo de almacenamiento. Ademas de
edulcorantes y saborizantes, se utilizan también polimeros de microencapsulacion (como
celulosas) para enmascarar el sabor amargo de los farmacos, asi como resinas de
intercambio idnico (tales como resina de amberlita), y colorantes, que confieren un factor
de identificacion. Finalmente, las formulaciones liofilizadas son fabricadas y
acondicionadas en PVC (polivinil cloruro) o PVDC (polivinil dicloruro) de plastico, o
pueden ser envasadas en laminas de Aclar® o de aluminio, para proteger el producto de

la humedad exterior (3).

2.6. AGENTES DE CARGA PROPUESTOS PARA LA FORMULACION

Tras verificacion de los agentes de carga mas utilizados en las formulaciones de LO y sus
atributos, se han propuesto dos agentes de carga para el estudio de desarrollo del LO de

CTZ: el polialcohol manitol y el polimero hidrofilico PVP K30.

2.6.1. Manitol

El manitol es un polialcohol obtenido a partir de la hidrogenacion de la manosa (por
reduccién de un grupo carbonilo). Presenta sabor dulce y un calor de disolucion negativo
(genera un efecto refrescante en la boca). Tiene la ventaja de ser no cariogénico, puesto
que no sufre fermentacion rapida en la boca, como si ocurre con la sacarosa. De esa
manera, es utilizado en la fabricacion de chicles, soluciones (spray oral) para el aliento,

u otros productos que requieren mantenerse en la cavidad bucal por un largo periodo de

25



tiempo (20). Se trata de un polvo blanco, cristalino, no higroscépico, y que puede
presentar polimorfismo (21). En formulaciones para formas farmacéuticas orales se
utiliza como diluyente (10-90% p/p), mientras que para formulaciones liofilizadas se
utiliza como agente de carga (20-90% p/p) por generar una pastilla liofilizada rigida y

elegante, ademas de presentar buena redispersion (21).

OH OH

Fig. 3. Formula estructural del manitol (19).

Al formularse un LO con un principio activo soluble en agua, se debe tener en cuenta que
dichos principios activos pueden producir mezclas eutécticas con Tg’s muy bajas y la
formacion de sélidos vitreos que pueden sufrir colapso durante el secado debido a la
pérdida de estructura de soporte durante el proceso de sublimacion. Una manera de evitar

el colapso durante la liofilizacion es el uso de manitol en la formula (22).
Dentro de las ventajas que presenta este excipiente, estan las siguientes caracteristicas:
a) Manitol confiere una estructura sélida a la pastilla liofilizada
b) Facilita la sublimacion (secado primario) durante la aplicacion de vacio
c) No es un excipiente higroscopico
d) Presenta facilidad de reconstitucién
e) Aporta rigidez al compuesto amorfo al generar cristalinidad al liofilizado

f) Genera una pastilla liofilizada con una alta temperatura de colapso y confiere

estabilidad y elegancia a la estructura formada (23-28)
Dentro de sus desventajas, segun estudio de Ursino et al., 2011 (27):

a) En el caso de preparaciones farmacéuticas intravenosas se han reportado reacciones

de hipersensibilidad en formulaciones con 10 -20% (p/v) de manitol. Cuando es
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b)

d)

administrado por via oral, las formulaciones no ultrapasan la concentracion de 20%

(p/v), y en general no presentan efectos adversos, salvo diarrea osmotica

En cuanto a la estabilidad de la formulacion: el excipiente presenta polimorfismo.
Puede presentar tres estados polimoérficos cuando se cristaliza (o, f y 6 manitol), asi
como también puede desarrollarse en su forma hidrato. Como hidrato, el agua ligada
puede liberarse durante el periodo de almacenamiento, lo que compromete la
estabilidad del medicamento. Se procura evitar la formacion del manitol hidrato

durante el proceso de liofilizacion

En el proceso de liofilizacion, la formacion de manitol hidrato puede ser influenciada
tanto por el proceso de congelacién como por el secado, ademéas de también ser
influenciada por la naturaleza estocastica (aleatoria) de la temperatura de

congelacion atribuido al fenémeno de undercooling

Seguln estudio de Hawe and Friel3, 2006 (28) se ha visto que segun la temperatura
de annealing aplicada a una misma formulacion que contiene manitol 4% (p/v) y
sacarosa 1% (p/v), se puede generar d-manitol (forma mas estable de manitol), o
generar la forma de manitol hemidrato (forma inestable). Cuando el manitol se
encuentra en forma de hidrato, es necesario eliminar el agua completamente durante
el proceso de liofilizacion, para que la liberacién de agua no ocurra durante el periodo
de almacenamiento del producto. Es decir, que no ocurra liberacion de agua de
hidratacion y consiguiente depresion de la Tg’ del producto, lo que comprometeria

su estabilidad

Pese a que presenta la posibilidad de generar polimorfismo en el proceso de
liofilizacidn, las ventajas que presenta el manitol lo hacen parte de la composicién
de muchos liofilizados orales (ver Tabla 2). Por ello, lo hemos considerado como
uno de los excipientes propuestos para el desarrollo de la formulacion del liofilizado

oral de cetirizina dihidrocloruro.
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Tabla 2. Ejemplo de liofilizados orales comercializados a dia de hoy

LABORATORIO | PRODUCTO PRINCIPIO FORMA DOSIS COMPOSICION
TITULAR COMERCIAL | ACTIVO FARMACEUTICA EXCIPIENTES
o Aspartamo,
Merck Sharp & Rizatriptan o .
Maxalt Liofilizado oral 10 mg equivalente a 1-2 mg
Dohme benzonato . .
de fenilalanina
Aspartamo, gelatina,
manitol,
) i o metilbenzoato sddico,
GSK Zofran melt Ondansetrén Liofilizado oral 4y8mg .
propilbenzoato
sodico, aromatizante
de fresa
ALK Abell6 Ltd , - Gelatina, manitol,
Grazax Extractos de polen | Liofilizado oral 75,000 SQ-T L o
(UK) hidroxido sédico
Shering  Plough, . . Liofilizado oral para | 30, 50, 100 y ) .
Zubrin Tepoxatin Gelatina y manitol
UK perros 200 mg
Dextrano, gesweet
UCB Pharma SA Seglor Lyoc Dihidroergotamina | Liofilizado oral 5 mg (edulcorante), manitol
E421
Ferring . ) .
. o Desmopresina . 60, 120 y 240 | Gelatina, manitol,
Pharmaceuticals Minirinmelt Wafer sublingual . . .
acetato Mg acido citrico anhidro
A/S
. Dextrano 70, manitol,
Cephalon Phologlucinol Lo
. Spasfon Lyoc . o Liofilizado oral 80 mg macrogol 15,
(Francia) (antiespasmadico)
sucralosa
Gelatina  tipo B,
manitol, aspartamo,
polacrilin potassium,
Schering-Plough . . o red dye opatint, aroma
Aerius Desloratadina Liofilizado oral 5 mg . .
Europe tutti  frutti, &cido
citrico anhidro y 4gua
purificada, PVC
(envase)
Gelatina, manitol,
Mc Neil products | Imodium . Lo aspartamo, aroma de
. Loperamida Liofilizado oral 2mg L
Ltd (UK) instants menta e hidrégeno
carbonato sodico
Aspartamo E-951,
Almirall, SA . Lo gelatina E-441,
Ebastel flas Ebastina Liofilizado oral 10y 20 mg .
(Espafia) manitol E-421, aroma

de menta
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Tabla 3. Excipientes comUnmente utilizados en la elaboracion de LO (19)

EXCIPIENTES FUNCION EN MATRIZ NATURALEZA QUIMICA
. Disgregante/soporte; edulcorante. Confiere .
Manitol o o Polialcohol
cristalinidad y dureza, rigidez
Edulcorante a base de péptidos (contiene
Aspartamo Edulcorante, agente de carga

fenilalanina)

Maltodextrinas

Agente de carga. Genera estructura cristalina
amorfa; forman complejos estables solubles

en agua

Polimero de glucosa

Goma xantana

Agente de suspension/floculante

Polisacéarido anidnico incompatible con
tensioactivos cationicos, polimeros o

conservantes (evitando precipitacion)

Gelatina

Agente de carga, aglutinante, agente de

suspension

Naturaleza proteica de origen animal.
Confiere estructura y flexibilidad

Hidroxietilcelulosa

Aglutinante,  viscosizante, agente de

suspension

Derivado de la celulosa no iénico, soluble

en agua

Glicina

Agente de carga. Crioprotector

Aminoéacido

Alginatos (4cido

Agente de carga. Estructura cristalina amorfa

Polisacarido aniénico

alginico)
Sacarosa Disgregante /soporte Disacérido
Sucralosa Edulcorante Derivado de la sacarosa, no cariogénico
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2.6.2. PVP

La polivinilpirrolidona (PVP) es un polimero de carécter hidrofilo que se obtiene por la
polimerizacion mediante radical libre de vinilpirrolidona en agua o en 2-propanol,

obteniéndose la estructura en cadena (29).

Fig. 4. Formula estructural del PVP (19).

Se utiliza como aglutinante en formas farmacéuticas solidas, y como solubilizante en
formulaciones orales y parenterales. En formulaciones liquidas via oral, el PVP se utiliza
como agente dispersante y de suspension de farmacos; ademas se utiliza como formador
de films para soluciones oftalmicas. Ademas, también esta presente en formulaciones de
liquidos aromatizantes y comprimidos masticables, y presenta funcion adhesiva en

sistemas transdérmicos (19, 29).

Existen varios grados de PVP, desde el K12 hasta el K120, por ejemplo. K12 y K17 son
PVP despirogenizados, que pueden ser usados en formulaciones liofilizadas parenterales,
mientras que K25, K30, K90 y K120, por ejemplo, se utilizan en formulaciones de
soluciones orales y/o formas farmacéuticas solidas. Segun el grado K (peso molecular)
del PVP, se observa un incremento en la viscosidad de la solucion. Pese a ser un
excipiente hidrofilico, se debe incorporar a la solucion que se pretende preparar en
pequefias porciones y con una agitacion vigorosa del medio disolvente, para evitar generar

grumos. Los grumos de PVP tardan mucho en disolverse completamente (19, 29).
Dentro de las ventajas del uso del PVP en formulaciones liofilizadas, tenemos:

a) El uso del PVP K12 en preparaciones liofilizadas parenterales, como es el producto
Alkeran (nombre comercial del citostatico dihidrocloruro de Melphalan, mostaza L-

fenilalanina), insoluble en agua (30)
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b) El uso del PVP para incrementar la tasa de disolucion y/o la solubilidad de farmacos
poco solubles (31-37)

c) Se le considera un excipiente con caracteristica crioprotectora (protege el producto
que se quiere liofilizar de una posible degradacion en el proceso de congelacion) y

estabilizadora de polvos liofilizados, tratindose de almacenaje de larga duracion (38)

d) La adicion de PVP a una formulacién que contenga otros excipientes aumenta la
resistencia a la fracturabilidad de una pastilla liofilizada. Se menciona el uso del PVP
en el capitulo Product Formulation de T. Jennings: “(...) en el caso del manitol, la
fuerza necesaria para fracturar una pastilla de una solucién de 0,25 M de manitol era
de 175 gramos. En el caso de una pastilla de PVP al 1,4%, se requiere una fuerza de
fracturabilidad de 142 gramos, pero la pastilla liofilizada presenta una contraccién
en su estructura. La real ventaja de este excipiente, es cuando se le utiliza en conjunto
con otro excipiente. La adicién de 0,8% PVP a una formulacion conteniendo manitol
o0 glicina aumento la resistencia de la pastilla en un factor de 3 a 25 veces y ha

producido pastillas de estructura y color uniformes, y sin contraccion afiadida” (6)

e) El uso del PVP en formulaciones de liofilizados puede auxiliar en aumentar la Tg’,
lo que mejoraria el proceso de liofilizacion. Por ejemplo, la adicién de 100 mg/ml de
PVP en una Solucion de 20% de L-Dopa mejoré la Tg” de -21,2 °C (sin PVP) a-9,8
°C (con PVP) (39)

Las desventajas del PVP:

e En su sintesis se pueden generar niveles de peréxidos que pueden causar
incompatibilidades, tales como: oxidacion atribuida a los perdxidos, adicion
nucleofilica de aminoacidos y péptidos, hidrolisis de farmacos debido a la humedad
(40-43)

De igual manera que el PVP puede auxiliar en subir la Tg’, su uso también puede bajar la
misma, segun la humedad relativa (%HR). El estudio de Imamura et al (2008) menciona
que existe una relacion entre PVP, Tg” y %HR. El estudio utiliza combinaciones de tres
tipos de PVP (PVP 40K, 360 K y 1000 k) con el azucar trehalosa. Se verifica que la

mezcla entre azUcar-polimero presenta un caracter amorfo (en DSC no presentan picos
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de cristalizacion) y una union entre moléculas mediante puentes de hidrégeno. Cuando la
matriz se encuentra deshidratada (0%HR) hay un aumento de la Tg’. A 11%HR, hay una
disminucion de la Tg’ por efecto de la hidratacion del medio (debido a un aumento en el
numero de grupos hidroxilo en el sistema, y al efecto plastico del agua). A medida que la
%HR sobrepasa el 11% (alcanzando un 23%HR), la hidratacion de la matriz se vuelve

menos significativa en cuanto a la Tg’ de la mezcla, y ésta vuelve a subir (44).

Teniendo en cuenta que la formulacion estudiada tiene por objetivo la via de
administracion oral, se decide utilizar el PVP K30 como segundo excipiente propuesto en

el estudio de desarrollo del liofilizado oral.
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3. CETIRIZINA DIHIDROCLORURO

Cetirizina dihidrocloruro (CTZ) es un antihistaminico Hy de segunda generacion, no
sedante. Es el metabolito mayoritario del antihistaminico hidroxizina. Su actividad
farmacoldgica reside en su isomero (-R) (45,46). Es un derivado piperazinico. Se
administra en el tratamiento sintoméatico de la rinitis alérgica perenne y estacional,

urticaria cronica idiopatica (47-50).

3.1. ESTRUCTURA MOLECULAR Y GRUPOS REACTIVOS

La CTZ es un antihistaminico de accion prolongada ((RS)-2-[2-[4-[(4-Chlorophenyl)
phenylmethyl] piperazin-1-yl] ethoxy]acetic acid dihydrochloride). Derivado
piperazinico, se genera tras oxidacion del grupo hidroxilo (-OH) de la hidroxizina
(antihistaminico de primera generacion) generandose un grupo carboxilo (-COQ") (45,
46).

La molécula de CTZ presenta un acentuado carécter polar que dificulta su paso a través
de la barrera hematoencefalica, lo que reduce los efectos sedantes que presenta la

molécula de hidroxizina, por ejemplo (47).

La CTZ presenta dos grupos funcionales: una amina terciaria alifatica y un &cido

carboxilico, confiriéndole un caracter anfotérico.

Cl @) COOH

o
O

Fig. 5. Estructura molecular del dihidrocloruro de cetirizina (51).

.2 HCI
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3.2.  CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS Y ORGANOLEPTICAS

Segin Farmacopea Europea (51), estas son las caracteristicas fisicoquimicas vy

organolépticas del principio activo:

Contenido en sustancia seca-anhidra: 99% a 100,5%
Peso molecular: 461.8 g/mol

Formula molecular: C2:H27CIsN203

Solubilidad: libremente soluble en agua, practicamente insoluble en acetona y en cloruro

de metileno
Apariencia: polvo blanco o casi blanco

3.3. FARMACOLOGIA

3.3.1. Mecanismo de accién

Es un antagonista periférico selectivo del receptor Hy, de efecto prolongado. Presenta una
polaridad incrementada en comparacién con la polaridad de la hidroxizina, lo que puede
disminuir la distribucion del farmaco por el SNC, explicando su potencial reducido de

efectos secundarios del SNC

No obstante, parece ser que la incidencia de algunos efectos secundarios en el SNC (por

ejemplo, somnolencia) es mayor en pacientes que reciben CTZ que en los pacientes que
reciben otro tipo de antihistaminicos de segunda generacion, como es la loratadina
(45,46).

3.3.2. Indicaciones terapéuticas

Se administra en el tratamiento sintomatico de la rinitis alérgica perenne y estacional,
urticaria cronica idiopatica, en adultos y nifios (47-50). El efecto antihistaminico de CTZ
(medido por la supresion de papula y eritema inducido por una inyeccién intradérmica de
histamina) es comparable con la del astemizol y terfenadina (que ya no se comercializan),

clemastina, clorfeniramina, difenidramina, hidroxizina, loratadina, pirilamina.

El farmaco exhibe un antagonismo especifico y selectivo de los receptores de histamina
Hi, con efectos inhibitorios en la fase aguda inicial de la respuesta inmediata de

hipersensibilidad, mediada por la accién de los receptores Hi (46, 47).
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3.3.3. Metabolismo e interacciones farmacoldgicas

CTZ es metabolizada minimamente en el higado, y la mayor parte es excretada sin
cambios por los rifiones (orina). EI farmaco tiene un potencial bajo para efectos

secundarios generados por interaccion con sistemas enzimaticos metabolicos (46).

3.3.3.1. Inhibidores de la monoaminooxidasa (IMAQ)

Debido a que los inhibidores de la enzima monoamino oxidasa (IMAO) (como son los
antidepresivos selegilina, fenelizina, por ejemplo) potencian los efectos presores de los
farmacos simpaticomiméticos (por ejemplo, pseudoefedrina), una combinacién
predeterminada de comprimidos de liberacién prolongada con CTZ y pseudoefedrina esta
contraindicada en pacientes que reciban un IMAO, o durante dos semanas después de

interrumpir un tratamiento con un IMAO (46).

3.3.3.2.  Farmacos que afectan a enzimas microsomales hepaticas

La administracion concomitante de CTZ con farmacos que reconocidamente inhiben las
enzimas microsomales del citocromo P-450 (por ejemplo, azitromicina, eritromicina,
cetoconazol) no se asocia con cambios clinicos importantes en los parametros de ECG
(por ejemplo, el intervalo QTc), e interacciones clinicamente importantes no han sido
informadas en el caso de pacientes que reciban CTZ al mismo tiempo que azitromicina,

eritromicina o cetoconazol (46).

3.3.3.3. Depresores del Sistema Nervioso Central

El uso concomitante de CTZ con depresores del SNC (por ejemplo, alcohol, sedantes,
tranquilizantes) puede resultar en un efecto adicional de depresion del SNC (por ejemplo,
puede aumentar la somnolencia). Por lo que el uso concomitante de este antihistaminico

con depresores del SNC se debe evitar (46).

3.4. POSOLOGIA Y MODO DE ADMINISTRACION

Comprimidos recubiertos: Por via oral, para adultos y adolescentes a partir de los 12 afios,
se recomienda una dosis de 10 mg/dia (un comprimido recubierto). Para nifios de entre 6-
12 afios, se recomienda la administracion de 5mg/12 horas (medio comprimido recubierto
cada 12 horas) (52).
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Gotas orales en solucion 10 mg/ml: 1 ml de solucion contiene 10 mg de CTZ, una gota
de solucion contiene 0,5 mg de CTZ.

- Niflos de 2-6 afios: 2,5 mg dos veces al dia (5 gotas dos veces al dia).
- Niflos de 6-12 afios: 5 mg dos veces al dia (10 gotas dos veces al dia).
- Adultos y adolescentes mayores de 12 afios: 10 mg una vez al dia (20 gotas) (52).

Para pacientes adultos con insuficiencia renal moderada con un nivel de aclaramiento
renal en torno a 30-49 ml/min se recomienda administrar 5 mg/dia. Para pacientes con
insuficiencia renal grave (aclaramiento renal inferior a 30 ml/min) se recomienda
administrar 5 mg/48 horas. En el caso de nifios que presenten insuficiencia renal, se debe
hacer un ajuste individual conforme su edad y peso.

Existe en forma de comprimidos masticables de 10 mg y en capsulas. En el mercado
espafol se comercializa en comprimidos recubiertos de 10 mg, soluciones orales de 1

mg/ml y gotas orales en solucién de 10 mg/ml (46, 52).

3.5. CONTRAINDICACIONES

No se debe administrar CTZ a pacientes que presenten hipersensibilidad a los derivados
piperazinicos (como puede ser la hidroxizina), y a pacientes que presenten insuficiencia

renal grave (aclaramiento renal inferior a 10 ml/min) o pacientes terminales.

En el caso de la combinacion de CTZ con pseudoefedrina, esta contraindicada la
administracion concomitante entre dicha combinacion y un inhibidor de la
monoaminooxidasa (IMAQO) por potenciar los efectos simpaticomiméticos de la

pseudoefedrina (descongestionante nasal) (46).

3.6. EFECTOS SECUNDARIOS Y PRECAUCIONES

A dosis altas, puede causar efectos en el SNC relacionados con la dosis ingerida, en
adultos. La CTZ, asi como los antihistaminicos no sedantes en general, tiene que ser

administrada con precaucion en pacientes que presenten insuficiencia renal o hepatica (46).
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3.6.1. Efectos hepaticos

Elevaciones transitorias y reversibles de transaminasas pueden producirse durante
tratamiento con CTZ. Ademas, hepatitis con elevaciones sustanciales de transaminasas y

bilirrubina se asocian con el uso de CTZ (46).

3.6.2. Efectos en el SNC

CTZ aladosis recomendada tiene reacciones adversas menores sobre el SNC, incluyendo

somnolencia, fatiga, mareo y dolor de cabeza.

In vitro, CTZ exhibe una afinidad por los receptores Hi-histaminérgicos del cerebro y de
los tejidos periféricos. Sin embargo, in vivo, a diferencia de los prototipos
antihistaminicos de primera generacion, CTZ no es capaz de atravesar facilmente la
barrera hematoencefélica, probablemente debido a la polaridad del farmaco, es decir, no

parece interactuar apreciablemente con los receptores Hi en el SNC, a dosis habituales.

En algunos ensayos clinicos, la incidencia de efectos en el SNC (ejemplo, somnolencia)
fue mayor en pacientes que recibieron CTZ que en los pacientes que recibieron placebo.
Ademas, hay datos que indican que la incidencia de otros efectos en el SNC (disturbios
en el ECG, funcionalidad psicomotora afectada) puede ser mayor en pacientes que reciban
CTZ que en pacientes que reciban otro tipo de antihistaminicos de segunda generacion

(por ejemplo, loratadina).

En parte, hay estudios que indican que los efectos secundarios del SNC causados por CTZ
pueden ser el resultado del uso del mismo en altas dosis; mientras que otros estudios
indican que los efectos del SNC causados por el farmaco en cuestion no difieren de los
efectos con placebo u otro tipo de antihistaminicos de segunda generacién (como el
astemizol) o, alternativamente, no se han informado efectos adversos del SNC con el

farmaco.

No obstante, hay ensayos clinicos con pacientes que han recibido 5 6 10 mg diarios del
farmaco o del placebo, donde la incidencia general de somnolencia fue de 13,7 0 6,3% en

pacientes que recibieron CTZ o placebo, respectivamente (46).
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3.6.3. Efectos en el sistema respiratorio

Casos de sequedad de boca, faringitis, tos, broncoespasmo, bronquitis, dipnea,
hiperventilacion, rinitis, polipos nasales, han sido reportados tras administracion de CTZ
y placebo en ensayos clinicos. Sin embargo, no hay un estudio que indique relacion causal

entre los sintomas mencionados y la administracion de CTZ,

En animales, la CTZ inhibe la resistencia de entrada de aire por via nasal, que es inducida
por la histamina; y tal inhibicion parece ser comparable con la clorfeniramina. En
pacientes con asma moderada, dosis de 5 a 20 mg de CTZ tuvieron efecto protector en
contra de broncoespasmo inducido por histamina nebulizada. CTZ por via oral puede
atenuar substancialmente disminuciones del Volumen de Expiracion Méaxima (VEM)
inducidas por histamina. CTZ también presenta un efecto protector contra

broncoespasmos inducidos por alérgenos en pacientes con asma alérgica (46).

3.6.4. Efectos en tracto gastrointestinal

Casos de dolor abdominal, diarrea, vomitos han sido reportados tras ensayos clinicos con
CTZ y placebo, sin que haya un estudio que indique relacion causal entre los sintomas y
la administracion de CTZ (46).

3.6.5. Efecto cardiovascular

Pese a que efectos secundarios cardiacos, que incluyen fibrilacion ventricular o muerte
asociada con un intervalo QT prolongado y arritmia ventricular atipica (torsade de
pointes), han sido informados en pacientes que recibieron dosis de otro tipo de
antihistaminicos (astemizol y terfenadina), la administracién de CTZ a adultos sanos con
dosis hasta 60 mg diarios (6 veces la dosis méxima diaria) durante 1 semana no fue
asociada con prolongacion del intervalo QT (53-55).

3.6.6. Efectos dermatoldgicos v de sensibilidad

Tras administracién de CTZ, se han reportado casos de reacciones de hipersensibilidad al
farmaco, que pueden manifestarse como urticarias y erupciones fijas. El acné, dermatitis,
piel seca, eczema, erupcion cutanea (que puede ser eritematosa), urticaria, trastorno de la
piel, nédulos de la piel, furunculosis, hiperqueratosis, hipertricosis, alopecia, seborrea,

prurito, purpura, reacciones de fotosensibilidad (que puede ser toxico), o angioedema
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también han sido reportados. Sin embargo, no ha sido establecida una relacion causal con
el farmaco (46).

3.6.7. Efectos oculares y 6ticos

Casos de conjuntivitis, dolor ocular, glaucoma, pérdida de la acomodacién ocular,
hemorragia ocular, edema periorbitario, xeroftalmia, sordera, otalgia, ototoxicidad, y
tinnitus se ha reportado tras administracion de CTZ; sin embargo, no ha sido establecida

una relacion causal con el farmaco (46).
3.6.8. Porfiria

La base de datos para medicamentos relacionados a la Porfiria aguda de Suecia, Noruega
y Reino Unido (NAPOS), clasifica el principio activo como no porfirogénico; es decir,
puede ser usado como farmaco de primera opcidén y ningln tipo de precaucién es

necesaria (56).

3.6.9. Efectos renales y genitourinarios

Cistitis, disuria, hematuria, poliuria, incontinencia urinaria, menorrea, 0 vaginitis son
unos de los sintomas que han sido reportados tras ensayos clinicos con CTZ y placebo,
sin que haya un estudio que indigque una relacion causal entre los sintomas y la
administracion de CTZ (46).

3.7. POBLACION GERIATRICA

No existen estudios concluyentes en cuanto a la seguridad y eficacia de la CTZ en la
poblacién geriatrica. No obstante, se aconseja reducir la dosis y controlar la funcion renal
de los pacientes debido a que esta poblacidn suele presentar la funcion renal disminuida

en comparacion con la poblacion adulta (46).

3.8. MUTAGENICIDAD Y CARCINOGENICIDAD

No hay evidencias de mutagenicidad. En cuanto a carcinogenicidad, se han llevado a cabo
estudios con ratones donde se les ha administrado dosis elevadas de CTZ durante dos
afios, administrandose en ratones machos una dosis equivalente a 15 y 7 veces la dosis
méaxima diaria recomendada a adultos o nifios. Se observé un aumento en la incidencia
de tumores benignos de higado. Sin embargo, no se ha visto incidencia de tumores en

ratones que recibieron dosis orales de CTZ de 4mg/kg al dia (equivalente a dos veces la

39



dosis diaria maxima recomendada a adultos). Se desconoce la relevancia clinica de este

hallazgo a largo plazo (46).

39. EMBARAZO, FERTILIDAD Y LACTANCIA

Pese a que estudios de reproduccion con animales (ratones, ratas y conejos) no han
detectado casos de teratogenicidad, no existen estudios controlados que avalen la
seguridad en la administracion de CTZ a mujeres embarazadas, con lo que el fa&rmaco

solo debe ser usado durante el embarazo cuando estrictamente necesario (46).

El uso de CTZ con pseudoefedrina ha demostrado aumentar el nimero de malformaciones
fetales esqueléticas en estudios con ratas que ingirieron 5 veces la dosis maxima
proporcional a humanos adultos. En estudios con conejos con dosis de aproximadamente
10 veces la dosis méaxima proporcional a humanos adultos, no se han visto
malformaciones fetales. No existen estudios controlados que avalen la seguridad en la
administracion de CTZ y pseudoefedrina a mujeres embarazadas, con lo que el farmaco
solo debe ser usado durante el embarazo cuando estrictamente necesario (46).

En estudios con ratones tampoco se ha detectado infertilidad en dosis de CTZ 25 veces
superiores al maximo diario recomendado a adultos, lo mismo ocurriendo con CTZ en

combinacién con pseudoefedrina (46).

CTZ se distribuye en la leche humana. Pseudoefedrina también se distribuye en la leche
humana. Por lo tanto, no se recomienda el uso de CTZ sola o en combinaciéon con

clorhidrato de pseudoefedrina en mujeres lactantes (46).

3.10. TOXICIDAD AGUDA

La dosis letal aguda de CTZ en humanos es desconocida. La dosis letal minima aguda en
ratones es de 237 mg/kg (aproximadamente 95 o 40 veces la dosis oral méaxima
recomendada diariamente para adultos y nifios, respectivamente, en base a mg/m?) y en
ratas es de 562 mg/kg (aproximadamente 460 o 190 veces la dosis oral maxima

recomendada para adultos y nifios, respectivamente, en base a mg/m?).

En roedores, toxicidad aguda se refleja en el SNC, y la toxicidad de dosis multiples en el
higado (46).
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3.11. FARMACOCINETICA

No hay estudios que indiquen diferencias farmacocinéticas en cuanto a género y raza (46).
3.11.1. Absorcion

El farmaco es rapidamente absorbido por el tracto gastrointestinal tras administracion
oral. La biodisponibilidad de los comprimidos convencionales es comparable a la de los

comprimidos masticables y de la solucién oral.

La administracion de dosis entre 10 y 20 mg de CTZ (comprimidos o solucion oral), en
adultos sanos, ha alcanzado picos de concentracion plasmatica de 257-384 ¢ 580 ng/ml,
respectivamente, tras 1 hora. Lo mismo ocurre con la administracion de comprimidos
masticables, que alcanzan picos de concentracién plasmatica tras 1 hora de

administracion.

La farmacocinética del farmaco es linear para dosis entre 5-60 mg, con concentraciones

plasmaéticas que aumentan proporcionalmente al aumentar la dosis (46).

Picos medios de concentracion plasmatica de CTZ fueron de 356 ng/ml (con un rango de
292-420 ng/ml) y 357 ng/ml (con un rango de: 185-529 ng/ml) en pacientes con ligera
(aclaramiento de creatinina de 42-77 ml/minuto) y moderada (aclaramiento de creatinina

de 11-31 ml/minuto) insuficiencia renal, respectivamente.

El tiempo para alcanzar el pico de concentracion plasméatica en pacientes con
insuficiencia renal moderada fue incrementado en 2,2 horas. Ademas, picos de
concentracion plasmatica y ABC pueden aumentar en pacientes con insuficiencia
hepética. En un estudio con pacientes con cirrosis biliar primaria que recibieron una dosis
Unica por via oral de 10 mg de CTZ, el pico de concentracion plasméatica medio de 498
ng/ml (con un rango de 380-616 ng/ml) ocurrio en aproximadamente 1 hora; CTZ fue aun

detectada en algunos pacientes 96 horas después de la dosis (46).

Pese a que la alimentacion puede disminuir el pico de concentracién plasmatica de CTZ
(en 23, 37 6 30% para comprimidos convencionales, comprimidos masticables o
comprimidos de liberacion prolongada en combinacion con pseudoefedrina,
respectivamente) y aumentar el tiempo de alcance del pico de concentracion plasmatica
(de alrededor de 1,7; 2,8 6 1,8 horas, respectivamente), la alimentacién no afecta el grado
de absorcion (medido por el ABC) del farmaco (46).
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Después de la administracion oral de una dosis Unica de 10 mg de CTZ en adultos sanos,
el efecto antihistaminico del farmaco (medido por la supresion de papula y eritema
inducidos por una inyeccion intradérmica de histamina) fue aparente entre 20 y 60
minutos en 50 y 95% de individuos, respectivamente, y persistid durante 24 horas.
Ademaés, seguido de administracion oral de dosis Unicade 5 mgy 10 mg de CTZ en nifios
sanos (5-10 afios de edad), el efecto antihistaminico del farmaco (medido por la supresion
de papulay eritema inducidos por inyeccién de histamina intradérmica) fue aparente entre
20-60 minutos y persistio durante 24 horas. En nifios de 7-25 meses de edad que
recibieron dosis oral de CTZ a una dosis de 0,25 mg/kg dos veces diarias por 4-9 dias,
90% de inhibicion de papula inducida por la histamina y 87% de inhibicion del eritema
ocurrio 12 horas después de la administracion de la Gltima dosis. El efecto antihistaminico
del farmaco puede persistir mas tiempo en pacientes con insuficiencia hepatica; datos
limitados indican que la supresién de la papula y del eritema persistié por 48 horas y 72

horas, respectivamente, en tales pacientes (46).
3.11.2. Distribucion

La distribucion de la CTZ y sus metabolitos en el organismo humano no ha sido
totalmente elucidada. En animales, el farmaco parece ser extensivamente distribuido en
muchos de los tejidos corporales y fluidos con concentraciones altas obtenidas en higado,
rifiones y pulmones. Sin embargo, el volumen de distribucion de la CTZ es relativamente
bajo comparado al de otros antagonistas de receptores Hi. EI volumen de distribucion es
en torno a 0,39-0,6; 0,46; 0,54; 0,44; 6 0,38-0,56 I/kg en adultos sanos, pacientes con
insuficiencia renal ligera (aclaramiento de creatinina de 42-77 ml/minuto), pacientes con
insuficiencia renal moderada (aclaramiento de creatinina de 11-31 ml/minuto), pacientes
con insuficiencia renal grave o pacientes geriatricos (edad media de 77 afios),

respectivamente (46).

La polaridad del farmaco aparentemente limita su distribucion en el SNC. Estudios con
animales indican que las concentraciones de CTZ en el cerebro se encuentran por debajo

del 10% de las concentraciones encontradas en el plasma.

La CTZ se distribuye en la leche materna de humanos y animales. La CTZ se une a

aproximadamente el 93% de las proteinas plasmaticas; la union a proteinas plasmaticas
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parece ser independiente de la concentracion del farmaco (entre 25 -1000 ng/ml), lo que
incluye las concentraciones plasmaéticas habituales (46).

3.11.3. Eliminacion

Tras la administracion oral de una dosis Unica de 10 mg de CTZ en adultos sanos, el
farmaco puede sufrir una eliminacion bifésica, con una distribucion inicial de semivida (t
%) de aproximadamente 3 horas y una eliminacion media terminal de t % de

aproximadamente 8,3 horas (rango: 6,5-10 horas).

En pacientes pediatricos de 7-12 afios, 2-5 afios 0 6-23 meses de edad, la t % de
eliminaciéon del farmaco corregida segin el peso fue de 33, 33-41 o 63% menos,
respectivamente, que la observada en adultos. Ademas, lat %2 de eliminacion del farmaco
en pacientes geriatricos (edad media de 77 afios) recibiendo una dosis Unica de 10 mg por
via oral, se prolongo en cerca del 50% comparando con la de adultos jovenes (edad media
de 53 afios) (46).

Pese a que una pequefia fraccion de CTZ pasa por una orto-desalquilacion oxidativa a un
metabolito con una actividad antihistaminica insignificante, el farmaco se somete a un
bajo grado de metabolismo de primer paso en el higado. Dos metabolitos no identificados
también se recuperaron en la orina; sin embargo, el sistema enzimatico responsable de su
metabolismo no ha sido identificado. Seguido de administracion oral de una dosis Unica
de 10 mg en individuos sanos, cerca del 80% de la dosis es excretada durante 5 dias,
mayoritariamente (mas de un 50%) como farmaco inalterado; la mayor parte de la

excrecion ocurre en 24 horas.

En individuos sanos, cerca del 70 y 10% de una dosis radiomarcada fue recuperada en la
orina y en las heces, respetivamente. La excrecion fecal no ha sido bien caracterizada, y
no se conoce que la excrecion fecal del farmaco represente el farmaco no absorbido o si

el farmaco es excretado por eliminacién biliar.

En adultos sanos, el aclaramiento corporal total de CTZ informado fue de
aproximadamente 53 ml/minuto, mientras que en nifios de 7-12 afios, 2-5 afios de edad 0
6-24 meses de edad, el aclaramiento corporal aparente corregido por peso fue de 33, 81-

111, 6 304% mayor, respectivamente, al observado en adultos.
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El aclaramiento corporal total en adultos geriatricos (edad media de 77 afios) recibiendo
una dosis oral Unica de 10 mg de CTZ fue de 33-45% inferior que la de adultos jovenes
(edad media de 53 afios). La disminucién del aclaramiento corporal total en pacientes
geriatricos puede estar relacionada con la disminucion de la funcién renal en este grupo
de edad.

Seguido de una administracion oral de 10 mg de CTZ diarios durante 7 dias, la
eliminacién del farmaco en pacientes con insuficiencia renal ligera (aclaramiento de
creatinina de 42-77 ml/minuto) parece ser similar a la de adultos jovenes sanos
(aclaramiento de creatinina de 89-128 ml/minuto). Pacientes con insuficiencia renal
moderada (aclaramiento de creatinina de 11-31 ml/minuto) recibiendo una dosis diaria
durante 7 dias y pacientes que tienen que hacer hemodidlisis recibiendo una dosis Unica
de 10 mg presentan un triple aumento de la t ¥2 y una disminucién del 70% en el
aclaramiento comparado con aquellos que son adultos jévenes sanos. Menos del 10% de
una dosis de 10 mg de CTZ se elimina por hemodiélisis. Pese a que el farmaco parece ser
minimamente metabolizado por las enzimas hepaticas, un 50-85% de aumento en la t %2
y un 40-60% de disminucion en el aclaramiento ocurren en pacientes con insuficiencia
hepatica crdnica tras administracion oral de una dosis Gnica de 10 mg 0 20 mg del farmaco
(46).

44



45

PARTE EXPERIMENTAL




46



47

MATERIALES Y METODOS




48



4. MATERIALES Y METODOS

Para la caracterizacion del principio activo, y para la ejecucion del método analitico y
estudios de formulacion se ha utilizado el principio activo en polvo (cetirizina

dihidrocloruro Ph. Eur) adquirido de Jubilant Lifesciences Ltd (Mysore, India).

4.1. CARACTERIZACION DEL PRINCIPIO ACTIVO

4.1.1. Metodologia

4.1.1.1. Resonancia Magnética Nuclear

La obtencion del espectro 1H y 13C RMN se ha efectuado en la Unidad de Quimica
Farmaceéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona. Los datos han
sido registrados por el equipo Varian Gemini-400 (100 MHz). Los desplazamientos
quimicos se expresan en partes por millon (ppm) con respecto al pico central del
disolvente: CDCI3 d, 7,26 (H) o DMSO-d6 d, 2,49 (H) como patrones internos.

4.1.1.2. Espectroscopia de Infrarrojo

La determinacion del espectro por infrarrojo se ha efectuado en la Unidad de Quimica
Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona segun el método
general 2.2.24 de Ph. Eur. El equipo empleado es un FTIR Perkin ElImer modelo 1600.
Se efectua el ensayo con el fin de comprobar la pureza de la sustancia utilizada como
principio activo, asi como verificar su identidad mediante la obtencidn del espectro

infrarrojo.

4.1.1.3. Difracciéon por Rayos X

Se realiza el estudio del tipo de cristalizacién y diferenciacion de polimorfos mediante
analisis de difraccion de rayos X por el método del polvo. Se introduce parte del material
en polvo en capilares de vidrio Lindemann de 0,7 mm de didmetro. Se ha utilizado el
equipo Difractometro PANalytical X’Pert PRO MPD con goniémetro 6/6 de 240 mm de
radio, configuracién de haz convergente con espejo eliptico y geometria de transmision

con portamuestras para capilares con spinner, con las siguientes condiciones:

- Radiacién Kal del Cu (A=1,5418 A).
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- Potencia de trabajo: 45 kV — 40 mA.

- Ventanas en el eje incidente que determinan la altura del haz a 0,4 mm.

- Ventanas Soller de 0,02 radianes en el haz incidente y en el haz refractado.
- Detector P1Xcel con longitud activa de 3,347 °.

- Barrido 0/26 de 2 a 60 ° 26 con medida de paso de 0,026 ° y tiempo de medida de
segundos por paso.

4.1.1.4. Espectrofotometria UV-Vis

Para el barrido de longitud de onda UV-Vis, se ha utilizado el Espectrofotometro
SPECORD 205 UV-Vis. Se realiza un barrido con el espectrofotometro UV-Vis de una
disolucion del principio activo con la finalidad de determinar su perfil
espectrofotométrico y se definen los maximos de absorcion existentes para la sustancia

pura, que son caracteristicos de dicha sustancia. Procedimiento:

Se prepara una solucién de principio activo de 20 mg en 50 ml de una solucién de 10,3
g/L de HCI diluido a 100 ml con el mismo &cido. Se diluye 10 m de esta misma solucion
a 100 ml con una solucién 10,3 g/L de HCl y se procede a su lectura. Se realiza el ensayo
de Absorcidn indicado en la monografia del principio activo de la Ph. Eur. Se determina
la méxima absorcion a 230 nm, valor comprendido en el baremo indicado en la

monografia del mismo (210 nm-350 nm).

4.1.15. Estudio de solubilidadapH 1,2:45:6,8: 7.0

Para el ensayo de solubilidad se preparan medios a pH 1,2; 4,5; 6,8 y 7,0, y se lleva a

cabo el ensayo segun procedimiento:

Agitar vigorosamente durante 1 minuto e introducir en un sistema a Ta constante (25 + 2
°C) durante 15 minutos. Si la sustancia no se disuelve completamente, repetir la agitacion

un minuto mas y colocar de nuevo el tubo en el sistema de Ta constante.
Método:

- Pesar 100 mg de principio activo, molido, en un tubo de ensayo con tapon (16 mm
de diametro y 160 mm de altura). Afadir 0,1 ml del disolvente 0 medio de

disolucién y proceder segun procedimiento. Si la sustancia se disuelve
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completamente, se define el principio activo como “muy soluble” en el medio

empleado.

- Si la sustancia no se disuelve completamente, agregar 0,9 ml del disolvente o
medio de disolucion y proceder segun procedimiento. Si la sustancia se disuelve,

se describe como “facilmente soluble”.

- Sila sustancia no se disuelve completamente, agregar 2 ml del disolvente o medio
de disolucion y operar nuevamente segun procedimiento. Si la sustancia se

disuelve, se describe como “soluble”.

- Silasustancia no se disuelve completamente, agregar 7 ml del disolvente o medio
de disolucion, y operar segun procedimiento. Si al sustancia se disuelve se

describe como “poco soluble™.

- Si la sustancia no se disuelve completamente, pesar 10 mg del principio activo
finamente pulverizado en un tubo con tapon, y agregar 10 ml del disolvente o del
medio de disolucion, y operar segun procedimiento. Si la sustancia se disuelve, se

define como “muy poco soluble”.

- Si la sustancia no se disuelve completamente, pesar 1 mg de sustancia finamente
pulverizada en un tubo de ensayo con tapon, agregar 10 ml del disolvente o del
medio de disolucion y operar segliin “procedimiento”. Si la sustancia se disuelve,

se describe como précticamente insoluble.

- Para la elaboracién de las soluciones reguladoras, se ha seguido criterio de Ph.
Eur 8.7. para soluciones con pHs entre 1,2, 4,5, 6,8 y 7,0 (soluciones reguladoras

fosfato).

- Para la preparacion de las soluciones se ha utilizado los siguientes reactivos: HCI
37% (Panreac, Barcelona), NaCl (Panreac, Barcelona), NaOH (Panreac,
Barcelona) y KH2PO4 (Panreac, BCN). Tubos de ensayo. Todos los ensayos se

Ilevaron a cabo a temperatura ambiente (25 + 2 °C).

4.1.1.6. Diagrama SeDeM

Para el diagrama SeDeM se utiliza para la caracterizacién de sustancias para conocer la

viabilidad para la compresién (57-69). El perfil SeDeM informa sobre la mayor o0 menor
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capacidad de una sustancia pulverulenta para ser comprimida mediante la tecnologia de
compresion directa. Ademas, también se aplica para orientar sobre cual es la forma
farmacéutica mas idénea que precisa un principio activo para su posterior administracion
por via oral, suministrando datos que llevaran a elegir las formas orales mas cominmente

utilizadas. Los parametros empleados son los siguientes:

Densidad aparente sin compactar, densidad aparente compactada, indice de esponjosidad,
indice de Carr, indice de cohesividad, indice de Hausner, angulo de reposo, capacidad de
flujo, porcentaje de humedad relativa, porcentaje de higroscopicidad, porcentaje de
particulas finas, indice de homogeneidad.

3.1.1.5.1. Metodologia aplicada a los ensayos SeDeM

- Densidad aparente sin compactar y compactada (Ph. Eur. 2.9.34).

El ensayo tiene por objetivo determinar, bajo condiciones definidas, los volimenes
aparentes antes y después de sedimentar, la capacidad de sedimentacion y las densidades
aparentes de solidos divididos. Para ello se toman 100 g de muestra y se dispone en
probeta, anotando el volumen aparente sin realizar ningun tipo de tratamiento y
posteriormente se realizan 10, 500 y 1250 golpes utilizando voluminémetro automatico
SBS anotando los volimenes aparentes obtenidos en las tres pruebas. En base a los datos

primarios obtenidos, se calcula la densidad aparente no compactada y la compactada.
- Densidad aparente sin compactar
&0 = m/Vo (g/ml)

Donde m es la cantidad de muestra pesada expresada en gramos y Vo el volumen aparente

sin compactar expresado en mililitros.
- Densidad aparente compactada

6 = m/Vi2s0 (g/ml) 6 & = m/V2s00 (g/ml)

Donde V1250 ¥ V2500 €S el volumen aparente compactado a los 1250 y a los 2500 golpes.
- Indice de esponjosidad (le)

Se define como la porosidad intraparticular de la mezcla de polvos y se calcula, segun la

forma matematica:
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le = Dc-Da/Dc x Da
- Indice de Carr (Ph. Eur. 2.9.36)

Se define como la compresibilidad de una muestra pulverulenta o granulada. Se calcula

segun la siguiente formula matematica:
IC = (1-Da/Dc) x 100
- Indice de Cohesividad (Icd)

Se determina comprimiendo directamente la muestra pulverulenta a estudiar, empleando
la maquina de comprimir excéntrica. Se propone obtener cinco comprimidos de
aproximadamente 1 g de peso final, en maquina excéntrica, con formato de 19 x 10 mm
aplicando la méxima fuerza de compresion posible. Determinar peso y dureza (N) de los
comprimidos obtenidos. Calcular la media de las durezas obtenidas. Ensayar inicialmente
con el polvo sin ningan aditivo, pero si éste es abrasivo (imposibilidad de comprimir) se

afiade un 3,5% de la siguiente mezcla de lubricantes:
= Talco 2,36%
= Aerosil 200 0,14%

= Estearato magnésico 1,00%

- Indice de Hausner (Ph. Eur. 2.9. 36)

Permite conocer la facilidad de flujo de la muestra estudiada. Se calcula a partir de las
medias obtenidas de las determinaciones de densidad aparente antes de sedimentar (Da)

y densidad aparente compactada (Dc):
IH = Dc/Da
- Angulo de reposo (Ph. Eur. 2.9.36)

La fluidez también se determina mediante el calculo del &ngulo de reposo que se realiza
con un embudo ANORSA con referencia X5992. Se utiliza también una hoja de papel

milimetrado.

Se coloca el embudo en una pinza de soporte metalico colocando en centro del papel

milimetrado justo debajo de la boca inferior del embudo, a una distancia de 7 cm del
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papel. Se tapa el embudo con un papel y se enrasa con la muestra, haciendo pasar la
espéatula por los lados de éste. Seguidamente se retira de forma rapida el papel y el polvo
va cayendo sobre el papel milimetrado (si esto no ocurre, golpear suavemente el embudo

con la espatula metélica hasta que deslice todo el polvo).

Leer los cuatro radios del cono formado en la hoja y medir la altura del cono con la parte
inferior del pie de rey. A partir de aqui calcular el ngulo de reposo sabiendo que:

A = (antitg H/ r)
Siendo:
H la altura del cono
r la media de los cuatro rayos
- Capacidad de flujo o velocidad de deslizamiento (Ph. Eur. 2.9.16)

En este apartado se mide el tiempo que tarda en caer todo el polvo que se dispone en un
embudo adecuado dando asi la medida del deslizamiento. El material necesario para la

realizacion de este ensayo es el siguiente:

Embudo ANORSA con referencia X7705, soporte metalico con nuez, pinza y

cronémetro.

Para realizar este ensayo se pesan 100 g de la muestra a examinar, se tapa la boca del
embudo con un papel y se llena el embudo con la muestra. A continuacién se retira el
papel que tapa la boca del embudo y se anota el tiempo que tarde en deslizar toda la
muestra medida con un cronémetro. La determinacién de la velocidad de deslizamiento
se realiza por triplicado. La capacidad de flujo se expresa en segundos y décimas de
segundos con relacion a 100 g de muestra. Si la muestra no llega a caer completamente,

se expresa como tiempo infinito.
- Humedad relativa (%HR)

Se determina aplicando el ensayo de pérdida por desecacion segin monografia Ph. Eur.

2.2.32. Efectuar desecacion en estufa a 105 °C + 2 °C, hasta peso constante.

- Higroscopicidad (%H)
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Se determina el aumento de peso de la muestra mantenida en humectador en un ambiente
de 76% (= 2 %) de humedad relativa y temperatura de 22 °C £ 2 °C durante 24 horas.

- Determinacion del porcentaje de particulas < 50 pum (%Pf)

Aplicando el método general de la monografia Ph. Eur 2.9.12 para la determinacion del
tamafio de particulas por tamizacion, determinar el % de particulas que pasan por el tamiz
de 0,05 mm de luz, sometido a vibracién durante 10 minutos en posicion 10 (vibrador
CISA).

- Indice de homogeneidad (1)

Aplicando el método general de la monografia Ph. Eur. 2.9.12., para la determinacion del
tamafio de particulas por tamizacion, se determina la granulometria de 100 gramos de
muestra, sometiendo la cascada de tamices a vibracion durante 10 minutos en posicion
10 (vibrador CISA). Tamices empleados: 0,355- 0,212 — 0,100 — 0,05 mm de luz. Calcular
el % de producto retenido en cada tamiz y la cantidad que pasa a través del tamiz de 0,05
mm de luz. Previamente, se determina el % de particulas finas (< 50 pum) en operacion
aparte. Debe tenerse en cuenta que si esta fraccion es muy elevada, al determinar la
granulometria con varios tamices, cabe la posibilidad de que parte de las particulas
queden adheridas al producto retenido en el resto de tamices, obteniéndose un resultado

inferior al real en la fraccion < 50 pum.
A partir de los datos obtenidos, se aplica la siguiente ecuacion:

*[0=Fm/100 + (dm — dm-1)Fm-1 + (dm+1 — dm)Fm+1 + (dm — dm-2)Fm-2 + (dm+2 —

dm)Fm+2+ ... + (dm — dm-n)Fm-n + (dm+n —dm)Fm+n
Siendo:

10: indice de homogeneidad relativa. Homogeneidad del tamafio de particulas en el

intervalo de las fracciones consideradas.
Fm: Tanto por ciento de particulas comprendidas en el intervalo mayoritario.

Fm-1: Tanto por ciento de particulas comprendidas en el intervalo inmediato inferior al

mayoritario.

Fm+1: Tanto por ciento de particulas comprendidas en el intervalo inmediato superior al

mayoritario.
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n: N°de orden de la fraccion considerada dentro de una serie con respecto a la mayoritaria.
dm : Didmetro medio de las particulas de la fraccion mayoritaria.

dm-1: Diametro medio de las particulas de la fraccion del intervalo inmediato inferior al

mayoritario.

dm+1: Didmetro medio de las particulas de la fraccion del intervalo inmediato superior

al mayoritario.

42. METODO ANALITICO

4.2.1. Reactivos

Todos los reactivos utilizados son de grado analitico. Todas las soluciones se han
preparado con agua Milli-Q desionizada proveniente de un purificador de agua MilliQ
gradient A10 (Molsheim, Francia). Acetonitrilo de grado CLAE se obtuvo de Panreac
(Barcelona, Espafia). Acido orto-fosforico 85 % se ha comprador de Panreac (Barcelona,
Espafia) Fosfato potasico dibase Ph. Eur. (K;HPOs) se ha comprador de Fagron
(Terrassa, Espafia). Acido clorhidrico al 37 %, hidroxido sddico y peroxido de hidrogeno

(H202) al 33% se han adquirido de Panreac (Barcelona, Espafia).

4.2.2. Equipos y condiciones cromatograficas

Las muestras se han analizado con el CLAE Dionex Ultimate 3000 HPLC Thermo Fisher
Scientific (California, EEUU), equipado con base de datos Chromeleon version 6.8 SP2
Build 2284, con desgasificador SR3000, bomba cuaternaria LPG-3400, inyector
WPS3000, horno 6P TCC-3100, detector UV-Vis PDA-3000. Para los estudios iniciales
de desarrollo se ha utilizado una columna cromatografica Kromasyl 100-5C18 150 mm X
4,6 mm, 5 um tamafio de particula (Tecnokroma Akzonobel, Terrasa, Espafia). Para los
estudios finales de desarrollo y validacion del método, se ha utilizado una columna
cromatografica Eclipse XDB-C8 150 mm x 4,6 mm, 5um tamafio de particula (Agilent
columns, Barcelona, Espafia). Una fase mdvil isocratica consistiendo de acetonitrilo y de
solucion reguladora al 0,2 M de fosfato potasico dibase Ph. Eur. a pH 7 (35:65 v/v) se ha
utilizado, y el andlisis se ha llevado a cabo con un flujo de 1 ml min™. Todas las
determinaciones se han llevado a cabo a 30 °C. El volumen de inyeccion fue de 25 pL.
El detector fue puesto a A 230 nm. La homogeneidad de pico fue expresada en términos
de factor de pureza de pico y se ha obtenido directamente del analisis espectral usando el
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software antes mencionado. Otros aparatos incluyen el pHmetro Crison micropH 2002
pH meter (Barcelona, Espafia) y el horno Heraeus T5028 (Hanaus, Alemania) para

degradacion térmica -calor seco a 105 °C.

4.2.3, Estudios de degradacion y preparacion de las muestras

Los estudios de degradacion se han llevado a cabo mediante preparacion de soluciones
estandar de CTZ a 500 pug ml, para cada estudio de degradacion. Cada muestra ha sido
analizada de acuerdo a procedimientos previamente descritos abajo. A seguir se describe

el procedimiento de preparacion de las muestras:

a) Hidrdlisis &cida y basica: 5 mg de polvo de principio activo se ha tratado con 5 ml de
0,1 M de HCl y 0,1 M de NaOH. Los viales se han ubicado en horno de calor seco a
105 °C. Otros 5 mg de polvo de principio active se ha tratado con 5 ml de 0,1 M de
HCIl and 0,1 M NaOH a temperatura ambiente, por 24 horas.

b) Oxidacién con H202a 33%: 5 mg de polvo de principio activo han sido expuestos a 5
ml de perdxido de hidrégeno a 33% (p/v). El vial se ha mantenido a temperatura

ambiente por 24 horas.

c) Luz Infrarrojo (IR) y ultravioleta (UV): una muestra de 5 mg de polvo de principio
activo ha sido expuesta a luz infrarroja y otra muestra de 5 mg de principio activo ha
sido expuesta a luz ultravioleta durante 24 horas.

d) Humedad HR79%: una muestra de 5 mg de polvo de principio activo se ha puesto

dentro de un humidificador con HR79 % durante 24 horas.

e) Calor seco a 105 °C: una muestra de 5 mg de polvo de principio activo se ha colocado

dentro de un horno de calor seco a 105 °C durante 24 horas.

f) Luz ambiente durante 15 dias: una muestra de 5 mg de principio active se ha colocado
dentro de un vial que se ha dejado expuesto a luz natural directa y a temperatura

ambiente durante 15 dias.

Una vez completadas las condiciones de degradacion, 10 ml de solucién reguladora
fosfato 0,2 M (pH 7) se ha afadido a las muestras de manera a conseguir la solucién
estandar de concentracion 500 pg ml™. Ademas, todas las soluciones y blancos han sido

filtrados con un filtro PVDF 0,45 um mediante jeringa. Los resultados han sido
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recopilados en términos de tiempos de retencion relativos (rtr) encontrados durante el

andlisis por CLAE.

4.2.4. Validacion del método analitico

Para validar el método CLAE- FR desarrollado, se siguen las recomendaciones de la
ICHQ2B para validacion de método analitico, en términos de selectividad, linealidad,
rango, exactitud, precision, limite de deteccién (LOD) y limite de cuantificacion (LOQ)
(70). De forma a cumplir con las especificaciones de ICH en términos de linealidad y
rango para el método analitico (uniformidad de contenido y ensayo de principio activo y
producto acabado), se ha estudiado un rango lineal de entre 70-130%, mediante anélisis
de una serie de tres replicados, es decir, tres series independientes (k = 3), cada una con
siete concentraciones diferentes (n = 6): 350 pug ml * - 650 pg ml %, considerando la
concentracion de 500 pg ml * como 100% (solucion estandar) , para recabar informacion
sobre la variacion en el &rea del pico entre muestras de una misma concentracion. Para la
evaluacion de las estimativas de precision, reproducibilidad y precision intermedia se han
llevado a cabo ensayos a tres niveles de concentracion (650, 500 and 350 pug ml
correspondiendo a 130, 100 and 70%), y a 10 inyecciones para cada muestra and 10 (k =
10), por dia.

Promedio, desviacion estandar (SD) y coeficiente de variacion (CV %) del tr y el area de
pico alcanzada individualmente en dia 1 y 2 han sido calculados. Tras el analisis de
CLAE, el factor respuesta (RF) ha sido calculado entre la respuesta (YY) y la concentracion
alcanzada (X), como Y/X. Siendo asi, el promedio, SD y CV% han sido calculados
usando los factores respuesta obtenidos mediante hoja de calculo Excel 2007. Los
resultados de factor respuesta deben cumplir con un CVx 2%. Para exactitud, la
concentracion encontrada expresada como la funcion de la repetitividad de la solucién
estandar, error relativo % y porcentaje de recuperacion, con un promedio, SD y CV % de
cada una de las tres concentraciones estudiadas (650, 500 and 350 pg ml %, han sido
consideradas como tres replicados) han sido calculadas. Para el principio activo se ha

considerado aceptable una recuperacion de entre el 98-102% (71).

Para la determinacion y cuantificacion de los productos de degradacion, linealidad,
precision, exactitud, y LOD and LOQ han sido calculados. Para llevar a cabo la

validacion, diluciones seriadas de una solucion madre 500 pug ml * con la fase movil
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especificada se han llevado a cabo de manera a obtenerse las correspondientes
concentraciones: 5 pg ml, 2,5 ug ml %, 1,25 pg ml %, 0,5 pug mL%, 0,25 pg mi?, 0,125
ug ml L. Un total de siete rectas de calibracion independientes (siete replicados, k = 7)
han sido preparadas. Los LOD y LOQ han sido calculados con la relacion entre la SD de
los puntos de interseccion con el eje de las “y” de siete rectas de calibracion mencionadas
anteriormente mediante promedio de las pendientes de las rectas de calibracion
multiplicado por 3,3 y 10, respectivamente (60, 61). Se ha analizado cada dilucion seriada

(k = 7) con seis niveles de concentracion (n= 6).

En términos de error relativo y porcentaje de recuperacion: tres concentraciones (5, 1,25
y 0,25 pg mL™) de productos de degradacion han sido evaluados. Todas las soluciones
preparadas han sido filtradas con un disco de filtracion de PVDF de 0,45 pm a viales para

inyeccion en sistema CLAE.

4.3. ESTUDIOS DE PREFORMULACION Y FORMULACION

4.3.1. Materiales

CTZ cedida por Reig Jofre Group. Excipientes: Manitol (agente de carga crioprotector) y
polivinil pirrolidona calidad Ph. Eur (aglutinante), glicirricinato amdnico, sucralosa,
esencia de menta piperita Ph. Eur. Agua destilada. Todos los excipientes son de Fagron
S.A (Terrassa, Espafa).

4.3.2. EQuipos

Liofilizador Telstar ® L-3 (Telstar, Terrassa, Spain). Bandejas de acero inoxidable. Las
soluciones se han dosificado en moldes de policloruro de vinilo (PVC) y dosificados con
pipeta automatica Multipette Plus Eppendorf (Hamburg, Germany). Envasadora al vacio
Food Saver para el envasado de los blisters con liofilizados orales.

4.3.3. Ciclo de liofilizacion

El ciclo estandar de liofilizacién consiste en un periodo de congelacion a - 40°C, con

sublimacion aplicando presiones entre 95-125 puBar y secado secundario (desorcion) a 40

°C. Las bandejas de acero inoxidable con los moldes de PVC dosificados depositan en la

camara de liofilizacion para la congelacion previa del producto. El tiempo minimo de

congelacién es de 2 horas. El ciclo de liofilizacion (secado primario y secundario) tiene

un periodo aproximado de 24-28 horas en total. Tras el ciclo de liofilizacion, los moldes
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de PVC con liofilizados orales se envasan al vacio en bolsas de polietileno mediante la
envasadora Food Saver y se almacenan en desecadores con silice gel.

4.4. TECNICAS PARA DISENO FACTORIAL 3?

4.4.1, Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

La determinacion de la temperatura de transicion vitrea (Tg’) de soluciones de principio
activo, excipientes manitol y PVP K30 y las soluciones estudiadas, se ha efectuado

mediante la técnica de calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Se prepararon muestras liquidas de CTZ al 2% en agua purificada (p/v), manitol, PVP
K30, y combinaciones entre ellos, que se han depositado en un recipiente sellado sin
posibilidad de aplicacion de vacio. Las muestras primeramente se congelan para luego
calentarse progresivamente. Se han analizado las muestras de las soluciones A, B, D, C,
E, F, G, H e I utilizando el equipo DSC 821e Mettler Toledo (Toledo, EEUU), con
software STARe SW 9.30 DSC, mediante el siguiente ciclo:

e 25°C a-80°C (- 10°C/min)
e -80°C 1.0 min
e -80°C a25°C (10 °C/ min)

Para determinacion de Tg’ de las muestras de soluciones E1, E2, y E3, el mismo equipo
y software se ha utilizado, con reduccidn de la temperatura minima hasta -60 °C, mediante

el siguiente ciclo:
e 25°%Ca-60°C (- 10 °C/min)
e -60°C1,0min

e -60°C a 25 °C (10 °C/ min)
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4.4.2. Microscopia de liofilizacion (FDM, Freeze drying microscopy)

La técnica de microscopia de liofilizacion (freeze-drying microscopy, FDM en inglés) se
ha llevado a cabo en el centro de Excelencia de Liofilizacion (Sant Joan Despi, Reig Jofré
Group), mediante equipo Olympus, modelo BX51, 10x (objetivo). Bomba de nitrégeno
liquido para congelar las soluciones estudiadas: LNP94-2, Linkam Scientific Instruments
Ltd.

La técnica se ha utilizado para la determinacion de la temperatura de colapso (Tc) de las
soluciones A, B, C, D, E, F, G, H e | (combinaciones entre principio activo y distintas
concentraciones de los excipientes manitol y povidona K30). Una pequefia gota de cada
solucidn se deposita en una lamina de cristal, mientras que una segunda lamina de cristal
se coloca encima de la gota. La camara de sella y se congela la muestra mediante
nitrégeno liquido. Tras congelar la muestra, se aplica vacio y se aporta calor para sublimar
la muestra, la cual puede visualizarse al microscopio. Las sustancias secas presentan un
aspecto oscuro. Mediante uso de una cdmara digital se obtienen imagenes cada dos
segundos. Una vez se alcanza la temperatura de colapso, la capa seca que esta méas cercana
a la interfase de sublimacion empieza a generar puntos brillantes que indica pérdida de
estructura (colapso). Al aumentar la temperatura aplicada a la muestra se puede observar
mas pérdida de estructura. La técnica FDM se puede comparar con la técnica DSC, siendo
que en la dltima la muestra liquida se encuentra dentro de un recipiente sellado sin

posibilidad de aplicacién de vacio.
Cada muestra ha sido analizada por duplicado.

Método aplicado:
Tasa Temperatura | Holding time

10°C/min | TA a-60°C | 3 min (inicio vacio)

10 °C/min | 60 °C a-40°C | O min

59C/min | -40°Ca20°C | 0 min
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4.5. CARACTERIZACION DEL LIOFILIZADO ORAL

4.5.1. Viscosidad de las soluciones E1, E2 v E3

El anélisis del comportamiento reoldgico de las muestras E1, E2 y E3 se ha llevado a
cabo mediante equipo Redmetro rotacional Haake ™ Reostress ™ 1. Para el tratamiento
de los datos de flujo y viscosidad se utiliza el software RheoWin Job Manager 2.97 y
Rheo WinData Manager. Las formulaciones han sido analizadas segun la velocidad de
cizalla aplicada (s) y la tension de cizalla (Pa), obteniéndose la viscosidad dinamica en
Pa. s. El analisis empieza con una velocidad de cizalla creciente de 0 a 100 s durante 1
minuto, se mantiene a 100 s durante 1 minuto y luego se reduce la velocidad de 100 s
a 0 s, durante 1 minuto. De este modo se obtienen las rectas de flujo de las cuales se
puede determinar la viscosidad aparente de las muestras a 100 s**. Cada muestra se ha
analizado por duplicado, a una temperatura controlada de 25 °C £ 1 °C. Las mediciones

se han realizado con las muestras preparadas un dia antes.

4.5.2. Controles en proceso: pH v densidad

Densidad absoluta y pH han sido los dos controles en proceso establecidos para las

formulaciones estudiadas antes del proceso de liofilizacion.

Para la determinacion del pH se ha utilizado el equipo Crison micropH 2002 pHmeter
(Barcelona, Espafia). Para la determinacion de la densidad absoluta se ha utilizado el
densimetro Anton Para DMA (Graz, Austria).

4.5.3. Fracturabilidad del liofilizado oral

El ensayo de fracturabilidad es indicativo de resistencia mecanica. Se ha analizado la
resistencia mecanica de muestras liofilizadas E1, E2 y E3 previamente almacenadas en
moldes de PVC, selladas al vacio y mantenidas protegidas de la humedad en desecador,
antes de cada ensayo. Se ha llevado a cabo con el texturometro Stable Micro Systems™
(5 kg) con células de carga intercambiables. Se han analizado 20 muestras de cada uno
de los liofilizados orales E1, E2 y E3. 10 unidades se analizaron mediante aplicacion de
fuerza a 1 mm de compresion (cN) a la cara convexa superior del liofilizado oral y 1 mm

de compresion (cN) a la cara concava de 10 unidades.
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4.5.4. Tiempo de disgregacion del liofilizado oral

La determinacién del tiempo de disgregacion de los liofilizados orales se ha llevado a

cabo mediante técnica establecida en Ph. Eur.

Procedimiento: Se deposita un liofilizado oral en un vaso de precipitados que contenga
previamente 200 ml de agua destilada a una temperatura de entre 15 — 25 °C. Debe
disgregarse en maximo 3 minutos. El ensayo debe efectuarse seis veces. El ensayo se
considera conforme cuando las seis muestras logran deshacerse antes del tiempo de

disgregacion establecido.

4.5.5. Ensayo de humedad residual mediante técnica Karl Fischer volumétrica

El ensayo de humedad residual para los liofilizados orales ha sido llevado a cabo mediante
técnica de Karl Fischer (titracion volumétrica) con equipo 890 Titrando con Touch

Control Metro HM (Herisau, Suiza). El resultado se obtiene en % de humedad.

El equipo una vez encendido, necesita un periodo de equilibrio de entre 15 a 30 minutos.
Antes de cada analisis, se pesa cada muestra de liofilizado oral mediante balanza analitica
Sartorius ME235P, en mg. Una vez pesadas las muestras, en el equipo Karl Fischer se

introduce el peso en mg de cada muestra antes de cada titracion volumétrica.

4.5.6. Microscopia electronica de barrido (SEM)

Se ha analizado la fraccion interna de muestras de los liofilizados orales E1, E2 y E3
mediante uso del equipo SEM en los servicios cientificotécnicos de la UB. Para ello se
ha cortado longitudinalmente una muestra de cada liofilizado oral (E1, E2 y E3) con una
lamina de metal. Tras el corte, se ha afiadido polvo de oro a la superficie de la muestra
cortada. Las muestras han sido analizadas mediante microscopio Electronico de Barrido

Quanta 200 (FEI, Co.), con un voltaje de aceleracion del haz de electrones 10.00 kV.

4.6. ESTUDIO DE ESTABILIDAD: ANALISIS DVS-TGA

El estudio se llevd a cabo mediante técnica de termogravimetria de sorcion (DVS-TGA)
con el equipo Q5000SA (TA Instruments). EI método DVS permite verificar el cambio
en la masa de una muestra (en polvo) en funcién de la humedad relativa y el tiempo. Las
muestras han sido pequefias fracciones de cada una de las muestras de liofilizados orales

E1, E2 y E3, que han sido analizadas con un ciclo de 6000 minutos maximo, manteniendo
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condiciones de Humedad Relativa (HR%) y temperatura previamente estipuladas.
Primeramente se han ensayado con condiciones extremas de humedad relativa y
temperatura (40 °C de temperatura y humedad relativa de 45 a 95%). Tras el primer
ensayo, se ha vuelto a analizar las muestras con condiciones menos extremas (25°C y a

una humedad relativa maxima de 60 %).
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5. RESULTADOS
5.1. CARACTERIZACION DEL PRINCIPIO ACTIVO

La caracterizacion del principio activo no solo busca identificarlo en cuanto a su
estructura quimica y pureza, como ayuda a reconocer posibles dificultades que el mismo

pueda presentar en el desarrollo de la formulacion deseada.

En la caracterizacion de la CTZ no se ha podido llevar a cabo con éxito la determinacion
del tamafio de particula mediante técnica de difraccion de rayos laser (las particulas se

aglutinaban en los medios utilizados, indicando valores no reproducibles).

5.1.1. Resonancia Magnética Nuclear

UA0625-ctz-H1 ] 3 J388% 58883
H1 / s2pul / Gemini-300A o MR P N
dmso/Temp: 25C /N reg: D-FAR2506{31§4729 VLN - Las
Usuari: mdp / Mostra: ctz
Nom: LORENA NAVARRO RIVERA
Data:25/06/13 / Sist automatic
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/ / / r20
[
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b < s
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10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.0 4.5 0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Fig 6. Espectro RMN obtenido segun determinacion en la unidad de Quimica farmacéutica de la

Facultad de Farmacia de la Universidad de Barcelona.

Se confirma la presencia de CH>-N (del anillo piperazinico), del grupo funcional Ar
(arilo), del grupo carboxilo -COOH, y demas grupos (CH2-O) que componen la molécula
de CTZ.
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Fig 7. Espectro infrarrojo obtenido en la unidad de Quimica Farmacéutica.

5.1.2. Espectroscopia de Infrarrojo

La Fig. 7 indica picos de absorcion que identifican el principio activo puro. El espectro
IR ensefia que alrededor de 3500 cm™ se puede verificar picos de absorcion identificativos
de grupo hidroxilo (-OH), que hace parte del grupo —COOH caracteristico de &cido
carboxilico, un pico de absorcion en 2627 cm™ la presencia de —COO", un pico de
absorcion en 1740 cm™ caracteristico de -C=0 del grupo funcional carboxilo, alrededor
de 1500 cm* diferentes picos de absorcion que indican grupos —CH, presentes en la
cadena alifatica de la molécula; un pico de absorcion a 1315 cm™ correspondiendo a -C-
N (indicativo del anillo piperazinico), alrededor de 1000 cm™ un pico identificativo de-

C-Oyen 612 cm™ un pico que corresponde a la unién entre -C-Cl.
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5.1.3. Difraccion de Rayos X

Figura 1: "Cefirizina'
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Fig. 8. Difraccion de RX de cetirizina dihidrocloruro obtenido en los Servicios Cientificotécnicos

de la Universidad de Barcelona.

El difractograma del principio activo puro ensefia numerosas lineas de alta intensidad lo
que indica que la muestra analizada se encuentra en estado cristalino. La figura representa
el diagrama de difraccion del principio activo, obtenido en el rango angular principal de

2 a 60 °20. La tabla en pdf (Fig 10) relaciona los picos observados en el mismo rango

angular.
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Pos. [*2Th. ight [cts FWHM [*2Th. d-spacing [A Rel Int. [%

6.8640 131303 0.103 12.87810 4887
7.5458 123,02 0,1023 11,71605 458
82784 154112 0,1535 10,68083 5132
118731 25451 0,1023 7,45390 047
12,9815 144,61 0,1535 6.81988 538
132331 23435 0,1023 6.69074 872
142277 905,93 0,1023 622521 33,70
14,5830 1212,01 0,1023 6.07430 45,08
149672 841,16 00768 591926 31,20
152127 22101 0,1279 582426 822
16,5259 116,56 02558 536428 434
172427 103134 0,1023 5,14288 3836
182035 2626,99 0,1023 487354 97,71
187627 2688,50 01279 472054 100,00
19,0610 517,50 0,1279 465619 1925

208733 483,74 0,1791 425584 17.99

218775 30429 0,1791 406270 11,32

23,1649 108248 0,1279 3.83975 4026

23,8953 1889,02 0,1535 372401 70,26

24,5301 01747 02047 3,62006 3413

25,0539 219,85 01279 3.55436 82,57

25,6100 25549 0,1279 347843 9,50

26,0093 757.90 0,1279 342503 28,19

264337 514,71 0,1023 337188 19,14

26,6570 250,52 0,1535 334414 932

273669 114,66 0,1535 325808 426

27,8055 14388 0,0768 320856 535

28,7477 17827 0,1535 3,10552 6,63

20,0430 422,50 0,1535 3.07460 1572

20,4924 104,62 0,1535 3,02877 380

309786 479,33 0,1279 2,88677 17.83

31,4989 219.80 0,1023 2,84027 8,18

319475 16728 0,1023 2,80140 622

333274 308,32 0,1535 2,68850 14,82

34,5586 82,78 0,1535 2,50548 3,08

34920 91,15 0,1535 2,56879 339

36,1073 88,20 2047 248764 328

37,1157 100,74 0,3070 242234 375

38,6010 ) 05117 2,33248 2,68

40,6312 743 0,1535 2,22050 2,69

41,1660 4853 0.1535 2,10288 180

422811 86,63 02558 2,13759 3

43,1523 4031 0.3070 2,00643 150

45,1069 43,76 0.4093 2,00624 163

46,1428 44 0.3070 196729 128

49,8362 2101 0.3070 1,82080 081
53,3268 33,14 0.6140 1,71797 123

55,0446 212 0.6240 166698 157

Fig 9. Listado de picos observados en el diagrama de difraccion de rayos X del principio activo.
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5.1.4. Espectrofotometria UV-Vis

Absorbance

1';5 E H H H I
1.25 S Frrrenare s . — ...... . .......

05 \/\\
e N

T e : i H i

295 250 275 300 az5 450 378

Fig. 10. Perfil espectrofotométrico del principio activo donde se definen los méaximos de

absorcion existentes para la sustancia pura.

Se confirma la longitud de onda (L) en ensayo de espectrofotometria UV-Vis mediante
barrido para determinar el perfil espectrofotométrico, donde se definen los maximos de
absorcion existentes para la sustancia pura. La longitud de onda maxima se encuentra a

231 nm, cumpliendo con la especificacion de Ph. Eur. para cetirizina dihidrocloruro.

5.1.5. Estudio de solubilidad parapH 1,2: 45: 6,8y 7,0

Hemos estudiado la solubilidad del principio activo en 4 pHs (1,2; 6,8; 7,0; y 4,5). Los
estudios de solubilidad demostraron que el principio activo es muy soluble a pH 6,8 y
7,0, mientras que es muy poco soluble a pH 1,2 y 4,5 (el principio activo es libremente
soluble en disuelto en agua destilada, presentando un carécter acido, con un pH de entre
1,2 -1,8).
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5.1.6. Diagrama SeDeM

Tras anélisis del principio activo mediante diagrama SeDeM, se obtienen los siguientes

resultados (ver Fig. 11):

CTZ presenta unos resultados bajos en lo que se refiere a los parametros relativos a las
dimensiones de la forma farmacéutica en que podria ser formado. En efecto, su densidad
aparente sin compactar es de 0,207 g/ml mientras que su densidad aparente después de
compactar es de 0,276 g/ml. Ello demuestra que se esta ante una sustancia con muy baja
densidad, lo cual dificultard la obtencion de formas farmacéuticas solidas de
administracion oral, ya que con una pequefia cantidad de farmaco ocupa un gran volumen.
Este hecho implica la necesidad de disefiar una adecuada formulacién para conseguir
obtener el medicamento deseado. En cuanto a los parametros relativos a la
compresibilidad, a pesar de tener una media suficiente (r = 5,00), debe matizarse este
resultado en funcién de los pardmetros estudiados. En efecto, de los tres pardmetros
considerados, el unico con un valor excelente (r = 10) es el indice de esponjosidad, que
proviene del calculo matematico realizado a partir de los valores dimensionales de las
densidades; como estos valores son muy préximos entre ellos, el indice de esponjosidad
es excelente, ya que refleja una minima variabilidad entre densidades aparente sin
compactar y compactada, reflejo de existir poco aire incorporado entre las particulas
solidas, lo cual es positivo con respecto a un proceso de compresion. Sin embargo, el
indice de Carr es simplemente suficiente y el parametro indice de cohesividad es muy
deficiente (r = 0), hasta el punto de ser nulo. Este hecho implica una seria dificultad para
su compresion, sobre todo por via directa, lo cual hace desaconsejable la obtencién de un
comprimido bucodispersable, debiéndose plantear como alternativa la obtencion de un

liofilizado oral.

Los parametros correspondientes al deslizamiento y fluidez del farmaco son también
deficientes, teniendo unos valores de radio nulos (r = 0) en los pardmetros angulo de
reposo y tiempo de deslizamiento. Se demuestra, de esta manera, que el dihidrocloruro
de cetirizina presenta unas muy malas caracteristicas reoldgicas que haran dificil su
empleo en la elaboracion de formas farmacéuticas sélidas de administracion oral,
debiendo ser aconsejable la fabricacion de un liofilizado oral, por cuanto las

caracteristicas reoldgicas no influyen en la elaboracion. En efecto, al tenerse que preparar
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una disolucion acuosa para poder aplicar al proceso de liofilizacion, la reologia de la
sustancia pulverulenta pierde toda influencia en el proceso tecnoldgico de elaboracion y,

en consecuencia, en la obtencion del medicamento y su calidad intrinseca.

Los parametros relativos a la humedad e higroscopicidad del farmaco son excelentes,
presentando un contenido de humedad bajo (0,150%) y una higroscopicidad espontanea
también baja (0,200%). Estos factores denotan que el dihidrocloruro de cetirizina
presentara un comportamiento de estabilidad adecuado en forma sélida, lo que es bueno
para la obtencion final de formas farmacéuticas sélidas de administracion oral. También
es positivo este comportamiento con respecto a la estabilidad final del liofilizado oral, por

cuanto minimizaré la tendencia a captar humedad que todo liofilizado tiene.

Finalmente, el farmaco estudiado presenta una cantidad de particulas inferiores a 0,50 um
adecuada para su facil manipulacion en estado solido, si bien su distribucién
granulométrica es demasiado amplia. Todo ello no presenta influencia en la obtencion de
un liofilizado, por cuanto no influird en su correcta dispersion en el medio acuoso que

debe efectuarse previa a la liofilizacion ya que se trata de una sal soluble en agua.

De todo ello, resulta que se obtienen unos indices paramétricos insuficientes (IP = 0,42;
PP= 5,00; 1GC=4,79) para el planteamiento sencillo de fabricacién por compresion
directa, que son los obligados para la obtencién de un comprimido bucodispersable, o
bien, que se deshaga rapidamente en la boca. En consecuencia, se debe recurrir a la
alternativa de fabricar un liofilizado oral para obtener una forma farmacéutica de

administracion oral apta para su dispersion inmediata en la boca.
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Fig. 11. Resultados del diagrama SeDeM para cetirizina dihidrocloruro.

52. METODO ANALITICO

Se ha desarrollado un nuevo método analitico de CLAE para la identificacion y
cuantificacion del principio activo (cetirizina dihidrocloruro) e identificacion de sus
productos de degradacion. Para ello se ha tenido en cuenta la naturaleza hidrofilica del
principio activo, y por lo tanto se ha estudiado el uso de dos tipos de material de fase
estacionaria de columnas cromatogréaficas: C18 (més hidrofdbica, octadecilsilil), y C8
(hidrofobicidad intermedia, octilsilil). También se ha estudiado la molécula de CTZ
utilizando para ello el programa SPARC (Sparc Performs Automated Reasoning in
Chemistry) desarrollado por la EPA (United States Environmental Protection Agency)

con el proposito de predecir a cual pH se adecuaria mejor la ionizacién de la CTZ (72).
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5.2.1. Desarrollo del método analitico

Primeramente se ha analizado la estructura molecular de CTZ con el programa SPARC
(72) que auxilia en predecir cual pH es el adecuado para la ionizacion del principio activo,
puesto que presenta la grafica de especies de CTZ conforme el pH que se utilice (ver Fig.
12). La gréfica de especies de CTZ y pH ensefia que no es recomendable utilizar un medio
a pH3 para la ionizacidn del principio activo por presentar seis especies distintas de CTZ
ionizadas con el mismo pH3, sin que se presente una definicion clara entre ellas. Mientras
tanto, a pH2 se puede observar una especie de CTZ protonada (S6) y a pH7 una especie
de CTZ anionizada (S1) (ver Fig. 12). Como dato adicional, se conoce que el principio
activo es libremente soluble en agua, y practicamente insoluble en acetona y cloruro de
metileno (51); presenta valores de pKa de 2,7 (pKal), 3,6 (pKa 2) and 7,6 (pKa 3) (73).
No obstante, debido a encontrarse en la literatura métodos cromatograficos que utilizaban
soluciones reguladoras a pH3, o con valores alrededor de 3 (2,8; 3,5, por ejemplo), se ha
decidido considerar el pH3 en el estudio (74-76). Durante los estudios preliminares del
desarrollo analitico se ha combinado diferentes proporciones de acetonitrilo y soluciones
acuosas a pH3 (agua MilliQ acidificada a pH3 con acido ortofosforico al 85%). Los
estudios preliminares se han llevado a cabo mediante inyeccion de solucion de CTZ 500
ug ml 1, utilizando para ello columna cromatografica C18, con un flujo de fase mavil de
1 ml min "%, un volumen de inyeccion de 25 pl, temperatura de horno de 30 °C, longitud
de onda de 230 nm, en modo isocratico. Los efectos de la composicidn éptima de eluentes
han sido estudiados, obteniéndose un tiempo de retencion (tr) de ocho minutos para CTZ
con 35:65 (v/v) de acetonitrilo y solucion acuosa a pH3. Ademas, también se ha intentado
ajustar la fase movil -estudiandose el efecto de la proporcion entre el disolvente organico
y la solucidn reguladora de pH- de manera a poder alcanzar un tr de aproximadamente 6-
7 minutos para CTZ. Para reducir el tr, se ha intentado utilizar una solucién reguladora
de 0,2 M KoHPO4 pH7. Se ha observado que manteniéndose las mismas proporciones de
disolvente organico y solucion reguladora de pH, y pasando del pH3 al pH7 (utilizando
para ello solucion reguladora al 0,2 M de fosfato potasico dibasico a pH7), se ha

alcanzado un tr de 5-6 minutos.

No obstante, el pico de CTZ obtenido presentaba una ampliacion de la cola. Siendo asi,
en vez de utilizar un par idnico para mejorar la resolucion de pico, se ha cambiado la

columna cromatografica C18 (Kromasyl 100-5 C18) a una C8 (Eclipse XDB C8), y se
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ha probado con las mismas condiciones anteriores: acetonitrilo y solucion fosfato a pH7
(35:65, respectivamente), volumen de inyeccion 25 pl, flujo 1 ml min "%, temperatura de
horno 30 °C, 230 nm de longitud de onda. Eso ha resultado en la eliminacion de la cola.
Habiéndose determinado las proporciones de eluentes de la fase movil isocratica y el pH
de la solucién acuosa a pH7, se ha obtenido el tr deseado, y se ha establecido el método

analitico para la identificacion de los productos de degradacion obtenidos.

5.2.2. Ensayo de degradacion

Una vez desarrollado el método analitico, se llevd a cabo el ensayo de degradacion con
el objeto de detectar un perfil completo de productos de degradacion. Se han realizado
los ensayos bajo hidrolisis basica a temperatura ambiente, hidrolisis &cida a temperatura
ambiente, hidrolisis basica a 105 °C, hidrolisis acida a 105 °C, CTZ bajo luz ultravioleta
(UV), CTZ bajo luz de infrarrojos (IR), bajo luz ambiente durante 15 dias, bajo calor seco
a 105 °C, humedad relativa a HR79% y H202 al 33%. Se han obtenido los siguientes
resultados: CTZ ha sido degradada en hasta un 19% bajo hidrdlisis acida a 105 °C,
presentando cinco picos. Bajo hidrolisis basica a 105 %, CTZ se ha degradado en un 15%,
presentando doce picos de degradacion, seguido de luz ambiente (10%, un pico de
degradacién), UV (9%, cuatro picos de degradacion), IR (8%, cuatro picos de
degradacidn) y calor seco a 105 °C (3%, seis picos de degradacion). CTZ ha presentado
picos de productos de degradacién bajo hidrdlisis &cida (tres picos) y bésica a temperatura
ambiente con tres picos cromatograficos (ver Tabla 4 con los trr). No obstante, la

degradacion en ambos casos no ha sido sustancial (ver Tabla 5).

Comparando los perfiles cromatograficos de CTZ disuelta en solucion reguladora fosfato
(Fig. 13) sin condiciones de estrés (condiciones normales) con CTZ bajo condiciones de
humedad HR79% (Fig. 14), se ha observado que el principio activo no ha presentado
degradacion sustancial bajo humedad HR79%, presentando un perfil cromatografico

similar al de CTZ en condiciones normales, a la misma concentracion.
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Fig. 12. Gréfica de especies de cetirizina dihidrocloruro segin pH (SPARC).

900_. DEGRADACIONMPO709 #11 [moditied by ULTIMATE 3000] W VIS 1
_mAU WVL:230 nm
1 1-6,228

750

625
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] I

T
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2004 ——

0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Figura 13. CTZ disuelta en solucién reguladora fosfato (condiciones normales).
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DEGRA DA CIONMP0304 #12 [modified by ULTIMATE 3000] UvV_ViIS_ 1
mAU WVL:230 nm

1-6,367

min
-200. T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Fig. 14. CTZ bajo condiciones de Humedad HR 79%.

Bajo estrés oxidativo, CTZ ha presentado un 79% de degradacion, presentando cinco
picos de degradacion (ver Fig. 15) y en Figura 16 se puede visualizar el espectro
cromatografico de cada producto de degradacion y el principio activo.

3.000—PEGRADACIONMP0620 #18 [modified by ULTIMATE 3000] UV_VIS 1

T WVL:230 nm
2.5007W
2.000—
1.500—
1.000-
500 1- 3,080
] 2-5,963
sl Sl s-ausmeisees | s-20093 6:330  mn
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

Fig. 15 CTZ bajo estrés oxidativo.
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Fig. 16. Espectro cromatografico de productos de degradacion y CTZ bajo H.0- al 33% (p/v).
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Ademaés, el valor del pico de pureza para CTZ bajo estrés oxidativo ha sido de 998
(considerando 1000 como 100% pureza), lo que indica la presencia de un pico homogéneo
(Tabla 5). No obstante, al inicio del proceso de elucion, el ensayo de detector de diodo ha
detectado un nivel de productos de degradacion mayor que su umbral, lo que demuestra
una posible saturacién de la columna cromatografica con H20- al 33%. Hay también la
hipotesis de que un 79% de descomposicion puede ser atribuida a la degradacién de los
mismos productos de degradacion, lo que generaria méas productos de degradacion,
debido a la exposicion del principio activo durante 24 horas bajo estrés oxidativo. Eso
Ileva a la conclusion de que es necesario cambiar el procedimiento de estrés oxidativo por
reduccion de la concentracion utilizada de H20, (33%) o reducir el tiempo de exposicion
del principio activo al H20O2 (24 horas), 0 ambos. Resultados satisfactorios se han obtenido
estudiando el indice de pureza de pico para CTZ bajo condiciones de estrés, lo que

confirma la alta especificidad del método analitico para CTZ (ver Tabla 5).
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Tabla 4. Resumen de los picos de degradacion del producto en el tiempo de retencion relativo (rTR, min)

Condiciones de | rtr (min) CTZ | rtr (min)

estrés

Humedad 1,00

HR79%

Hidrdlisis acida 0,51 081 | 087 1,00

*TA

Hidrolisis acida | 0,46 0,50 0,64 0,87 1,00 5,00
at 105°C

Luz ultravioleta 0,52 0,59 0,81 1,00 2,00 4,30

(UV)

Luz infrarroja 0,51 0,60 0,66 0,81 1,00

(IR)

Hidrolisis basica 0,53 0,81 0,87 1,00

*TA

Hidrdlisis basica | 0,46 0,48 | 051 | 0,58 0,71 0,86 1,00 | 1,60 | 2,00 2,80 | 3,40 5,00 9,10
at 105°C

Calor seco a 105 0,50 0,72 |080 | 0,90 1,00 4,30 5,00
°C

Luz directa 15 0,60 1,00

dias

H,0, at 33% 0,51 1,00 1,90 | 2,60 4,40 5,70
Condiciones 1,00

normales
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Tabla 5: Determinacion de pureza mediante analisis de pico cromatogréafico por detector de diodos de espectro UV-Vis de CTZ y resultados de
estudio de degradacion

Condiciones de | Indice de pureza @ Descomposicion (%) Medida de descomposicion
degradacion

Humedad HR79% 952 0 Ninguna

Hidrolisis acida *TA 990 0 Ninguna

Hidrdlisis acida a 105 °C 998 19 Sustancial

Luz ultravioleta (UV) 962 9 Sustancial

Luz infrarroja (IR) 962 8 Sustancial

Hidrolisis basica *TA 972 0 Ninguna

Hidrolisis bésica a 105 °C | 986 15 Sustancial

Calor seco at 105 °C 953 3 Sustancial

Luz directa 15 dias 996 10 Sustancial

H202 a 33% *TA 998 79 Sustancial

CTZ (sol reguladora | 990 0 Condiciones normales
fosfato)

4indica que el indice de pureza de pico cromatogréfico debe ser superior a 950, considerando 1000 como 100% pureza; *TA: temperatura ambiente.
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5.2.3. Validacién del método

El método desarrollado ha sido validado mediante las directrices ICHQ2B (70). Los
parametros de validacion incluyen: linealidad, precision, exactitud y especificidad, LOD
y LOQ (70,71).

5.2.3.1. Linealidad del ensayo para principio activo

El ensayo de linealidad para CTZ se ha verificado mediante anélisis por triplicado de siete
concentraciones diferentes, es decir, tres rectas de rango de concentracion de CTZ 130-
70%. Como resultado, la ecuacion de regresion linear encontrada ha sido de Y= 769,56
X + 14,573 (r? = 0,9994), k = 3 (nimero de replicados), n = 7 (niveles de concentracion),
650 pg ml 1 (= 0,65 mg/ml) a 350 pug ml * (= 0,35 mg/ml) para CTZ. En el cual, Y era
la variable dependiente, X era la variable independiente, 769,56 era la pendiente y que
mostré un cambio en la variable (Y, ordenada en el origen) dependiente por unidad de
cambio en la variable (X) independiente; 14,573 ha sido el ordenada en el origen es decir,
el valor de Y variable cuando X= 0. Abajo se ensefian los resultados cromatogréficos de
la recta n® 1 al 70-130%, seguido de los resultados de la recta de regresion y resultados

estadisticos.

VALID MET RIQUEZA 0228 #50 Lir 1-70% uUv_vIS_1
2.000 == WWVL:230 nm)|
1.800-]
1.600
1.400]
1.200-]
1 2-5782
1.000-
800
600
400
200
] 1 -2,327 1 ; min|
= - v 7 7
o0 1.0 2.0 3.0 4.0 5.0 6.0 70 8.0 2.0 100
No. Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU mAU"min Yo
1 2,33 n.a. 1,139 0,138 0,05 n.a. BMB
2 5,78 n.a. 1053,462 281,795 99,95 n.a. BMB
Total: 1054,601 281,933 100,00 0,000

Fig. 17. Linealidad ensayo para CTZ al 70% (= 0,350 mg/ml).
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5 000 VALID MET RIQUEZA 0228 #49  Linealidad 1-80% _ uv_ VIS 1
x TmAU WWVL:230 nm)|
1300—
1.600-
1.400-
1.200.] 2-5,793
1.0001
800
600
400-
200+
-1 1 L 1-2.338 L min|
o0 o " 20" = 30 40 'so " eo " 70 80 S0 100
No. Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU mAU*min %
1 2,34 na. 1,349 0,178 0,05 n.a. BMB
2 579 n.a. 1208,358 324,186 99,95 n.a. BMB
Total: 1209,707 324,364 100,00 0,000
Fig. 18. Linealidad ensayo para CTZ al 80% (=0,400 mg/ml).
2 Uoo_JACibihﬁ'élmJEZA 0228 #48 Linealidad 1-90% UV_VIS_1
. JdmAU WWVL:230 nim)|
1.800—-
1.600]
1 .400—: 2.5773
1.200
1.000-
800}
600}
400
200
- 1 -2,347 | min|
10 T T T T T T T T T =
] 0.0 1.0 2.0 3,0 40 50 60 7.0 80 90 100
No. Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU mAU*min Yo
1 2,35 na. 1,647 0,203 0,06 n.a. BMB
2 577 n.a. 1355,178 362,790 99,94 n.a. BMB
Total: 1356,825 362,993 100,00 0,000

Fig. 19. Linealidad ensayo para CTZ al 90% (= 0,450 mg/ml).
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VALID MET RIQUEZA 0228 #47 Linealidad 1-100%

Uv_Vvis_1

JmAU
1.800-
1.600]

] 1-5828
1.400-

1.200

1.000-

400

200

WVL:230 nm

min|

-10 T 1 T T

T
1,0 2,0 3,0 7.0

T T
5,0 6,0

80 9.0 10,0

Rel.Area
%

Area
mAU*min

Ret.Time Peak Name

min

Height
mAU

Amount Type

1 5,83 n.a. 1489,839 400,867 100,00

n.a. BMB

Total: 1489,839 400,867 100,00

0,000

Fig. 20. Linealidad ensayo para CTZ al 100% (=0,500 mg/ml).

Linealidad 1-110%

uvvis1 |

VALID MET RIQUEZA 0228 #46 _
2.0001720

1.800-]

4 2-5770
1.600

1.400-
1.200-]
1.000-

800-]

600}

400

1 4 1-2330 y

WVL:230 nm)

min|

T
7.0

-10 T T T T T T
1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0

T T
8,0 9,0

10,0

Area
mAU*min

Ret.Time Peak Name

min

Height

Rel.Area
mAU Y

%

Amount Type

1 2,33
577

1,773
1619,469

0,207
438,194

0,05
99,95

n.a.
n.a.

BMB
BMB

na.
n.a.

Total: 1621,243 438,400 100,00

0,000

Fig. 21. Linealidad ensayo para CTZ al 110% (0,550 mg/ml).
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2;0; VALID MET RIQUEZA 0228 #45 Linealidad 1-120% UV_VIS_1
. JmAU WVL:230 nm
1.300°] 2-5807
1.600-
1.400-
1.200-
1.000:‘
800-
600
400-]
200
] ; 1-2,338 min|
105 T T T T T T T T T —
0,0 1,0 2,0 3.07 f,O . 5,0 ) 6,0 7.0 8,0 9,0 10,0
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU _ mAU*min %
1 2,34 n.a. 1,864 0,220 0,05 n.a. BMB
2 5,81 n.a. 1726,129 482,853 99,95 n.a. BMB
Total: 1727,992 483,073 100,00 0,000
Fig. 22. Linealidad ensayo CTZ al 120% (=0,600 mg/ml).
2.000_VALID MET RIQUEZA 0228 #44 Linealidad 1-130% UV_VIS_1
-000 AU WVL:230 nm)|
] 2-5762
1.800
1.600
1.400]
1.200-]
1.000
aoo—:
600
400
200
] L 1-2,323 ) min|
-10 T T T T T T T T T
0.0 1,0 2,0 3,0 4,0 50 6.0 7.0 8.0 9.0 10,
No. Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU mAU*min Y
1 2,32 n.a. 2,227 0,301 0,06 n.a. BMB
2 5,76 n.a. 1847,046 513,668 99 .94 n.a. BMB
Total: 1849,272 513,969 100,00 0,000

Fig. 23. Linealidad ensayo CTZ al 130% (=0,650 mg/ml).
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La ecuacion del modelo ajustado para la recta n® 1 de 70-130% (0,350-0,650 mg/ml) es:
Areas = 11,9229 + 777,398*concentracion

Dado que el p-valor en la tabla ANOVA es inferior a 0,01, existe relacion
estadisticamente significativa entre areas y concentracion para un nivel de confianza del
99%.

El estadistico r? indica que el modelo explica un 99,9001% de la variabilidad en areas. El
coeficiente de correlacién (r) es igual a 0,9995, indicando una relacion relativamente
fuerte entre las variables. El error estandar de la estimacion muestra la desviacion tipica

de los residuos que es 2,90892.

El error absoluto medio (MAE) de 2,02242, es el valor medio de los residuos.

mg/ml x area (m.Au)

=777,4x + 11,923
475 / y=777, )
/ R? = 0,999
425
/ ¢  areaY observada
375

Lineal (area Y observada)

325

275 T T !
0,350 0,450 0,550 0,650

Fig. 24. Recta de regresion linear para la recta n°® 01 de concentracion 0,350-0,650 mg/ml del

ensayo para CTZ.
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5.2.3.2.  Precision para ensayo del principio activo
2 000-YALID MET RIQUEZA 0228 #11 i Precision Inter 130% UV VIS 1
JmAU WVL:230 nm
] 2-5,807
1.800—:
1.500{
1,4no—i
1.200-:
1.000—:
soo{
500—:
400
200
1 ; 1-2,345 | min|
10 T 7 T T T T T T T
0.0 1.0 2,0 30 4,0 5.0 6,0 70 80 90  100|
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU mAU*min %
1 2,35 n.a. 2,357 0,299 0,06 n.a. BMB
2 5,81 n.a. 1880,219 513,503 99 94 n.a. BMB
Total: 1892,576 513,802 100,00 0,000

Fig. 25. Precision intermedia para concentracion al 130% (=0,650 mg/ml).

En cuanto a la precision analitica para el ensayo de CTZ (ver Tabla 6), se han preparado

tres niveles de concentracion (0,650, 0,500 and 0,350 mg/ml, correspondiendo a las

concentraciones al 130, 100 y 70%), con 10 inyecciones de cada muestra, por dia. Abajo

se indican tres cromatogramas del ensayo de precision analitica:
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VALID MET éIQUEZA 0228 #27

Precision Inter

100%

wwvis1 |

2,000
1800
1600
1 .400-:
1 2oo—

1.000-

800

y 1-2.347

WVL:230 nm)

2-5,835

min,

10— 7
1.0

T T T T
2,0 3.0 4,0 50

T T T
6,0 7.0 8,0

T
9,0

10,0

Ret.Time
min

Height
mAU

Peak Name

Rel.Area Amount
%

Area
mAU*min

Type

1 2,35
2 5,84

1,624
1517, 475

n.a.
n.a.

n.a.
n.a.

0,193 0,05
402,645 99,95

BMB
BMB

Total:

1519,099

402,838 100,00 0,000

Fig. 26. Precision intermedia para concentracion al 100% (=0,500 mg/ml).

VALID MET RIQUEZA 0228 #40

_Precision Inter 70%

UV VIS 1

2.000 TnAU
1 .800—?
1 .600—5
1 .40(}—5
1 .OOO—f

800—5

600-]

400

, 1-2,328

2-5778

WVL:230 nm

min|

=10 T
0,0

1,0

2.0 3.0 40 50

T
9,0

10,0

6,0 7,0 8,0

Ret.Time
min

Peak Name Height

mAU

Rel.Area Amount

%

Area
mAU*min

Type

1 2,33
5,78

1,204
1073,451

n.a.
n.a.

0,142
282,778

0,05
99,95

n.a.
n.a.

BMB
BMB

Total:

1074,655

282,920 100,00 0,000

Fig. 27. Precision intermedia para concentracion al 70% (=0,350 mg/ml).
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Los resultados obtenidos han demostrado que el método desarrollado es reproducible al
presentar un coeficiente de variacion (CV%) inferior al 2,7% para las tres concentraciones
estudiadas (al 70, 100 y 130%), segun directrices AOAC (71), con un 1,43% para tr y
1,65% para area de pico el dia 1, y un 1,03% para tr y 1,20% para area de pico el dia 2
(ver Tabla 6).

5.2.3.3.  Exactitud para ensayo del principio activo

En términos de exactitud para las concentraciones al 70-130%, segun los resultados
obtenidos (ver Tabla 7), el porcentaje de recuperacion se encuentra dentro del rango de
98,56 a 101,44, estando dentro de los limites establecidos por la AOAC (71) que son 98-
102%, lo cual indica la exactitud del método analitico desarrollado para CTZ.

5.2.3.4. Determinacion de los limites de cuantificacién y deteccion

VALID Met Impur 0417 #17 [modified by ULTIMATE 3000] UV VIS 1
4007 AU WVL:230 nm
1
3,504
300]
250]
2,00
1,501
1,00
0,50 1-5,802
000, ; 4
-0,50-]
: min|
—— ; ——
; 'mo.u 1.0 2.0 3.0 40 50 6.0 7.0 8.0 9,0 10,0
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU  mAU*min %
1 5,80 n.a. 0,393 0,083 100,00 n.a. BMB*
Total: 0,393 0,083 100,00 0,000

Fig. 28. Cromatograma de la concentracion 0,000125 mg/ml (=0,125 pg/ml) extraido del estudio

de linealidad para establecer los limites de cuantificacion y deteccion para el principio activo.
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Se han estudiado siete rectas independientes de dilucién, es decir, siete replicados (K =
7), cada recta con seis concentraciones diferentes (n = 6) en el rango de 5-0,125 pug mi™,
Se ha calculado el LOD y el LOQ en relacion con las desviaciones estandar (SD) de las
ordenadas en el origen de las lineas de regresion de las siete diluciones seriadas de las
seis concentraciones diferentes mencionadas anteriormente, mediante promedio de las
pendientes de las rectas de calibracion multiplicado por 3,3 y 10, respectivamente,
obteniéndose un LOD de 0,056 pug mlty un LOQ de 0,17 ug ml 2.

No obstante, se ha demostrado que el valor de LOQ de 0,17 pg ml  no era lineal con la
recta de seis concentraciones diferentes (n= 6) Teniendo en cuenta el rango definido por
la ICH para productos de degradacion, por razones de linealidad se ha considerado el
rango alrededor de un limite sugerido (probable) (70). De esa manera, la linealidad se ha
establecido desde un LOQ a 120 %. Asi, un nuevo LOQ con SD =0,0111 pg ml *y CV
% = 6,1605% ha sido establecido (0,25 pg ml 1).

[ VALID Met Impur 0417 #16 [modified by ULTIMATE 3000] ___ Uv_VIS_1
| 4001 WVL:230 nm
3,501 !
] !
3,00}
2,50}
2003
{ 1.504
1.00]
] 1-5,905
0s0]
0,00
-0,50]
i _min|
| _1'000‘0 "10 20 30 40 50 __Efo _ ?fo_ ___:_afﬂ_ _910 100 |
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU _ mAU*min %
1 5,91 n.a. 0,747 0,193 100,00 n.a. BMB*
Total: 0,747 0,193 100,00 0,000

Fig. 29. Cromatograma del estudio de linealidad 0,25 — 5 pg/ml (= 0,00025-0,005 mg/ml).
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Tabla 6. Reproducibilidad y precision intermedia de acuerdo con el tiempo de retencidn (tr) y area de pico para ensayo con CTZ

tr Area de pico
Dia mgmL? Promedio+2SD (min) °CV (%) | Promedio +3SD (mAU.min) °CV (%)
K =10 bK=10

1 0,650 5,79+0,0274 0,4747 | 512,54 +1,7865 0,5365
0,500 5,79 £ 0,0327 0,5646 | 399,69 + 1,9090 0,4777
0,350 5,80 +0,0228 0,3929 | 281,21 +1,7867 0,6353

2 0,650 5,77 £ 00,0195 0,3384 | 511,75+ 2,2059 0,4310
0,500 5,78 £ 0,0149 0,2584 | 399,54 +1,5972 0,3997
0,350 5,80 + 0,0248 0,4279 | 281,63 +1,0483 0,3722

aSD (Desviacion estandar) ; ® K (nimero de inyecciones); ¢ CV% (coeficiente de variacion %)
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ug/ml x area (m.Au) y= 0|81R225fi0:0145

4,18
3,68
3,18
2,68
2,18
1,68
1,18
0,68

0,18
0,25 0,75 1,25 1,75 2,25 2,75 3,25 3,75 4,25 4,75

Fig. 30. Recta de regresion lineal para rango 0,25-5 pg/ml (= 0,00025-0,005 mg/ml).

5.2.3.5. Linealidad, precisiéon y exactitud del método para 0,25 — 5 ug/ml

En base a los resultados obtenidos de LOQ, se define la ecuacion de regresion linear
calculada de Y = 0,8125X-0,0145, con una r?>=0,9999, para n = 5 (niveles de
concentracion), k = 7 (nimero de replicados), 0,25-5 pg mI (ver Fig.30 y Tabla 8).

Considerando los resultados obtenidos de validacion del método analitico CLAE para el
rango de 0,25-5 pg/ml (ver Tablas 8 y 9), se ha visto que el método desarrollado cumple
con la normativa AOAC en cuanto al CV% permitido (2,7% para precision o
reproducibilidad, Tabla 8) y rango (de 90-110% para recuperacién, Tabla 9), lo que
confirma la aplicabilidad del método analitico en la identificacién y cuantificacion del

principio activo.
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Tabla 7. Concentraciones detectadas (pg/ml), error relativo (en %), recuperacion (en %) para ensayo con CTZ

aConcentracion teorica (Ug Concentracion detectada (g

Error relativo

® Recuperacion

Recuperacion

¢ Recuperacion

mL ) mL) % % promedio (SD)

650 641,29 1,25 98,75 98,66 0,09

650 641,27 1,36 98,65

650 640,67 1,45 98,56

500 500,96 0,19 100,19 100,49 0,57

500 500,71 0,14 100,14

500 505,80 1,14 101,16

350 352,16 0,61 100,61 100,95 0,43

350 352,77 0,78 100,79

350 355,05 1,42 101,44

2650 ug mL = 0,650 mg/ml =130%
4500 pug mL™* = 0,500 mg/ml= 100%,
2350 ug mL*= 0,350 mg/ml =70%;

b limites de recuperacion (98-102%);

¢SD (Desviacion estandar)
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Tabla 8. Precision: promedio, desviacion estandar (SD) y coeficiente de variacion (CV%) del area de pico en mAU (5 — 0,25 pug mL™?)

Concentracion tedrica (ug/ mL) Promedio de concentracion +2SD (ug mL™) °CV (%)
(°k=7)

5,000 4,0495 + 0,1040 2,5701

2,500 2,0121 £ 0,0251 1,2502

1,250 1,0012 + 0,0326 3,2622

0,500 0,4021 + 0,0327 8,1334

0,250 0,1818 + 0,0111 6,1605

aSD (Desviacion estandar); °k (nimero de replicados); ¢ CV% (coeficiente de variacion).
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Tabla 9. Exactitud

: Error relativo y porcentaje de recuperacion (rango 5 — 0,25 pg/ml)

Concentracion Concentracion promedio encontrada Error relativo ‘Promedio de dSD% de
pg/ml (ng/ml) (K =7) promedio (%) recuperacion% recuperacion
5 5,000 0,620 100,070 0,74
1,25 1,248 3,310 99,840 4,10
0,25 0,235 9,390 94,210 10,00

a K=7 (nimero de replicados); ° error relativo promedio (%), ¢ promedio de recuperacion (%), ¢ SD desviacion estandar.
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5.3. PREFORMULACION Y FORMULACION DEL LIOFILIZADO ORAL

El objetivo del estudio de preformulacion y formulacion ha sido el de desarrollar un
liofilizado oral (LO) que presentara ausencia de formas metaestables (detectadas
mediante técnica DSC) y tuviera un aspecto final redondo y con sabor agradable, sin
grietas y facil de extraer del molde de PVC, tras aplicarse ciclo de liofilizacion de entre
24-28 horas (congelacién a -40 °C durante minimo 2 horas, secado primario con presiones

entre 125 a 96 pbar, y secado secundario hasta 40 °C).

Para ello se han llevado a cabo estudios de DSC y FDM para detectar la mejor
combinacidn de principio activo y excipiente (s), pruebas de viabilidad de liofilizacion en
vial y en moldes de PVC, y demés ensayos para caracterizar tanto la formula en estado

liquido como solido.

5.3.1. Ciclo de liofilizacion

El ciclo estandar de liofilizacion consiste de un periodo de congelacién a -40 °C de
minimo 2 horas (congelacion del producto liquido en moldes de PVC), con secado

primario aplicando presion de vacio entre 95-125 pBar y secado secundario a 40 °C.
El ciclo de liofilizacién completo (secado primario y secundario) es de 24-28 h.

5.3.2. Pruebas de viabilidad de liofilizacion en vial y en moldes de PVC

En las pruebas iniciales de viabilidad de liofilizacion, tanto en vial como en moldes de
PVC, la concentracion de CTZ utilizada ha sido de 1% (p/v), de modo que 1 ml de
solucion (con o sin excipiente) presentara una pastilla liofilizada equivalente a 10 mg de

principio activo.

5.3.2.1. Manitol v principio activo en vial

Primeramente se ha investigado buscando como criterio inicial el aspecto final de una
pastilla liofilizada con el principio activo y el excipiente manitol como Unico agente de
carga en viales de cristal. Se han elaborado soluciones de CTZ al 1% (p/v) con manitol a
tres distintas concentraciones (0,25; 0,5 y 1%, p/v). Cada vial se dosifico con 1 ml,
mediante uso de pipeta automatica. De esa manera, cada vial presentd una pastilla con 10
mg de CTZ (ver Fig. 31).
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Fig. 31. De izquierda a derecha: resultados de la primera prueba de viabilidad de liofilizacién con

cetirizina dihidrocloruro al 1% (p/v) y distintas concentraciones de manitol (0,25; 0,5 y 1% p/v).

Tras el proceso de liofilizacion, se ha visto que las concentraciones con 0,25; 0,5y 1%
(p/v) de manitol eran muy bajas para que se generara una pastilla robusta; es decir,
presentaban poco agente de carga (ver Fig. 31). Siendo asi, se ha probado liofilizar
manteniendo la misma concentracion de principio activo (CTZ al 1% p/v) incrementando
la concentracion del excipiente manitol al 2% (p/v). Con una mayor concentracion de
agente de carga, se obtuvieron pastillas mas compactas. No obstante, se considero que era
una pastilla demasiado grande para una dosis de 10 mg. Para reducir el tamafio de la
pastilla, se llevan a cabo pruebas de viabilidad de liofilizacién con un excipiente con

funcién aglutinante, el PVP K30.

Otro detalle que se ha observado tras los primeros ensayos fue el resultado de liofilizar
solamente el principio activo, sin presencia de excipiente. La liofilizacion al 1% CTZ
(p/v) ha resultado en una pastilla compacta y con un aspecto cristalino (ver Fig. 31).

5.3.2.2. PVP K30 v principio activo en vial y en molde de PVVC

El PVP K30 se utiliza en formulaciones de comprimidos por via oral como aglutinante.

Buscando esta misma funcion en la formulacion del LO y observando estudios que

utilizan el excipiente PVP en concentraciones de alrededor de 0,8% al 1,4% (p/v), se han

liofilizado en vial soluciones de PVP K30 al 1, 3 y 5% (p/v) manteniendo la concentracion

de CTZ al 1% (p/v) para observar el aspecto final de la pastilla liofilizada (Fig. 32). Se
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obtuvieron pastillas compactas para la concentracion al 5% (p/v) pero con un aspecto
poco uniforme para las concentraciones al 1 y al 3% (p/v). Se vuelve a liofilizar la
concentracion al 5% (p/v) con principio activo, en molde de PVC ovalados de 10 mm de
altura por 15 mm de largo, con una capacidad de 1 ml. Algunos liofilizados presentaron
un aspecto agrietado, con un resultado poco uniforme, deduciéndose que el agrietamiento
se debiera posiblemente a falta de agente de carga para conseguir un liofilizado compacto

dentro del alveolo.

5.3.2.3.  Principio activo, manitol y PVP K30 en vial

Tras las pruebas iniciales de manitol al 2% (p/v) en vial, y PVP K30 al 5% (p/v) en vial
y en molde, se vuelve a probar con PVP K30 al 5% (p/v) en vial con 2% (p/v) de manitol
(Fig. 32), para observar el aspecto final de la combinacion entre los dos excipientes vy el
principio activo. Se obtuvieron pastillas compactas. Las concentraciones de PVP K30 al
1y 3% (p/v) con manitol al 2% (p/v) y CTZ al 1% (p/v) presentaron estructuras

liofilizadas poco uniformes en su superficie.

10507 1057 80,0] 80,07 80,07 80,0]

o45]  945] 640] 640] e40] a0

so] sw] 0] w0 0] wo |-t

sl s ome] me] o] mo]ff

630] 630 160 160 160 16,0 [ hf-fr i e

5259 525 0,0 0,04 0,0 0,0

o] o] .0 0] 60 -804 fhf

as]  as] e o] 2] o] P

a0 a0 80| 0] 480 40 ||

g T G 14:57:22 | :58:54

B OE S| Sh <5 <8 T pasas 06:45:50) B 01:00:26 ve01:
wjodia| | 10j06/14 11j06/14 11/06/14 11/06/14 110614 12J06]14 12J06]

581 11:03:30/ 16:05:02
14 1200614 12/06/14

0] o] -so0] s00f s00f 80,0

Fig. 32. Ciclo de liofilizacién aplicado a soluciones de PVP K30 al 1, 3 'y 5% (p/v) con principio

activo al 1% (p/v) en vial.
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Fig. 33. Superior: pruebas con manitol al 2% (p/v), CTZ al 1% (p/v) y PVP K30 al 3% (p/v)
(izquierda) y al 1% (p/v) (derecha). Inferior: figura que compara la pastilla liofilizada de CTZ al
1% (p/v) (primera a la izquierda) con tres pastillas liofilizadas de CTZ al 1% (p/v), manitol al 2%
(p/v) y PVP K30 al 5% (p/v).

5.3.2.4.  Principio activo, PVP K30 y manitol en molde PVVC

Tras llevarse a cabo las pruebas de viabilidad de liofilizacion con manitol al 2% (p/v),
PVP K30 al 5% (p/v) y CTZ al 1% (p/v) en vial de cristal (con un resultado aceptable en
cuanto a pastilla compacta), se decide probar dicha combinacion en moldes de PVC con

una dosis de 1 ml, correspondiendo a 10 mg de CTZ.

Para ello, se utilizaron dos tipos de molde de PVC:

= molde redondo de 5 mm de altura y 15 mm de diametro, con una capacidad de 1 ml
= molde ovalado de 10 mm de altura por 15 mm de largo, con una capacidad de 1 ml

Las muestras liofilizadas en moldes de alveolo redondo presentaron una superficie poco
uniforme. Algunos LO redondos se han roto durante el proceso de liofilizacion. Las
primeras pruebas con alveolo ovalado han presentado un liofilizado sin grietas, que se

rompian al extraerse del molde (ver Fig. 36).
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Fig. 34. Ciclo de liofilizacion aplicado a prueba de viabilidad de liofilizacién con CTZ al 1%
(p/v), manitol al 2% (p/v) y PVP K30 al 5% (p/v) en alveolos de 1 ml de capacidad.
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Fig. 35. Ciclo de liofilizacién aplicado a pruebas de viabilidad entre manitol al 2% (p/v), PVP

K30 al 5% (p/v) y principio activo al 1% (p/v) con alveolos de 0,5 ml de capacidad.

Visto los resultados con alveolos de 1 ml de capacidad, se prueba la misma proporcion
de excipientes (2% manitol y 5% PVP K30 p/v) y se concentra el principio activo al 5%
(p/v), para dosificar en alveolos redondos de 200 ul de capacidad (200ul =10 mg de CTZ)
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con el objeto de reducir el tamafio del liofilizado. Los alveolos redondos de 200l de
capacidad median 10 mm de didmetro por 4 mm de altura. Se han obtenido liofilizados
que presentaban grietas en su interior. De esta manera, se descarto este tamario de alveolo
y esta concentracion de CTZ, observandose que la misma formulacion no pudo

expandirse adecuadamente dentro del mismo.

Se lleva a cabo una nueva prueba con moldes redondos 5 mm de altura y 12 mm de
diametro, con 0,5 ml de capacidad (una capacidad intermedia entre 1 ml y 200 pl),
manteniendo la misma concentracion de excipientes (2% manitol, 5% PVP K30 p/v) y
aumentando la concentracién de CTZ al 2% (p/v) (igual a 20 mg/ml). Se obtuvieron

liofilizados sin grietas aparentes en su interior y con una superficie uniforme.

Tras los ensayos con los distintos tamafios de alveolo, se ha podido establecer un tamafio
de alveolo final en molde de PVC con una capacidad de 0,5 ml de solucion,
correspondiendo a 10 mg de CTZ (CTZ al 2% p/v), manteniendo las concentraciones de
excipientes de manitol al 2% (p/v) y PVP K30 al 5% (p/v).

Fig. 36. Visualizaciéon de pruebas de liofilizacién: moldes de PVC redondos y ovalados con
alveolos dosificados con solucidn de prueba y soluciones liofilizadas con misma dosis a distinto
tamafo de alveolo en moldes de PVC con 2% manitol (p/v), 5% PVP K30 (p/v) y 1% CTZ (p/v),
con la dosis 1 ml correspondiendo a 10 mg de CTZ.
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Establecimiento de concentraciones iniciales de excipientes,

Pruebas de viabilidad de liofilizacion

principio activo y dosis

1) Consistencia en

vial:

Se observa si la
cantidad de agente
de carga es
suficiente para
formar una pastilla
compacta y sin
grietas aparentes

!

CTZ al 1% (p/v) + manitol al 0,25%, 0,5%, 1% (p/v): No conforme.
CTZ al 1% (p/v) + manitol al 2% (p/v): Aceptable. Pastilla compacta
CTZ al 1% (p/v) + PVP K30 al 1 0 3% (p/v): No conforme.

CTZ al 1% (p/v) + PVP K30 al 5% (p/v) + manitol al 2% (p/v): Aceptable. Pastilla compacta

A

A 4

2%(p/v) MANITOL 5%(p/iv) PVP K30 | —3! CTZ al 1% (p/v)

2) Consistencia en
molde PVC, dosis 1
ml:

Se observa si la
cantidad de agente
de carga es
suficiente para
formar una pastilla
compacta y sin

grietas

3) Consistencia en
molde PVC, dosis
0,2 ml:

Se observa aspecto
final de liofilizado
oral: compacto y sin
grietas

4) Consistencia en
molde PVC, dosis
0,5 ml:

Se observa aspecto
final de liofilizado
oral: compacto y sin
grietas

1

1

' + PVP K30 al

1 5% (p/v) en

1

________________________________________________ 1 molde de PVC
CTZ al 1% (p/v) + 2% (p/v) manitol + 5% (p/v) PVP K30 alveolo ovalado

1 ol

1 | 1

| '} delml

| Alveolo redondo de 5 mm de altura x 15 mm diametro: 1 !

1 liofilizados fragiles y rotos dentro del molde | 1+ Aspecto no
| ' conforme,

i Alveolo ovalado de 10 mm de altura x 15 mm de largo: | | Presentando

. liofilizados aparentemente uniformes, fragiles al extraerlos del ! | grietas en su
| molde i1 interior.

1

1

CTZ al 5% (p/v) + 2% (p/v) manitol + 5% (p/v) PVP K30

Alveolo redondo de 4 mm de altura x 10 mm didmetro:
liofilizados fragiles y rotos dentro del molde

CTZ al 2% (p/v) + 2% (p/v) manitol + 5% (p/v) PVP K30

Alveolo redondo de 5 mm de altura x 12 mm diametro: aspecto

uniforme, sin grietas aparentes, fragil tras extraerse del molde

|

-Establecimiento del molde: dosis 0,5 ml, alveolo redondo de 5 mm de
altura x 12 mm de diametro

-Establecimiento de concentracion CTZ: al 2% (p/v)

-Establecimiento de concentraciones iniciales de excipientes para DoE
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5.4. _DISENO FACTORIAL 3% SOLUCIONESA,B,C,D,E,F, G, H, |

Tras los ensayos de viabilidad de liofilizacion con los dos excipientes, manitol y PVP
K30, y desconociendose a priori los resultados de un estudio del perfil calorimétrico
diferencial de ambos por separado, del principio activo y de combinaciones entre ellos,
se establecen tres concentraciones iniciales para cada excipiente, manteniéndose la
concentracion de CTZ de 20 mg/ml (equivalente a 2% (p/v) para una dosis de 0,5
ml/alveolo), para efectuar un disefio factorial 32 con el objetivo de encontrar la mejor

combinacion de excipientes con CTZ.
Son estos:
- Manitol: 2,45y 7% (p/v)

Para el excipiente manitol, se prueba con la concentracion inicial al 2% (p/v) y
concentraciones de 4,5y 7 % (p/v), con el objetivo de verificar la mejor cantidad manitol
que genere una estructura de soporte efectiva, sin afectar la estabilidad de la formula, pese
a conocerse la posibilidad de generar formas metaestables de este excipiente.

- PVPKS0:1,3y5%

Pese a gque en las pruebas de viabilidad de liofilizacion las concentraciones al 1%y al 3%
(p/v) no habian generado pastillas compactas en vial, y conociendo el perfil higroscopico
del PVP K30, se decide volver a estudiar dichas concentraciones, con el objeto de
verificar si se podrian tener en cuenta para conseguir un liofilizado estable con manitol a
distintas concentraciones, no solo con manitol al 2% (p/v), como también con manitol al
4,5% (p/v) y 7% (p/v).

Como criterio del disefio factorial 32 se establecid excluir las combinaciones que

presentaran formas metaestables (ausencia/presencia de formas metaestables).

Antes de empezar el disefio factorial, se han estudiado las tres concentraciones propuestas
de excipientes y de principio activo por separado, para detectar si los excipientes y el
principio activo presentaban formas metaestables, y luego comparar los resultados de las

combinaciones entre ellos y con el principio activo.
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5.4.1. Perfil calorimétrico diferencial de los excipientes y del principio activo

Primeramente se llevé a cabo un estudio del perfil calorimétrico de las tres
concentraciones de manitol y PVP K30 propuestas para verificar la presencia y/o ausencia

de formas metaestables de cada concentracion por separado, ademas de la concentracion
utilizada para el principio activo.

Para todas las concentraciones de PVP K30 estudiadas, no se detectaron formas

metaestables, mientras que lo contrario ha ocurrido con las concentraciones de manitol.

El principio activo no present6 formas metaestables.

Aexo
Curve: J3[&Florez 1% PVP D5SCB21 sedled
:\L
- Integral =11.51e+03 m)
- normalized -365,50 Jg*-1
Onset 0.41 °C
Poak 7,57 °C
Endset 17.3% °C
——
0.02 ~
100 Wgn-1 .
mw Step “6.508-03 Wg"-1
=0.20 mw
Onget -22.31 C
Inflect, Pt. -21.19 °C .
Endest =20,17 °C ,
Midpoint  -21.55 °C \
\

LI A T T
=25 =20 15 =10 =5 0 5 10 | [ 15 20 "

IQAC-CSIC: IQAC STAR® SW 9.30
Fig. 37. Perfil calorimétrico de una solucion al 1% PVP K30 (p/v). Se observa ausencia de formas

metaestables, y una Tg’ de aproximadamente -22,3 °C.
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Aexo

[\\ Curve: J3[&Florez 3% PVP DSCB21 sealed
i 1
1
\
\
\
B Integral -11.27e+03 mJ
N— normalized -352.03 Jg™-1
Onset 0.12°C
- Peak 7.28°C
Endset 17.74 °C
Step -2.30e-03 Wg™-1
-93.02¢-03 mW
Onset -25.41 °C
0.02 Inflect. Pt. -25.19 °C
100 | Wor1| Endset  -25.04°C
- Midpoint  -25.20 °C
Step -20.53e-03 Wg~-1
0.66 mW
Onset  -21.61°C
Inflect. Pt. -20.54 °C
Endset -19.37 °C
i Midpoint  -20.51 °C
\ ‘1
\ |
\
T T T T T T T T T \ ]
28 26 24 22 -20 -18 -16 -14 12 eC \ [
I: '.
\ |
\
\ |
\
\ |
T T . T r T T T T T T T T T T T r T T .
8 75 70 65 60 55 -50 45 40 35 30 25 -0 -5 -0 5 5 10 15 20 o
IQAC-CSIC: IQAC STARe SW 9.30

Fig.38. Perfil calorimétrico de PVP K30 al 3% (p/v).

Aexo
Curve: ]3[&Florez 5% PVP DSC821 sealed
N
Integral -10.80e+03 mJ
— — normalized -337.47 Jg~-1
g — Onset -0.18 °C
- Peak 7.26 °C
Endset 17.18°C
Step -7.17e-03 Wg~-1
-0.23 mW
Onset -33.72°C
Inflect. Pt. -30.17 °C
Endset -28.22 °C
100 - Midpoint  -31.60 °C
mw Wg~-1
Step -36.76e-03 Wg™-1
-1.18 mwW
Onset -21.26 °C
Inflect. Pt. -20.03 °C
Endset -18.94 °C
Midpoint  -20.12 °C
LU B e e e e e e B B e
-55 -50 -45 -40 =35 =30 =25 =20 -15 °C \ |
\ |
\ |
\
\
[
80 -75 -0 65 -60 55 50 -45 40 -35 -30 25 20 15 10 5 5 o/ 15 20 sc
IQAC-CSIC: IQAC STAR® SW 9.30

Fig. 39. Perfil calorimétrico de PVP K30 al 5% (p/v).
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Aexo

‘k Curve: ]3[&Florez 2% MNT DSCS21 sealed
Integral -12.32e+03 mJ
normalized -385.33 Jg"-1
Onset -0.89 °C
Peak 6.04 °C
Endset 16.54 °C
Integral 107.42 mJ)
A normalized 3.36 Jg™-1
Onset -22.49 °C
% Pesk -21.09 °C
Endset -18.38 °C
100 Integral -70.15 m)
mW normalized -2.19 Jg™-1
0.2 Onset -27.46 °C
Wg"™-1 Peak -23.23°C
Endset -22.45 °C
Tg? /
\ |
\ |
L S R e o e e L A e T \ ||
-75 -70 -60 -55 -50 -45 -40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 °C \ |
\ |
\/
-80 -75 -70 -65 -60 -55 -50 -45 -40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 °c
IQAC-CSIC: IQAC STAR® SW 9.3

Fig. 40. Perfil calorimétrico de manitol al 2% (p/v).

Aexo

.

Curve: ]3[&Florez 4.5% MNT DSC821 sealed

Integral -12.18e+03 mJ
normalized -379.49 Jg~-1

Onset -1.54 °C

Peak 4.59 °C

Endset 15.94 °C

100
s lnl!gral_
Onset
Peak
0.5 Endset
Wg~-1
— — i N—
- = 3
Integral -210.32 mJ
normalized -6.56 Jg~-1
Onset -25.31°C
Peak -22.51 °C
Endset -21.20 °C
L e i T T T
-70 -65 -60 -55 -50 -45 -40 =35 ||
|
|
N
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-80 -75 -70 -65 -60 -55 -50 -45 -40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 -5 0 5 0| 15 20 °Cc
IQAC-CSIC: IQAC STAR® SW 9.30

Fig. 41. Perfil calorimétrico de manitol al 4,5% (p/v).
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Aexo

Curve: ]3[&Florez 7% MNT DSC821 sealed
A\ ;
3
Integral -319.23 m)
normalized -9.84 3g™-1 WJM ::‘9:5;,‘3_1
- Onset -25.28 °C poma) :
Onset -20.95 °C
Peak -22.41 °C
e Peak -18.76 °C
Eesdint Endset -16.26 °C
100
mwW
Integral -11.86e+03 m)
normalized -365.77 Jg”-1
- Onset -1.55 °C
Peak 4.93°C
Endset 16.42 °C
|
|
\'. /
\ |
l\ |
\
-
\\ |
|\ "
8 75 70 65 60 55 50 45 40 -35 30 -25 -20 -15 -10 5 0 5 10 15 20 °C
IQAC-CSIC: IQAC STARe SW 9.30
Fig. 42. Perfil calorimétrico de manitol al 7% (p/v).
Aexo
Curve: ]3[&Florez CTZ 20 mg-ml DSC821 sealed
AN
> S
Integral -11.97e+03 mJ
normalized -372.01 Jg™-1
Onset -0.75 °C
q “ Peak 6.31°C
— Endset 16.48 °C
—
100
mW
0.05
wg~-1 Step -16.76e-03 Wg™-1
-0.54 mW
Onset -22.75 °C
Inflect. Pt. -19.04 °C
Endset  -18.05°C
Midpoint  -22.42 °C \
\
'..'
\
1
|
\ |
T T T T e e e e e \ |
75 70 65 € 55 50 45 40 -35 -30 25 20 -5 -0  °C 5\ |
\ |
Vo
\
80 -75 -70 65 -60 -55 50 -45 -40 35 30 25 20 -15 -0 -5 o s 10, | 15 20 oC

Fig. 43. Perfil calorimétrico de CTZ a 20 mg/ml.
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5.4.2. Perfil calorimétrico diferencial de las soluciones del disefio factorial 32

Se prepararon nueve soluciones, y a cada una se le denominé con una letra del alfabeto:

A, B, C, D, E, F, G, H, I. Las soluciones se obtuvieron mediante disolucién en agua
destilada de CTZ a una concentracion al 2% (p/v), y combinaciones entre manitol al 2,
45y 7% (p/v) y PVP K30 al 1, 3 y 5% (p/v). Con la técnica DSC se consiguieron los

perfiles calorimétricos y la Tg’, mientras que mediante la técnica FDM se obtuvieron los

resultados de Tc para las nueve formulas del disefio factorial 32. La técnica FDM se

considera complementar al DSC por la obtencién de los valores de Tc y las fotografias

del proceso de liofilizacion.

Aexo

:\k Curve: ]3[Florez Formula A DSC821 sealed

100

Integral -9289.98 m)
mw 0.05

normalized -284.86 Jg™-1
. Onset -2.28 °C
Wg~-1 Step f;‘:x“”g 1 Peak 5.14 °C
Onsat 29,07 9C Endset 12.85 °C
Inflect. Pt. -27.71°C
Endset  -26.24°C —
Midpoint  -27.55 °C S~
— T T T T T T T T T T T T T T T T T T
-38 -36 -34 32 -30 -28 -26 -24 2 -20 ‘18 °C el
\
\ |
\|
\
e L e L e e L e o T MR e
-100 -90 -80 -70 -60 -50 -40 -30 20 10 i‘p 20 °C
IQAC-CSIC: IQAC STAR® SW 9.30

Fig. 44. Perfil calorimétrico de formula A.
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Aexo

Curve: ]3[Florez Férmula B DSC821 sealed

"

7 /
‘
[
J
0.2 'f
Wg~-1 | \
i 2 | \
Sp e g -31.64e-03 Wg~-1 /
o -36.12 °C ek :g-:;o'“x:" | \ Integral  -8722.87 mJ
100 Inflect. Pt. -34.18 °C e i T / \  normalized -279.70 Jg~-1
il Endset  -32.57°C il / | Onset 3.29°C
Midpoint  -34.27 °C s Fa! / Peak 4.35°C
Midpoint  -28.86 °C / 2 ot
T ¥ v T T T T T T T T » T T T T
4 40 38 -3 -34 -32 30 28 -26 24 -2 20 -18 -16 -14 -12  °C \ |
\ |
\
||
LINNEL UL B R L B B R N B B B BN N B R B B B BN L B B B N R BN B N BN B B N BN B BN N B R | T 11T 11Tttt rtrjfqrrrqprrorovrorgrovry
-100 -50 -80 70 -60 -50 40 -30 20 -10 0 o 20 °oc
STARe SW 9.30

IQAC-CSIC: IQAC

Fig. 45. Perfil calorimétrico de formula B.

Aexo

Curve: ]3[Florez Férmula C DSC821 sealed

N

Integral 563.03 mJ
normalized 16.47 Jg~-1
Onset -21.23°C
Peak -18.68 °C
Endset -16.44 °C
100 0.5
mw Wg~-1
Step -0.17 Wg~-1
-5.95 mW
Integral  -9532.61mJ
Onset ~30.40 °C normalized -278.90 Jg™-1
Inflect. Pt. -28.58 °C Onset 3090C
Endset  -27.66 °C
nosst Peak 4.65°C
Midpoint  -29.03 °C £ 1395 oc
\
1 '
\
——r v — T — — T — — \
-50 45 -40 -35 -30 -25 -20 -15 °c \
l'\
—— ————— — ———— — ————r —— ———— ——
-100 -%0 -80 70 -60 -50 -40 -30 20 -10 0 10 20 °c
STARe SW 9.30

IQAC-CSIC: IQAC

Fig. 46. Perfil calorimétrico de formula C.
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Aexo

Curve: ]3[Florez Férmula D DSC821 sealed

Integral -8478.53 m)
100 normalized -276.35 Jg~-1
o Onset -2.32°C
Peak 4.67°C
Endset 14.46 °C
0.05
Wg*-1 Step -53.53e-03 Wg~-1
-1.64 mW
Onset -27.32 €
Inflect. Pt. -25.86 °C
Endset  -24.32°C
Midpoint  -25.73 °C
T T T T T T T T T T T T T T T
32 30 -28 26 24 2 -20 18 °C
-100 -50 -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 | 10 20 °C

IQAC-CSIC: IQAC

Fig. 47. Perfil calorimétrico de formula D.

Aexo

STAR® SW 9.30

Curve: ]3[Florez Formula E DSC821 sealed

100
mw N Integral -8057.43 mJ
Step -58.09e-03 Wg~-1 normalized -255.67 Jg™-1
0.05 -1.83 mW
e i Onset -3.32°C
g Inflect. Pt. §§'§3§ Pank Ls
- Pt -0 Endset 13.38 °C
Endset  -28.97 °C
Midpoint  -30.36 °C
T T T T T T T T T
38 36 -34 32 30 28 26 24 oc
\
\
\
\ |
T T T T T T —— T T
-100 -90 -80 -70 -60 -50 -40 -30 20 10 0 | 0 20 °c

IQAC-CSIC: IQAC
Fig. 48. Perfil calorimétrico de formula E.
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Aexo

Curve: ]3[Florez Férmula F DSC821 sealed

S

0.2

Integral

Peak
Endset

-17.82 °C
-12.12°C
-7.54 °C

Integral

Onset
Pesk
Endset

- 731.32 m)
normalized 20.85 Jg™-1
Onset

-9172.17 m)
normalized -261.48 Jg~-1

-3.45 °C
3.77°C

14.78 °C

/

Wg"-1 Step -0.13 Wg~-1
~4.40 mW
Onset -33.18°C
Inflect. Pt. -28.74 °C f
Endset  -26.11°C |
- Midpoint  -29.82 °C / ,l
|
|
_ / |
4
T T T T T T T T — T —— T T \"
44 42 40 -8 -3 34 32 30 28 26 24 22 20 18 °C |
|
|
vl
— T — —— —— T — T —
-100 90 -80 -70 -60 -50 -40 -30 20 -10 0 ! 20 °c
IQAC-CSIC: IQA STAR® SW9.30
Fig. 49. Perfil calorimétrico de formula F.
Aexo
Curve: ]J3[Florez Férmula G DSC821 sealed
. : ‘
T { ——
Integral 208,50 mJ
_ normalized 6.67 Jg~-1
Onset -20.17 °C
Peak -16.12 °C
Endset -11.61°C
~—
100
mwW
0.05 Step -48.58e-03 Wg~-1
Wg~-1 -1.53 mwW \
Onset =33.90 °C
Inflect. Pt. -28.86 °C
Endset  -27.60 °C Integral -9952.71 m)
Midpoint  -31.41 °C normalized -317.65 Jg™-1
Onset -2.92°C
Peak 4.14°C \
i Endset 14.52 °C
) |
|
|
|
— T T T T T T T T —T— A
46 44 42 -40 -38 -3 -3¢ -32 -30 28 -2 24 .22 -20 °C 'g '9
\
'\ |
|
T T T T T T T T T T T T T
-100 -0 80 70 -60 -50 -40 -30 20 -10 0 \ 20 °C
STAR® SW 9.30

IQAC-CSIC: IQAC
Fig. 50. Perfil calorimétrico de formula G.

112



Aexo

k Curve: ]3[Florez Férmula H DSC821 sealed

Step -99.73e-03 Wg~-1
-3.19 mwW
Onset -29.89 °C -20.58 °C
Inflect. Pt. -28.38 °C Peak -18.21 °C
Endset -27.31°C Endset -15.67 °C
Midpoint
e ei———
100 -
mwW |
0.2 \
wg~-1
Integral -9827.00 m)
Integral -40.90 m) normalized -307.59 Jg™-1
normalized -1.28 Jg~-1 Onset -3.33°C
Beak -25.48 °C Peak 4.02 °C {
- Peak -23.64 °C Endset 14.29 °C
E Endset -22.20 °C
T T T T T T T T T T T T T T ¥ T T T T T
-38 -36 -34 -32 30 -28 -26 24 -2 °C
|
T T —T — T — T — T T
-100 -90 -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 ] '\[[10 20 °C
IQAC-CSIC: IQAC STAR® SW 9.30
. . .z . p
Fig. 51. Perfil calorimétrico de formula H.
Aexo
Curve: ]3[Florez Férmula I DSC821 sealed
N\
_ Integral 536.40 m) |
normalized 16.33 Jg~-1
Onset -20.55 °C
Peak -18.00 °C
Endset -15.90 °C /
100 .
mw _ E—
Integral -9619.82 mJ \
Step -0.13 Wg~-1 normalized -292.87 Jg™-1
4.19 mwW -2.83 °C
Onset -29.47 °C Peak 4.39 °C
05 Inflect. Pt. -28.08 °C Endset 15.03 °C
Wg™-1 Endset -27.09 °C |
- Midpoint  -28.28 °C Integral -84.28 m3 J
nommalized -2.57 Jg~-1 f
Onset -25.02 °C |
Peak -23.08 °C |
Endsst -21.49 °C f‘
|
- |
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T ;
-38 36 34 32 30 28 26 24 22 °c /
|
|
\
L e o S e e B B o B e o T T T — T T L e e 1 e e e S
-100 -50 -80 -70 -60 -50 -40 -30 -20 -10 0 Ym 20 °c
STAR® SW 9.30

IQAC-CSIC: IQAC

Fig. 52. Perfil calorimétrico de formula
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5.4.3. Microscopia de Liofilizacién (Freeze drying Microscopy, FDM)

En el intento de liofilizar un producto de caracteristicas amorfas, se puede producir el
fendmeno del colapso. Ocurre durante el secado primario debido a la resistencia de la
masa seca que dificulta la salida de vapores, lo que provoca un aumento de la presion en
el frente de sublimacion, y en consecuencia, el colapso de la masa seca. Es decir, durante
la sublimacion del hielo (secado primario) la fase vitrea remanente deberia soportar su
propio peso. Por encima de la Tg’, se observa que la viscosidad se reduce hasta que la
fase vitrea se fluidifica, perdiendo su rigidez estructural y provocando el colapso
(desmoronamiento) del producto. A la temperatura en que el colapso ocurre se le

denomina Tc, temperatura de colapso.

La técnica de FDM proporciona la temperatura de congelacién de las soluciones y la

temperatura de colapso (Tc) para cada una de las soluciones estudiadas.

Se ha observado que las formulaciones A y D parecen ser las mas Optimas debido a
presentar Tc entre -29°C y - 31,2 °C.

Considerando que mediante técnica DSC es posible encontrar las formulas sin formas
metaestables, se decide incluir los resultados de FDM de la formula E (ver Fig. 55). No
obstante, segun el informe de FDM no se considera como una férmula éptima por
presentar una Tc de alrededor de entre -31,9 °C a — 30,2 °C, con una presion de 1 mbar,

que se ha considerado muy alta para el proceso de liofilizacion.
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T* Congelacion = -16,7°C

Temp-157 ‘C Temp-160°C

Tenp-183°C Tewp 167 °C

T?Colapso: -29.6°C (P = 0.9mbar)

Temp EBE’C

Tewp 29; E’C

Colapso evidente:

:'e'rcﬂr-ZS L Jig ' Temp-25.3"C

Fig. 53. FDM de formula A.
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T* Congelacion = -22.6°C

Terp-21.3°C Terp-Z16°'C

Temp -22.5°C Temp-229°C

T? Colapso = -30.5°C ( P= 0.830mbar)

Terp 305°C Tenn-312°C

Colapso evidente:

Temp -24.1°C Temp-235°C

Fig. 54. FDM de férmula D.
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T Congelacion = -17,1°C

Tewp 165°C Temp-168°C

Terp-202°C Tero-30°C

Colapso evidente:

Terp -26.8°C Temp -26.7 C

Fig. 55. FDM de férmula E. Tc -30,2 °C, con Presion 1 mbar.
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Las soluciones B, C, F, G, H e I, descartadas por sus resultados de DSC, presentan una
mayor concentracion de manitol que de PVP K30, mientras que las soluciones A, Dy E
presentan una mayor concentracion de PVP K30 que de manitol, siendo la solucién E la
que presenta proporciones mas aproximadas de ambos excipientes. Abajo se ensefia el

resultado del anélisis FDM para solucion F.

T* Congelacion = -19°C

Temo-137°C Temo-130°C

Cambio de zona para mejorar la imagen:

Temp-350°C Temp-333°C

T? Colapso = -38.7°C ( P = 0.400mbar)

Terp-387°C Temp 38.4°C

Fig. 56. FDM de formula F.
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Tabla 10. Disefio factorial 32 resultados DSC y FDM vy seleccion para prueba de

liofilizacion
Seleccionado
PVP para prueba
Manitol Formas metaestables | Tg> oc | T¢c °C
Solucién . K30 de
(%) (%) | (Ausencia/Presencia) (DSC) | (FDM) | | silizacion
(Si/No)
A 2 3 Ausencia -29,1 | -29,3 Si
B 45 3 Presencia -36,0 | -34,4 No
C 7 3 Presencia -30,4 |-29,0 No
D 2 5 Ausencia -27,3 | -31,0 Si
E 45 5 Ausencia -32,2 |-31,0 Si
F 7 5 Presencia -33,2 |-39,0 No
G 2 1 Presencia -34,0 |-35,0 No
H 45 1 Presencia -299 |-24,7 No
I 7 1 Presencia -295 |-35,0 No

5.4.4. Estudio de viabilidad de liofilizacion con soluciones A, Dy E

Tras verificar que las soluciones A, D y E no presentaron formas metaestables, el
siguiente paso ha sido el de efectuar pruebas de viabilidad de liofilizacion de dichas

formulas. De ese modo, se ha verificado:
- el aspecto final del LO (agrietado, no agrietado)
- laresistencia mecanica del LO generado al extraerlo del molde de PVC

De esa manera, las tres soluciones/férmulas (A, D y E) se liofilizaron en moldes de PVC
con alveolos redondos con 12 mm de diametro y 5 mm de altura, con 0,5 ml de
capacidad. Se concentré la solucion de CTZ al 2% (p/v), para que 0,5 ml de solucion

correspondiera a 10 mg de principio activo.
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Tras el ciclo de liofilizacion todos los liofilizados no presentaron una estructura
resistente al extraerse del molde. La solucidn A presentaba grietas en su interior, un color
blanco traslicido y se rompia facilmente al extraerse del molde. La solucion D presentd
un aspecto agrietado, blanco traslucido, con facilidad de romperse al extraerse del molde,
de manera similar a la combinacion A. La solucién E presentaba grietas en los bordes,
con algunas unidades liofilizadas con grietas en su interior, pero el aspecto era mas
compacto y presentaba un color blanco no traslicido. Solamente la solucion E presento
mayor resistencia a rotura al extraerse del alveolo del molde de PVVC (solucién con mayor
cantidad de agente de carga de los tres ensayados). Tras verificarse los resultados del
andlisis factorial por DSC (3%) y de la prueba de viabilidad de liofilizacion, a partir de la

solucion E se generaron tres soluciones: E1, E2 y E3.

1050] 1050 80,07 80,07 80,07 80,0]

945 945 6407 6401 640 64,01

840 840 801 B/O] W0 4807

73E 7E] 3207 3207 3207 320

6307 6307 1501 1501 1601 16,0

5251 557 007 001 001 00

2] 40 1607 1601 -160] -160

3151 315 3207 3200 -3207 -3207

20 210 48,07 4807 480 -0

Jososod 16:26:37 20:38:55 00:58:13 05:03:32 F L i AT TISTT TZ5:03

wpys 17jo3f1s 17jo3)1s 18)03/15 18/03/15 18/03/15 18/03/15 803/15 18/03/15 19/03/15.

03 0] -800] -80,0] -80,0] -80,0 | | | | | | | | | i
Pl

=435 34,3 25,9

w05 15| 640] 640 640 640

Fig. 57. Ciclo de liofilizacion para soluciones A, D y E.

5.5. LIOFILIZADOS ORALESE1, E2 Y E3

Se prepararon dos soluciones, todas con 4,5% de manitol y cantidades crecientes de PVVP
K30: E1 con 7% (p/v) y E2 con 10% (p/v) para a efectuar un estudio de viabilidad de
liofilizacion. Se observa que el liofilizado obtenido de la solucion E1 presenta facilidad
de rotura en la extraccion del molde de PVC, mientras que el liofilizado obtenido de la
solucion E2 se desprende facilmente del molde y no presenta rotura facil. A partir de

verificar el aspecto de los liofilizados E1 y E2, se prepar6 un liofilizado denominado E3,
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con 4,5% manitol y 8,5% de PVP K30. El liofilizado E3 presenta facilidad en la

extraccion del molde y, tal como el E2, no se rompi6 tras extraccion del molde.

05] 1057 6407 6407 640

TZeB 17:45.27 FE3ie

~ 15:30:04

19/05/15. 19/05/15, 19/05/15. 2000515

0 o #0,0] 800] 00 : : » !
-27,7 55,8

Fig. 58. Ciclo de liofilizacién de prueba de E1, E2

gasd ,qh o] s sad |
1
| | | | | | ~
s se] e e e | i
| | | | | |
| | | | | -
m O e nd e sl
|
| ee] we we s e
| |
! I\
ey S | ' 4 4 444
{ { { {
| | |
o] o] me] el el s , I!
| | |
| | | A
1 1 H i + o f T’ J
| | | E e
| | | X
H 2 wy wy s 1
R b ) R A
1 aand IR | B 4] TuE TEN pisirra TEE 173138
{ 04 : 204 : A5 AAIS BOTS RIS BOAIS HO4IS -an ,:
|
] ] 4] L) L) w00

Fig. 59. Ciclo de liofilizacién de prueba de E1, E2 y E3.
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5.6. ENMASCARAMIENTO DEL SABOR AMARGO

El principio activo CTZ presenta un sabor caracteristicamente amargo. Para facilitar la
administracion del LO, es necesario afiadir excipientes para enmascarar su sabor amargo.
Para ello, el 4,5% (p/v) de manitol presente en la solucion no ha sido suficiente. Siendo
asi, se ha afiadido a la formula un 0,1% del edulcorante sucralosa, 0,1% de glicirricinato
amonico y un 0,1% de esencia de menta piperita Ph. Eur (p/v). La sucralosa es un
edulcorante sintético derivado de la sacarosa. Es soluble en agua y presenta una
intensidad de dulzor de 400-1000 veces mayor que la sacarosa, sin presentar sabor
metalico o notas amargas (77). Ademas, se ha afiadido un 0,1% de glicirricinato
amonico, que puede presentar una intensidad de dulzor de hasta 50 veces superior a la
de la sacarosa, y que se utiliza en combinacion con saborizantes para enmascarar sabores
amargos (78). Como saborizante se ha afiadido un 0,1% de esencia de menta piperita Ph.

Eur, para enmascarar el sabor amargo del principio activo.

0507 10507 80,07 8007 8007 80,01

95| 5] s40] 640 640] 640

BE 7E 30 320 3207 320

6] en] 0] 160 0] 1507

5] 55 00] 00] 00 o

315 3157 320 3207 -0 20

a0 2 480 480 B0 480

1 1 H _ |
15:00:04 | 00:17:23 05:35:51 1 TETETY, 18:45:04

05]  w0s] 440 640 640 640 = T 537
0§15 D307/15 0107/15 030715 02/07/15! 0207/15, 0240715,

39,5
Fig. 60. Ciclo de liofilizacion pruebas de enmascaramiento de sabor.
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5.7. VERIFICACION DEL pH COMO CONTROL EN PROCESO DE
FABRICACION

El pH de las soluciones se ha medido en los puntos de control del proceso de fabricacion

donde se observa un posible cambio y/o mantenimiento del valor del pH.

Para la fabricacion de las soluciones E1, E2 y E3 se consideraron todos los componentes,
incluyendo los componentes que confieren dulzor y sabor al liofilizado (glicirricinato

amonico, sucralosa y esencia menta piperita Ph. Eur.).

El glicirricinato amonico requiere disolucion en agua purificada calentada a £ 80-90°C
para su completa disolucién. Una vez enfriada la solucion a temperatura ambiente (25
°C + 2 °C), se ha afiadido el edulcorante sucralosa hasta completa disolucion.
Seguidamente, se ha adicionado el agente de carga manitol, que se ha disuelto
completamente. En este punto, el pH era de alrededor de 4,0. La solucion seguia de

aspecto trasparente.

Al afadirse CTZ, la solucion sufrid un viraje, puesto que el principio activo es una sal
de caracter acido cuando esta disuelto en agua, que busca equilibrio con el carécter
menos &cido del glicirricinato amonico. Tras pocos segundos (menos de 10 segundos),
la solucion recuperd la trasparencia. La adicién del principio activo bajo el valor de pH
a<20.

Se adiciond el PVP K30 poco a poco y mediante agitacion vigorosa para su completa
disolucién. Seguidamente, se afiadio la esencia de menta piperita y se enrasé con agua
purificada a temperatura ambiente, a la cantidad suficiente para el volumen deseado. Una

vez enrasada la solucion, el valor de pH se mantiene < 2,0.

Con lo cual, los puntos de verificacion del pH han sido tres: antes de la adicion del

principio activo, tras completa disolucion del principio activo y tras enrase.
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5.8. CARACTERIZACION E1, E2 Y E3 (EN SOLUCION)

5.8.1. Tg’ vy perfil calorimétrico diferencial

Las soluciones E1, E2 y E3 se han analizado por técnica DSC, extrayéndose los datos de
temperatura de transicion vitrea (Tg’) y presencia/ausencia de formas metaestables.

Ninguna de las soluciones ha presentado formas metaestables.

Aexo
[\)\ Curve: ]3[&Florez E1 DSC821 sealed
A —_——
T~ Integral -9802.83 mJ
normalized -277.86 Jg™~-1
_ Onsat -2.61 C
Peak 6.50 °C
Endset 13.67 °C
100
mw 0.1
wg~-1
Step -64.05e-03 Wg"-1
226 mW
Onset -31.45 °C
Inflect. Pt. -29.38 °C
Endset  -27.63 °C
Midpoint  -29.00 °C
T T T T T T T T T T T T
-40 38 36 34 32 30 -28 26 24 2 20 18 °C
"
\
\
\
\)
\
1
Amam AR e A S T T Amam e ARmanma A
-80 -75 -70 -65 -60 -55 -50 -45 -40 -35 -30 -25 -20 -15 -10 -5 0 5 10 15 20 °C
IQAC-CSIC: IQAC STAR® SW 9.30

Fig. 61. Perfil calorimétrico de formula E1: 4,5% manitol y 7% PVP K30.
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Aexo

Curve: ]3[&Florez E2 DSC821 sealed

Integral -8887.39 mJ)
- normalized -260.18 Jg~-1
TT—— Onset -3.32°C
Peak 3.23°C
B Endset 13.40°C
100
mw
Step -85.60e-03 Wg~-1
0.1 -2.52 mW
Wgn-1 Onset -30.51 °C
Inflect. Pt. -28.56 °C
Endset -27.09 °C
Midpoint  -28.64 °C
_ ‘Il
\ |
- \ |
\
|
"“ |
\
|
\/
\/
T — T T T T T T T T T 1
-48 -46 ~d -42 -40 -38 36 34 -32 -30 -28 26 -24 -22 °C
LIS L B L L B B B L L
-80 -75 =70 -65 -60 -55 -50 -45 -40 =35 -30 -20 -15 -10 -5 10 15 °C
IQAC-CSIC: IQAC STARe SW 9.30

Fig. 62. Perfil calorimétrico de formula E2: 4,5% manitol y 10% PVP K30.

Aexo

.

Curve: J3[&Florez E3 DSC821 sealed

Step -72.43e-03 Wg~-1
-2.53 mW
Onset -31.41 °C
- Inflect, Pt. -29.38 °C
Endset -27.79 °C
Midpoint  -29.38 °C
Integral -9440.83 mJ
normalized -269.81 Jg~-1
Onset -3.12 °C
100 Peak 3.74 °C
Endset 14.39 °C
mwW
J ) |
\ |
\ [
\ ‘I
\
\
\ |
\
|
I I i I o o o o T B o I I o o o I B o L
80 75 70 65 -0 55 50 -45  -40 -3 30 25 20 -15  -10 5 0 10 15 20 °C
IQAC-CSIC: IQAC STAR® SW 9.30

Fig. 63. Perfil calorimétrico de formula E3: 4,5% manitol y 8,5% PVP K30.
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5.8.2. Perfil reolégico vy viscosidad

El ensayo permite verificar el perfil reoldgico y determinar la viscosidad de las
soluciones estudiadas. Las tres soluciones presentaron un perfil reoldgico caracteristico
de un fluido newtoniano puesto que la tension de cizalla (T=Pa) y la velocidad de cizalla
(v = 1/s) presentaron una relacién lineal entre ellas; la viscosidad es la pendiente de la
recta (ver Fig 64). Se observa que a medida que la concentracion de PVP K30 aumenta,
también aumenta la viscosidad. También se puede apreciar en la Tabla 11 los resultados

de cada replicado.

Tabla 11. Perfil reoldgico de soluciones E1, E2 y E3

Solucion | Pa.s Manitol (% p/v) | PVP K30 (% p/v)

El.1l 0,004244 + 2,221e-05 | 4,5 7

El.2 0,004406 * 2,297e-05

E2.1 0,007191 + 3,378e-05 | 4,5 10

E2.2 0,006977 + 3,312e-05

E3.1 0,005063 + 2,248e-05 | 4,5 8,5

E3.2 0,005238 + 2,354e-05

Gréafica comparativa (reologia):E1, E2y E3
& 0,608129
1 —
< R2=0,999
3 0,408129
N 0,308129
O
E 0,208129 E1=0,0043x - 0,0034
— 0,108129 R2=0,9997
£ 0,008129
z 2,097 22,097 42,097 62,097 82,097
= VELOCIDAD DE CIZALLA (Y= 1/S)

Fig. 64. Comparacion de los perfiles reoldgicos de las tres soluciones E1, E2 y E3.
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5.8.3. Densidad absoluta

La determinacion de densidad absoluta (g/cm?®= g/ml) se considera un control en proceso
en la fabricacion de las soluciones. Se observa que el aumento de carga sélida
corresponde al aumento en el cuarto decimal, no obstante, los resultados se consideran

similares entre soluciones E2 y E3, por ejemplo.

Tabla 12. Densidades absolutas (g/ml) de las soluciones E1, E2 y E3

Solucién | Densidad absoluta (g/ml) | Manitol (% p/v) | PVP K30 (% p/v)

El 1,033 4,5 7
E2 1,040 4,5 10
E3 1,037 4,5 8,5

5.9. CARACTERIZACION DEE1, E2 Y E3 (EN LIOFILIZADO ORAL)

5.9.1. SEM: microscopia electronica de barrido

Tras ensayo de microscopia electronica de barrido (SEM), se pudo observar la estructura
interna de los liofilizados orales. Las microfotografias analizadas ensefiaron que se trata
de una estructura interna porosa y que al aumentar la concentracion de PVP K30
(aglutinante), también aumenta la presencia de capas, con poros mas reducidos. Eso se
verifica al observarse las microfotografias del liofilizado oral E1 (con una concentracion
de 7% (p/v) de PVP K30), y un perfil similar se observa de los liofilizados E2 y E3, con
10% (p/v) y 8,5% (p/v) de PVP K30, respectivamente.
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de ~det| HV

Fig. 66. SEM del liofilizado oral E2 10% (p/v) PVP K30.

HV

Fig. 67. SEM del liofilizado oral E3, con 8,5% (p/v) PVP K30.

| HV
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5.9.2. Tiempo de disgregacion para liofilizados orales

Se llevaron a cabo 7 determinaciones para cada liofilizado oral E1, E2 y E3, con muestras
extraidas del liofilizador a tiempo O (to), con agua purificada entre 16 — 23 °C. Los
tiempos de disgregacion obtenidos son inferiores al tiempo maximo 3 minutos estipulado

por la Farmacopea Europea.

Tabla 13. Tiempo de desintegracion promedio

Solucion MNT/PVP (p/v) % Tiempo de disgregacién
(segundos)
El 4,5% MNT + 7% PVP | 13
E2 45 % MNT + 10% | 23
PVP
E3 45% MNT + 8,5% | 14
PVP

5.9.3. Fracturabilidad del liofilizado oral

El ensayo verifica la fuerza necesaria para romper las muestras de liofilizados orales.
Debido al molde de PVC, los liofilizados orales presentan una cara concava y otra
convexa. De esa forma, se ha analizado las dos caras de cada uno de los LO. Al ser un
producto de caracteristica porosa, se ha calculado el valor promedio de diez
determinaciones tanto de la cara convexa superior como de la concava inferior, y para
cada liofilizado oral (E1, E2 y E3).
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Tabla 14. Resistencia a rotura de los liofilizados E1, E2 y E3

Fuerza  Cn Cara
PVP K30 | Fuerza Cn Cara Concava )
Formulas ) Convexa Promedio
(%) Promedio (Newtons)
(Newtons)
El 7 364 61
E3 8,5 450 143
E2 10 479 174

Se observa que el aumento en la concentracién de PVP K30 aumenta la resistencia del
liofilizado oral a romperse. También se observa diferencias en cuanto a la cara del
liofilizado oral; la cara cdncava resiste mas a la presion de fracturabilidad ejercida que

la cara convexa.

5.9.4. Humedad residual: ensayo por Karl Fischer volumétrico.

Se ha analizado la humedad residual de muestras de liofilizados a tiempo 0 (to) y a tiempo
30 dias (tso) de las férmulas E1, E2 y E3. Todas las muestras analizadas a to y tso

presentaron un resultado de 0,01% de humedad residual tras el secado secundario.

5.9.5. Caracteristicas organolépticas

Los liofilizados orales de las formulas E1, E2 y E3 han presentado sabor a menta, forma

redonda y color blanco (ver Fig. 68).

t (@?\)

Fig 68. Liofilizados orales E1, E2 y E3, de izquierda a derecha, envasados al vacio.

130



Tabla 15. Comparacion de resultados cuantitativos entre formulas E1, E2 y E3 en solucidn y en liofilizado oral

Caracterizacion: soluciones E1, E2 y E3 | Caracterizacion: liofilizados orales E1, E2 y E3
, Tiempo de | Fuerza  promedio | Fuerza promedio Humedad
Formulas Viscosidad ~ dinamica | 5 | 3 | residual (%) Karl
Tg’ (°C) disgregacion ado concavo ado convexo _
(Pa.s) dio (5 —Fischer
promedio (s )
(Newtons) (Newtons) volumétrico
El
-31,45 0,0043 13 364 61 0,01
7% (p/v) PVP K30
E2
-30,51 0,0070 23 479 174 0,01
10% (p/v) PVP K30
E3
-31,41 0,0053 14 450 143 0,01
8,5% (p/v) PVP K30
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Tabla 16. Comparacion de resultados cualitativos entre férmulas E1, E2 y E3 en solucidn y en liofilizado oral

Caracterizacion de las soluciones E1, E2 'y E3

Caracterizacion de los liofilizados orales E1, E2 y E3

10% (p/v) PVP K30

E3

85% (p/v) PVP
K30

cdncavo y convexo

Formulas Formas

metaestables | Perfil reolégico | Aspecto de la solucion Caracteristicas organolépticas SEM

(Si/No)
El
7% (p/v) PVP K30
E2

) . Redondo, sabor a menta, lado
No Newtoniano Solucién transparente Aspecto poroso

132




5.10. ESTUDIO DE ESTABILIDAD: DSV-TGA

Segun normativa ICHQ1 (R2) (65), se hacen estudios de estabilidad con las siguientes
temperaturas, segun la zona climatica. Se decide ensayar en condiciones de zona Il, zona

subtropical con posibilidad de presentar un nivel alto de humedad):
- 25°Cya60% HR durante 12 meses (estudio a largo plazo)

- 30°Cya65% HR durante 6 meses (estudio a plazo intermedio)
- 40°Cya75% HR durante 6 meses (estudio acelerado)

El ensayo de estabilidad mediante DSV es indicativo de la estabilidad de la formulacion.
Inicialmente, se ha ensayado con un barrido de humedad de 5 a 95%HR, manteniendo
temperatura constante a 40 °C, como condiciones extremas de estabilidad. Las tres

férmulas no han sido capaces de mantenerse estables en estas condiciones.

Sample: Florez E1 r File: C:..\J.M.Sufié\2015\Flérez\Florez E1 r
Size: 9.4880 mg TGA
Run Date: 01-Sep-2015 11:40
Instrument: TGA Q5000 V3.17 Build 265
7.128 60

0.003326% 50 %RH
(0.0003156mg)
7.127

50

7.126

40

7.125

Weight Change (%)
Relative Humidity (%)

/ f°

7.124

20
7.123

7.122 T T T T T T T T 1
524 526 528 530 532 534 536 538 540 542

Time (min) Universal V4.5A TA Instruments

o]

Fig. 69. Perfil TGA del liofilizado E1.
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Siendo asi, se ha ensayado otra vez con 25 °C a 60 %HR (condiciones de estudio a largo
plazo). La formula E1 (4,5 % de manitol y 7% PVP K30), de 45%HR ha bajado hasta
20%HR transcurridos 10 minutos de haber alcanzado 45%HR (ver Fig. 69).

Sample: Florez E2 r File: C:..\J.M.Sufé\2015\Fl6rez\Florez E2 r
Size: 11.3530 mg TGA
Run Date: 02-Sep-2015 16:20
Instrument: TGA Q5000 V3.17 Build 265
7.870 60
r 50
7.865
0.002681% 60 %RH
(0.0003043mg) .
— X
X <
< 40 o
) 1 £
=i r S
g 7.860 g
c 4 L
(@] ’ T
£ ] 2
° F30 &
J —+ o)
= L x
7.855
20
7.850 -—t Y +——+—r——V——+———[——"—+— [ 10
600 610 620 630 640 650 660 670
Time (min) Universal V4.5A TA Instruments

Fig. 70. Perfil TGA del liofilizado E2.

Para el liofilizado E2 (4,5 % manitol y 10% de PVP K30), se observa que no se ha
mantenido estable a 40%HR puesto que trascurridos 5 minutos de haber alcanzado

40%HR, empieza a perder masa de agua, alcanzando 30%HR (ver Fig. 70).
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Sample: Florez E3 r File: C:..\J.M.Sufé\2015\Flérez\Florez E3 r
Size: 10.9130 mg TGA
Run Date: 03-Sep-2015 09:40
Instrument: TGA Q5000 V3.17 Build 265
7.590 60
50
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Fig. 71. Perfil TGA del liofilizado E3.

Para el liofilizado E3 (4,5% de manitol y 8,5% de PVP K30), se observa que se ha
mantenido estable entre 40 y 30%HR, similar a lo que ocurre con el liofilizado E2, (Fig.

71), no obstante la pérdida de masa de agua ha sido mas lenta durante el ensayo.
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DoE: Disefio factorial 32 con Manitol y PVP K30

Criterio: ausencia de formas metaestables mediante DSC, pruebas de viabilidad

de liofilizacion en molde PVC y ensayos de caracterizacion

\ 4
Manitol al 2,0; 4,5y 7,0% (p/v) x PVP K30 al 1,0; 3,0 y 5,0% (p/v)

v
A.B,C,D,E,F,G Hel

B,C,F,G,Hel

A, DYE ! !
1 1
E Con formas E
| |
1 1

Sin formas

metaestables
metaestables

\ 4 l

A: 2,0% Manitol + 3% PVP K30 (p/v)
D: 2,0% Manitol + 5% PVP K30 (p/v)
E: 4.5% Manitol + 5% PVP K30 (n/v)

B: 4,5% Manitol + 3% PVP K30 (p/v)
C: 7,0% Manitol + 3% PVP K30 (p/v)
F: 7,0% Manitol + 5% PVP K30 (p/v)
G: 2,0 % Manitol + 1% PVP K30 (p/v)
H: 4,5% Manitol + 1% PVP K30 (p/v)
I: 7,0 % Manitol + 1% PVP K30 (p/v)

v
Pruebas de viabilidad

de liofilizacién
Férmula: E

Mejor aspecto y
consistencia. Fragil al
extraerse del molde e

-DSC: tg’ y perfil calorimétrico diferencial

-reologia y viscosidad de las soluciones

v -densidad absoluta de las soluciones
E1: 4,5% Manitol + 7,0 % PVP K30 (p/v) -pH de las soluciones
E2: 4,5% Manitol + 10,0 % PVP K30 (p/v) -SEM del liofilizado oral E1, E2 y E3
E3: 4,5% Manitol + 8,5% PVP K30 (p/v) -tiempo de disgregacion para liofilizados orales

-fracturabilidad del liofilizado oral

-humedad residual
~
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6. FORMULAS DESARROLLADAS
6.1. CANTIDADES TEORICAS DE CTZ EN LIOFILIZADO ORAL Y % EN
MATERIA SECA

Tabla 17. Cantidades tedricas de principio activo en LO y % en materia seca

Férmulas El E2 E3

Porcentajes mg* | % materia seca | mg* | % materia seca | mg* | % materia
*x *x seca **

Glicirricinato amonico 05 |0,72 05 |0,60 05 | 0,65

Sucralosa 05 0,72 05 |0,60 05 |0,65

Cetirizina 10 14,49 10 11,90 10 13,07

dihidrocloruro

Manitol 225 | 32,61 22,5 | 26,79 22,5 | 29,41
Povidona K30 35 50,72 50 59,52 42,5 | 55,56
Menta piperita 0,5 0,72 0,5 | 0,60 0,5 | 0,65
Masa (mg) 69 | 100 84 | 100 76,5 | 100

e *dosis 0,5 ml

° ** LO

137



6.2. PROCESO DE FABRICACION DE LAS REFERENCIAS E1,E2 Y E3

6.2.1. Materias Primas

Cetirizina dihidrocloruro cedido por Reig Jofre Group. Manitol Ph.Eur. y
polivinilpirrolidona (PVP K30) Ph. Eur, glicirricinato amdnico, esencia de menta
piperita Ph. Eur., sucralosa (todos los excipientes son de Fagron Ibérica, SAU, Terrassa).

Agua purificada.
6.2.2. EqQuipos
e Pesada de los componentes mediante balanza analitica
e Agitador y calefactor
e pHmetro
e densimetro

Las fabricaciones se llevaron a cabo con vasos de precipitado, probeta de 100 ml, placa
calefactora y agitador magnético.

6.2.3. Proceso de Liofilizacion

Las soluciones se han dosificado en moldes de policloruro de vinilo (PVC) y dosificados
con pipeta automatica Multipette Plus Eppendorf (Hamburg, Germany). Cada dosis de
500 pl corresponde a 10 mg de principio activo. La liofilizacion se hizo mediante
Liofilizador Telstar ® L-3 (Telstar, Terrassa, Spain). Tras el ciclo de liofilizacion de 24-
28 horas, los moldes de PVC con liofilizados orales se envasan al vacio en bolsas de

polietileno y se almacenan en desecadores con silice gel.
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6.2.4. Componentes para E1, E2y E3 al 2% (p/v) de CTZ

Tabla 18: Formula E1

- contiene en su composicion 7% (p/v) de PVP K30y 4,5% (p/v) de manitol.

Concentracion cetirizina dihidrocloruro (20 mg/ml)

N° | Nombre % Para 05 | Para 60 ml | Para 100 ml (g) | Para 1000
componentes (piv)* ml (mg) | (9) ml (9)

1 Glicirricinato aménico | 0,1 0,5 0,06 0,1 1

2 Sucralosa 0,1 0,5 0,06 0,1 1

3 Cetirizina 2 10 1,2 2 20

diclorhidrato

4 Manitol 4,5 22,5 2,7 4,5 45
5 PVP K30 7 35 4,2 7 70
6 Esencia de menta |1 0,5 0,06 0,1 1
piperita
7 Agua purificada C.S.p. dosis c.s.p. 60 ml c.s.p. 100 ml c.s.p. 1000
ml
Rendimiento tedrico 120 LO 200 LO 2000 LO

*peso/volumen (g/100 ml).
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Tabla 19. Formula E2

-contiene en su composicion 10% (p/v) de PVP-K30 y 4,5% (p/v) de manitol.

Concentracion cetirizina dihidrocloruro (20 mg/ml)

N° | Nombre % Para 05 | Para 60 | Para 100 | Para 1000
componentes (p/V)* | ml (mg) ml (g) ml (g) ml (g)

1 | Glicirricinato 0,1 0,5 0,06 0,1 1
aménico

2 | Sucralosa 0,1 0,5 0,06 0,1 1

3 | Cetirizina 2 10 1,2 2 20
dihidrocloruro

4 Manitol 4.5 22,5 2,7 4.5 45

5 | PVP K30 10 50 6 10 100

6 | Esencia de menta | 0,1 0,5 0,06 0,1 1
piperita

7 | Agua purificada c.s.p. dosis cs.p. 60| cs.p. 100 | c.s.p.1000 ml

ml ml
Rendimiento teérico 120 LO 200 LO 2000 LO

*peso/volumen (g/100 ml).
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Tabla 20: Férmula E3

- contiene en su composicion 8,5% (p/v) de PVP-K30 y 4,5% (p/v) de manitol.

Concentracion cetirizina dihidrocloruro (20 mg/ml)

N° | Nombre % Para 0,5 | Para 60 | Para 100 | Para 1000
componentes (piv)* | ml (mg) ml (9) ml (g) ml (g)

1 Glicirricinato 0,1 0,5 0,06 0,1 1
amonico

2 | Sucralosa 0,1 0,5 0,6 0,1 1

3 Cetirizina 2 10 1,2 2 20
dihidrocloruro

4 | Manitol 45 22,5 2,7 45 45

5 | PVP K30 8,5 42,5 51 8,5 85

6 Esencia de menta | 0,1 0,5 0,6 0,1 1
piperita

7 | Agua purificada c.s.p. dosis c.s.p. 60 | cs.p. 100 | c.s.p.1000mi

ml ml
Rendimiento teérico 120 LO 200 LO 2000 LO

*peso/volumen (g/100 ml).
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6.2.5. Flujoy modo de preparaciéon de E1, E2 vy E3

Aﬁa?ir A(fjo ml de agua Yy Enfriar soluciéna T2

purificada a 80-90 °C y —— ambiente mediante agitacién

disolver glicirricinato > 4+— | onstante

amonico \I/ Verificar pH a T2@ambiente.
—

Afiadir sucralosa y " Verificar pH

CTZ mediante agitacion > ¢

constante \I/

Afadir manitol, Enrasar a c.s.p. 100 ml.

PVP K30y —> < Verificar pH y densidad

esencia de menta absoluta

piperita

Fig. 72. Flujo de preparacion de 100 ml de solucién.

Método de preparacion:

a.

Afadir 40 ml de item 7 a un vaso de precipitados de 100 ml, y calentar a 85-90 °C

mediante placa de calefaccién con agitador magnético.

Afiadir item 1y disolver mediante agitacion fuerte. Verificar completa disolucion y

enfriar la solucion mediante agitacion constante hasta alcanzar temperatura ambiente.
Verificar pH.

Afadir al paso a item 2, y disolver mediante agitacion constante. Verificar completa

disolucién.

Afadir item 3 (principio activo) y disolver mediante agitacion constante. Verificar

completa disolucion.
Verificar pH.
Afadir item 4 y disolver mediante agitacion constante. Verificar completa disolucion.

Afadir item 5 poco a poco para evitar la formacion de grumos, y si necesario,

aumentar velocidad de agitacion. Verificar completa disolucion. Si necesario, una
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vez totalmente incorporado item 5, bajar velocidad de agitacion para eliminar

posibles burbujas de aire generadas en el proceso de disolucion del item 5.
Mediante agitacion constante, afiadir item 6. Verificar completa disolucion.
Enrasar a c.s.p. 100 ml.

OBS: la cantidad total consumida de agua purificada esta en torno a 50 gramos (para
60 ml) y 85 gramos para 100 ml.

k. Verificar aspecto: solucidn transparente.

Verificar pH final y densidad absoluta.

6.2.6. Método de preparacion de los liofilizados orales

Preparar el Liofilizador Telstar ® L-3 para ciclo:

Poner en marcha enfriamiento de cdmara a -40 °C.

Dosificar con micropipeta la dosis de 0,5 ml en cada alveolo de PVC.
Depositar las placas de PVC dosificadas en bandejas de acero inoxidable

Depositar las bandejas de acero inoxidable en la camara de liofilizacion para

congelacién del producto por un tiempo minimo de 2 horas.
Aplicar ciclo de liofilizacion:

Sublimacion a baja presion (125 a 95 pbar) hasta secado secundario a 40 °C. El ciclo

completo dura 24-28 horas.
Cortar vacio y esperar estabilizacion de la camara de liofilizacion.

Extraer placas con LO y envasarlas mediante maquina envasadora al vacio Food

saver en bolsas de polietileno.

Almacenar placas envasadas en desecadores con silice gel.
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6.2.7. Controles en proceso

- Aspecto: Liofilizado oral redondo, de color blanco, sin grietas.

- Caracteristicas organolépticas: sabor a menta.

- Peso del liofilizado oral (promedio de 6 liofilizados orales).

- Control de humedad: control con 6 liofilizados orales de cada formula.
- Humedad residual: Indicar resultado.

- Ensayo de desintegracion con 6 liofilizados orales: no puede exceder a 3 minutos

(preferentemente en menos de 1 minuto).
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DISCUSION GLOBAL
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7. DISCUSION GLOBAL

7.1.  DESARROLLO DE LA FORMULACION

Segun el articulo de Seager, 1998 (3), la dosis de farmacos hidrosolubles es generalmente
limitada a un méximo de 60 mg. Ademas, indica que la dosis depende del
comportamiento del farmaco durante el proceso de congelacion y en la caracteristica que
presente el mismo durante el proceso de secado. Se indica, ademas, que mezclas
eutécticas se pueden generar, y que pueden no congelarse adecuadamente, o sufrir melt-
down con las altas temperaturas alcanzadas durante el proceso de liofilizacién. Otro
punto que se indica en el mismo articulo es la posibilidad del farmaco hidrosoluble de
generar un sélido amorfo, vitreo, durante el paso de congelacidn, y de que éste pueda
sufrir colapso en la fase de secado primario debido a la sublimacion del hielo y de la
pérdida de estructura de soporte. Como alternativas para solucionar este problema, el
autor propone utilizar excipientes que confieran cristalinidad al liofilizado, es decir,
rigidez a los productos amorfos. Otra alternativa propuesta por el autor es la de incluir
en la férmula una resina de intercambio i6nico que se una al farmaco hidrosoluble, de
modo a generar un complejo insoluble en agua. La tercera propuesta es la de dosificar
una solucién no acuosa del principio activo en unidades de placebos preformados. El
disolvente organico es entonces evaporado y el farmaco recristalizado se deposita en los

poros del liofilizado.

En el liofilizado de CTZ desarrollado, la dosis de cada liofilizado contiene 10 mg de
principio activo. De esta manera, la cantidad de principio activo hidrosoluble es inferior
al maximo indicado del estudio de Seager (3). Otro aspecto a tenerse en cuenta es la
obtencion de una pastilla liofilizada robusta de CTZ, en ausencia de excipientes, tras el
estudio de viabilidad de liofilizacion (ver Fig. 31). El producto no ha presentado el
fendomeno de melt-back o de colapso tras el proceso de secado, lo que descarta el uso de
resina de intercambio idnico sugerido por el mismo articulo (3). Mediante ensayo DSC
para el principio activo, en ausencia de excipientes, CTZ no ha presentado formas
metaestables, con una Tg’ de -23 °C. Todo eso indica la viabilidad de producir
liofilizados orales de CTZ, con la alternativa de afiadir los excipientes comunmente
utilizados para tal fin, para facilitar el mantenimiento de la estructura rigida, facilitando

la disgregacion en segundos de la forma farmacéutica y dejando un sabor agradable en
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la boca. Siendo asi, se propone inicialmente utilizar solo el excipiente manitol, conocido

por aportar rigidez a la estructura liofilizada y buena redispersion.

Tras los resultados del estudio de viabilidad de liofilizacion en vial con manitol y CTZ
se han obtenido resultados aceptables en cuanto al aspecto de la pastilla liofilizada con
la concentracion al 2% (p/v) de manitol. Concomitantemente, se estudio la posibilidad
de utilizar PVP K30 como Unico agente de carga. Visto los resultados de la prueba de
viabilidad con PVP K30 y CTZ en vial, con un resultado aceptable de PVP K30 al 5%
(p/v), se verifica la viabilidad de la misma combinacion pero en molde de PVC, con un
resultado no conforme por presentar un liofilizado agrietado. Asi, se decide probar la
combinacidn entre PVP K30 y manitol en las concentraciones que han generado pastillas
en vial aceptables, con PVP K30 al 5% (p/v), manitol al 2% (p/v) y CTZ al 1% (p/v) en
vial. Visto que el resultado era aceptable en vial, se prueba en molde de PVC la misma
combinacién. Se genera un liofilizado a simple vista uniforme, pero muy fragil al
extraerse del molde. Ademas, se verifica el papel aglutinante ejercido por el PVP K30
en la combinacion con manitol. Siendo asi, se ha visto que el mejor resultado ha sido la
combinacion entre excipientes y CTZ, presentando liofilizados aceptables en vial y
molde de PVC. Se probaron las mismas concentraciones de excipientes a distintas
concentraciones de CTZ, y se ha estipulado la mejor dosis y concentracion de CTZ de
partida, siendo esa 2 % (p/v) 0 20 mg/ml y el molde redondo de PVVC con capacidad para

0,5 ml (correspondiendo a una dosis de 10 mg de CTZ).

Antes de efectuar el disefio factorial, se analizaron por DSC cada excipiente por separado
(manitol y PVP K30) con tres concentraciones diferentes cada uno — manitol a 2; 4,5y
7% (p/v) y PVP K30 a 1; 3y 5% (p/v)-, y CTZ a 20 mg/ml (ver figuras 37-43) . La
técnica ha determinado que todas las concentraciones de manitol han presentado formas
metaestables, con Tg’ de aproximadamente -26 °C (promedio entre las tres
concentraciones). De las tres concentraciones de PVP K30 analizadas, ninguna ha
presentado formas metaestables, con Tg’ entre -22,31 °C para PVP K30 al 1% (p/v), -
25,31 °C para PVP K30 al 3% (p/v) y -33,72 °C para PVP K30 al 5% (p/v). El resultado
del analisis mediante DSC de las tres concentraciones de manitol estudiadas ha indicado
que no se recomienda utilizar manitol como Unico agente de carga debido a la presencia
de formas metaestables en todas las concentraciones estudiadas. Ademas, con los

resultados de las pruebas de viabilidad de liofilizacion llevadas a cabo con PVP K30 al
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5% (p/v) y principio activo al 1% (p/v), el liofilizado obtenido en vial habia presentado
un aspecto agrietado, indicando la necesidad de afiadir otro excipiente que pudiera
conferir una estructura mas rigida al liofilizado (que es exactamente el aporte buscado
con la adicion de manitol a la féormula). Asi, se ha procedido a continuar el estudio,
estableciéndose distintas concentraciones de manitol y PVP K30 con CTZ para efectuar

el disefio factorial.

Para establecer las concentraciones de PVP K30 se ha tenido en cuenta que el excipiente
puede incrementar la Tg’ para facilitar el proceso de secado primario (39); debido a su
perfil higroscopico, se ha decidido no incrementar de inicio la concentracién de PVP
K30 y mantener como maxima concentracion estudiada la de 5% (p/v). Asimismo,
desconociendo a priori el resultado de las combinaciones entre excipientes en cuanto a
la aparicion de formas metaestables, se ha mantenido en el estudio factorial 3% las
concentraciones al 1, 3y 5% (p/v) de PVP K30 combinandolas con las concentraciones
crecientes de manitol al 2; 4,5y 7% (p/v) propuestas (teniendo la concentracién al 2%
de manitol (p/v) como punto de partida por ser la concentracion que en las pruebas de
viabilidad de liofilizacién con manitol y CTZ, ha mantenido una forma rigida aceptable

en vial).

A partir de cada una de las concentraciones comentadas anteriormente, han surgido
nueve combinaciones diferentes (soluciones A, B, C, D, E, F, G, H e I) entre manitol y
PVP K30 para analisis de Tg’ y presencia/ausencia de formas metaestables mediante
DSC, con CTZ. De las nueve soluciones propuestas, tres (A, D y E) no presentaron
formas metaestables (ver figuras 44, 47, 48). Analizando las soluciones que no
presentaron formas metaestables (ver Tabla 10), se observa que todas presentan
concentraciones superiores de PVP K30 (p/v) en relacién a la concentracion de manitol
(p/v) - solucion A (3% PVP K30, 2% manitol), solucion D (5% PVP K30, 2% manitol)
y solucion E (5% PVP K30, 4,5% manitol p/v), indicando que, para que el PVP K30
controle la aparicion de formas metaestables generadas por el manitol, se requiere afadir
siempre una mayor proporcion de PVP K30 que de manitol, lo que corresponde a los
resultados obtenidos con las seis soluciones que presentaron formas metaestables en el
estudio 32 (soluciones B, C, D, F, G, H e 1), todas presentando concentraciones de
manitol superiores a las concentraciones de PVP (ver figuras 45-46, 49-52, y Tabla 10).
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Se ha llevado a cabo una prueba de viabilidad de liofilizacion en moldes de PVC con las
soluciones A, Dy E. La solucién E (4,5% manitol y 5% PVP K30 p/v) ha presentado
un liofilizado con un aspecto mas compacto que la solucion A y D, pese a presentar
grietas en los bordes. Tras esta prueba, se descarta seguir con las soluciones A 'y D. Se
mantiene la concentracion de manitol al 4,5% (p/v), afiadiéndose PVP K30 al 7% (p/v)
denominado solucién E1, PVP K30 al 10% (p/v) denominado E2, y una concentracion
intermedia de PVP K30 (8,5% p/v), denominada E3.

Mediante anélisis DSC para las soluciones E1, E2 y E3 (ver figuras 61-63) se observa
que las tres soluciones presentan una Tg’ de aproximadamente -31 °C, y ninguna
presenta formas metaestables. Teniendo como punto de partida la solucion E que
presentd una Tg’ de -32,2 °C, el incremento en la concentracion de PVP K30 ha
aumentado la Tg’ en 1-2 grados maximo en las Tg’ de las soluciones E1, E2 y E3. Es
decir, las tres soluciones (E1, E2 y E3) siguieron sin presentar formas metaestables; no
obstante, el aumento en la Tg’” que podria conferir la adicion de PVP K30 no ha sido

substancial.

7.2.  CARACTERIZACION DE LAS FORMULASE1,E2 Y E3

7.2.1. En solucién

Teniendo en cuenta que las soluciones E1, E2 y E3 presentan concentraciones de PVP
K30 superiores a la concentracion de manitol (que se mantiene en un 4,5 % (p/v) en
todas ellas), el excipiente que rige la viscosidad de dichas soluciones es el mismo PVP
K30. El analisis de reologia llevado a cabo, se verifica un incremento de la viscosidad
correspondiente con el aumento en la concentracion de PVP K30; asimismo, este
incremento no es substancial visto que todas las soluciones mantienen un perfil
newtoniano, lo que caracteriza soluciones muy similares en comportamiento al agua (ver
Tabla 11, Fig. 64). En cuanto a la densidad absoluta (ver Tabla 12), también se observa
un aumento en los valores de densidad proporcional al aumento en la concentracion de
PVP K30; sin embargo, no se observan diferencias significativas puesto que se trata del
tercer decimal. La determinacién de pH en los mismos puntos establecidos en la
fabricacion de las soluciones (antes de la adicion del principio activo, tras la adicion del

principio activo y tras el enrase) tampoco presenta diferencias entre dichas soluciones.
150



7.2.2. En liofilizado

En cuanto a las caracteristicas organolépticas de los liofilizados orales estudiados, se
tuvo en cuenta enmascarar el sabor amargo del principio activo CTZ. Un estudio
publicado este afio 2015 (80) propone el uso de ciclodextrinas para enmascarar el sabor
amargo del principio activo CTZ en una formulacion de liofilizado oral. Teniendo en
cuenta los resultados obtenidos en la viabilidad de liofilizacion de CTZ y de los
resultados obtenidos tras encontrar las combinaciones de manitol y PVP K30 idoneas
tras ensayo DSC, se han considerado excipientes que también se utilizan en
formulaciones de liofilizados orales (como puede ser el edulcorante sucralosa y
glicirricinato amonico) y el saborizante menta piperita Ph. Eur. De esta manera, se ha
afiadido a las tres formulas estudiadas (E1, E2 y E3) un 0,1% (p/v) de sucralosa, un 0,1%
(p/v) de glicirricinato amonico y un 0,1% (p/v) de esencia de menta piperita Ph. Eur (77,
78). Todos los liofilizados ensayados (E1, E2, y E3) han presentado sabor a menta de

forma satisfactoria.

El tiempo de disgregacion debe preferentemente ser rapido y completo de modo que no
se detecten particulas sin disolver en la lengua. Siendo asi, se ha efectuado el ensayo
siguiendo instrucciones de la Ph. Eur para liofilizados orales. De los resultados
obtenidos, se observa que el incremento en la concentracién de PVP K30 hace que
aumente el tiempo de disgregacion, siendo éste no superior a 30 segundos en todos los
liofilizados (ver Tabla 13).

En cuanto a la resistencia mecénica de los liofilizados orales ensayados, tras la prueba
de viabilidad de liofilizacion con las tres soluciones (E1, E2 y E3) se observa que los
liofilizados E1 son los mas fragiles a la manipulacion del molde de PVC, y los
liofilizados E2 y E3 son los que presentan mejor aspecto final (sin rotura al extraerlos
del molde de PVC). Ademas, se pudo verificar la resistencia a la fractura tras el ensayo
de fracturabilidad de los liofilizados E1, E2 y E3 (ver Tabla 14). Los resultados promedio
obtenidos tanto de la fuerza aplicada para la rotura de la cara convexa y de la cara
concava de 10 liofilizados/cara indican que el incremento en la concentracion de PVP
K30 es proporcional a la resistencia a la rotura obtenida, lo que indica el efecto del PVP

K30 en las formulas.
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A partir de los resultados del anélisis SEM (ver figuras 65-67), se ha podido verificar
que el incremento en la concentracion de PVP K30 también afecta la morfologia interna
de los liofilizados. Se observa el aspecto poroso de todos los liofilizados (E1, E2 y E3),
ademas de observarse que las cantidades crecientes de PVP K30 generan mas capas y

poros mas pequefios (como en E2, que contienen 10% (p/v) de PVP K30).

La técnica Karl-Fischer volumétrico de los tres liofilizados ha indicado que tras el ciclo
de liofilizacion aplicado, la humedad residual ha sido de 0,01% para las tres formulas,
lo que indica que el proceso de liofilizacion aplicado ha sido efectivo. No obstante, se
debe tener en cuenta que seria interesante aplicar la técnica Karl-Fischer coulométrica
de modo a poder determinar trazas de humedad en las muestras liofilizadas.

7.2.3. Anadlisis de estabilidad acelerada

Para el andlisis de estabilidad acelerada mediante la técnica TGA, se ha observado que
el liofilizado E1 con 4,5% manitol y 7% PVP K30 (p/v), a 25 °C, no consigue mantenerse
estable a 40%HR. Para el liofilizado E1, las condiciones de estabilidad idoneas se
mantendrian entre 25 °C y 30%HR. Los liofilizados E2 (4,5% manitol y 10% PVP K30
p/v) y E3 (4,5% manitol y PVP K30 8,5% p/v) consiguen alcanzar 40%HR a 25 °C. No
obstante, se observa que entre E2 y E3, el liofilizado E3 es el que se mantiene un poco
mas estable en estas mismas condiciones. Pese a que las soluciones E1, E2 y E3 no
presentaron formas metaestables mediante estudio DSC, mediante el estudio TGA de
estabilidad acelerada, se observa que todos los liofilizados presentan dificultad en
mantenerse estables, como minimo, a niveles superiores a 40%HR (a 25 °C), y que de
los tres liofilizados, el E3 es el que intenta mantenerse estable por mas tiempo,
considerandose como la formula més estable de las tres ensayadas. No obstante, ninguna
de las férmulas ha podido mantenerse estable a mas de 40%HR de manera sostenida en
el tiempo, lo que indica que presentan baja estabilidad a temperaturas y humedades altas.
Todo y asi, hay que tener en cuenta que el estudio se lleva a cabo en ausencia del envase
final, lo que indica la necesidad de por un lado, afiadir un tercer excipiente que aumente
la Tg’ de la formula, lo que podria auxiliar a mantener el liofilizado estable por mas
tiempo, y por otro lado, hacer el estudio de estabilidad indicado por ICHQ1A(R2) con
el liofilizado oral E3 acondicionado en PVC y /o blister especial de aluminio laminado

(que confiere un entorno mas protegido a la forma farmacéutica).
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8. CONCLUSIONES

1. Un método nuevo y sencillo de RP-HPLC fue desarrollado para la determinacion
de CTZ y sus productos de degradacion. ElI método propuesto se demostro ser
lineal, preciso, exacto y especifico. Se obtuvieron resultados satisfactorios en la
separacion del pico de CTZ de sus productos de degradacion.

2. El método analitico desarrollado es un método rentable que requiere una fase
movil sencilla (solucion reguladora de fosfato y acetonitrilo, 65:35 v/v). Ademas,
no requiere uso de par ionico, aumentando el tiempo de uso de la columna

cromatogréfica.

3. Las formulas ensayadas (en solucion) son faciles de preparar, contienen

excipientes que se disuelven facilmente en medio acuoso.

4. El perfil térmico diferencial obtenido tras el disefio factorial 3> mediante DSC ha
sido determinante para el establecimiento de las soluciones sin formas
metaestables (A, D y E), mientras que el estudio de viabilidad de liofilizacién ha
sido importante para determinar la mejor férmula liofilizada de partida de entre
las que no presentaron formas metaestables, estableciéndose la concentracion
maxima de manitol (4,5% p/v) que no afectara a la formulacién, ademas de
indicar la viabilidad en el uso del PVP K30 como agente estabilizador en la
formulacién, al observarse que cuando se ha afiadido en concentraciones

superiores a la de manitol, ha evitado la aparicién de formas metaestables.

5. Elciclo de liofilizacién utilizado ha sido capaz de producir los liofilizados orales
sin gque se presentara colapso o melt-back en las formulas estudiadas finales (E1,
E2 y E3).

6. Entérminos de caracterizacion del liquido y del liofilizado oral, las tres formulas
(E1, E2 y E3) han presentado resultados coherentes con el aumento en la
concentracion de PVP K30, teniendo en cuenta los resultados de densidad,
viscosidad, fracturabilidad, SEM.

7. Lasformulas E2 y E3 son las mejores en términos de buena resistencia mecanica,
disgregacion rapida. No obstante, es la formula E3 la que ha presentado un mejor

perfil de estabilidad en el estudio de estabilidad acelerada mediante DVS, lo que
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determina la férmula E3 como la més indicada como base del liofilizado oral de
CTZ.

A partir de la formula E3, se propone llevar a cabo nuevos estudios, como la
adicion de un tercer excipiente que aumente la Tg’ obtenida, para hacer un
estudio de estabilidad en paralelo entre la formula E3 y la nueva, con un material
de acondicionado primario adecuado (protegiendo la forma farmacéutica de la
luz y de la humedad ambiental) siguiendo las normas ICHQ1A (R2), con el

objetivo de determinar la mejor formula para el liofilizado oral de CTZ.
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Abstract

of cetirizine dihydrochloride.

specificity, limit of detection and quantification.

Background: A new, simple and accurate stability-indicating reverse phase high performance liquid chromatography
method was developed and validated during the early stage of drug development of an oral lyophilizate dosage form

Methods: For RP-HPLC analysis it was used an Edlipse XDB C8 column 150 mm x 4.6 mm, 5 pm (Agilent columns,
Barcelona, Spain) as the stationary phase with a mobile phase consisted of a mixture of 0.2 M K;HPO4 pH 7.00
and acetonitrile (65:35, v/v) at a flow rate of 1 mL min ~'. Detection was performed at 230 nm using diode array
detector. The method was validated in accordance with ICH guidelines with respect to linearity, accuracy, precision,

Results: The method results in excellent separation between the drug substance and its stress-induced degradation
products. The peak purity factor is >950 for the drug substance after all types of stress, which confirms the complete
separation of the drug substance peak from its stress induced degradation products.

Regression analysis showed r* > 0.999 for cetirizine dihydrochloride in the concentration range of 650 pg mL ™' to
350 g mL" for drug substance assay and a r* > 0.999 in the concentration range of 0.25 g mL ™" to 5 ug mL™" for
degradation products. The method presents a limit of detection of 0.056 g mL " and a limit of quantification of
025 pg mL™". The obtained results for precision and accuracy for drug substance and degradation products are within
the specifications established for the validation of the method.

Conclusions: The proposed stability-indicating method developed in the early phase of drug development
proved to be a simple, sensitive, accurate, precise, reproducible and therefore useful for the following stages of
the cetirizine dihydrochloride oral lyophilizate dosage form development.

Background

In the early stage of drug development, forced degrad-
ation studies are used to facilitate the development of
an analytical methodology, in order to obtain a better
understanding of the drug substance (DS) studied and
the final drug product (DP) stability, providing data
regarding degradation pathways and degradation prod-
ucts (DE) [1]. Such studies are needed to assure that all
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the regulatory requirements of a drug are fulfilled, such
as the identification of possible DE, degradation path-
ways and intrinsic stability of the drug molecule. Part
of the study is the development and validation of the
stability indicating analytical method involved [2,3].
The overall objective of this work is to develop a new
formulation with the drug substance (CyH,;Cl3N,O3)
cetirizine dihydrocloride (CTZ; the dihydrochloride of a
2-[4-chlorobenzhydryl) piperazin-1-yl] ethoxyacetic acid).
CTZ is a non-sedative H; antihistaminic drug, a pipera-
zine derivative and metabolite of hydroxyzine (Figure 1)
[4]. CTZ presents an increased degree of polarity, which
makes it less capable of crossing the blood brain barrier,
hence reducing the sedative side effects in comparison

© 2014 Flérez Borges et al; licensee BioMed Central. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/40), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly credited. The Creative Commaons Public Domain

Dedication waiver (http//creativecommons.org/publicdomain/zera/1.0/) applies to the data made available in this article,
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Figure 1 Chemical structure of cetirizine dihydrochloride. Ph. Eur. 7th Edition 2014 (8.0).
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M, 4618

with first generation antihistamines, such as diphenhydra-
mine and hydroxyzine [5-7]. CTZ is administrated gener-
ally in tablets and liquid forms orally to promote the relief
of symptoms related to allergic rhinitis, chronic idiopathic
urticaria and other rashes [8,9].

This new formulation consists of an oral lyophilized
dosage form, whose aim is to facilitate swallowing (in
the case of patients with dysphagia, such as children and
elderly, for instance), easy to administer, effective, sale
and stable over time.

Several HPLC methods have been reported in litera-
ture for the determination of CTZ alone [10-13] and
also determining CTZ simultaneously with other drug
substances, as in multicomponents preparations [14-16].
In order to develop a new chromatographic method for
the determination and quantification of CTZ and its DE
generated after a forced degradation study, several chro-
matographic methods for CTZ were investigated in the
literature. Among them, was the Ph. Eur. method for
CTZ [17]. However, the latter was discarded due to the
use of a normal phase chromatographic column and mo-
bile phase that used much organic solvent (acetonitrile,
not very cost-effective). Also, the Ph. Eur. method pre-
sents a very acid mobile phase pH (pH <0.5), which is
known to diminish the life span of the chromatographic
column [18]. Also, some chromatographic analytical
methods [12,13] used chromatographic columns of re-
verse phase, usually C18 and C8. Depending on the type
of separation pursued (as for instance, CTZ combined
with another DS), isocratic or gradient methods were
used, and also mobile phases with ionic pairing. We have
developed a reverse-phase high performance liquid chro-
matography (RP-HPLC) method by studying the effect
of the stationary phase (C18 or C8 analytical columns)
on peak resolution, the influence of pH -mobile phase-
when adjusting the desired retention time (tg) for the
DS. Plus, by using a reverse-phase column, we reduced
the amount of organic solvent (acetonitrile) used for the
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identification of the DS, in comparison to the analytical
method validated by Ph. Eur. [17], which uses a normal
phase chromatographic column, requiring more organic
solvent due to its characteristics [18-25]. Therefore the
aim of this study is to determine all possible DE generated
under stress conditions, by developing and validating a
stability-indicating RP-HPLC method for cetirizine dihy-
drochloride in the early stage of drug development of an
oral lyophilizate.

Methods

Chemicals and reagents

All chemicals were analytical grade and used as re-
ceived. All solutions were prepared in Milli-Q deionized
water from a Milli  gradient A10 water purification sys-
tem (Molsheim, France). CTZ bulk powder (Cetirizine
dihydrochloride, Ph. Eur) was purchased from Jubilant
Lifesciences Ltd (Mysore, India) and kindly provided by
Reig Jofre Group (Barcelona, Spain). HPLC grade aceto-
nitrile was obtained from Panreac (Barcelona, Spain).
Ortho-phosphoric acid 85% was purchased from Panreac
(Barcelona, Spain). Potassium phosphate dibasic Ph. Eur.
(K;HPO,) was purchased from Fagron (Terrassa, Spain).
Hydrochloric acid 37%, sodium hydroxide and hydrogen
peroxide (HyOs) at 33% were purchased from Panreac
(Barcelona, Spain).

Equipment and chromatographic conditions

Samples were analyzed on Dionex Ultimate 3000 HPLC
Thermo Fisher Scientific (California, USA), equipped with
data system Chromeleon version 6.8 SP2 Build 2284, with
degasifier SR3000, LPG-3400 quaternary pump, injector
WPS3000, oven 6P TCC-3100, UV-vis detector PDA-
3000. For initial development studies it was used an
analytical chromatographic column Kromasyl 100-5C18
150 mm x 4.6 mm, 5 pm particle size (Tecnokroma
Akzonobel, Terrasa, Spain). For final development and
method validation, it was wused an analytical
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chromatographic column Eclipse XDB-C8 150 mm x
4.6 mm, 5 pm particle size (Agilent columns, Barce-
lona, Spain). An isocratic mobile phase consisting of
acetonitrile and 0.2 M potassium phosphate dibasic Ph.
Eur. buffer solution at pH 7.00 (35:65 v/v) was used,
and the analysis was carried out at a flow rate of
1 mL min ~%. All determinations were performed at 30°C.
The injection volume was 25 pL. The detector was set at A
230 nm. The peak homogeneity was expressed in terms of
peak purity factor and was obtained directly from spectral
analysis report using the above mentioned software.
Other apparatus included a Crison micropH 2002 pH
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meter (Barcelona, Spain) and Heraeus oven T5028 for
thermal degradation (dry heat at 105°C) (Hanaus,

Germany).

Forced degradation studies and preparation of samples

The forced degradation studies were carried out by prepar-
ing several standard solutions of CTZ at 500 pug mL™, for
each degradation study. Each sample was analyzed accord-
ing to the previous procedures described under the pro-
posed analytical method. In order to determine whether
the analytical method is suitable to be a stability-indicating

SPARC Speciation Plot
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Figure 2 SPARC speciation plot for cetirizine dihydrochloride. Anionized (S1) and protonized (S6) species.
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assay, forced degradation studies under different conditions
were carried out according to the following procedure:

a) Acid and basic hydrolysis: 5 mg of bulk powder was
treated with 5 mL of 0.1 M HCI and 0.1 M NaOH.
The flasks were placed in a dry air oven at 105°C.
Another 5 mg of bulk powder was also treated with
5mL of 0.1 M HCl and 0.1 M NaOH at room
temperature, for 24 hours.

b) Oxidation with H»O5 at 33%: 5 mg of bulk powder
was exposed to 5 mL of hydrogen peroxide at 33%
(W /v). The vial was kept at room temperature for
24 hours.

¢) Infrared (IR) and Ultraviolet (UV) light: 5 mg of
bulk powder was exposed under an infrared lamp
and another 5 mg of bulk powder was exposed
under an ultraviolet lamp, for 24 hours.

d) Humidity HR 79%: the 5 mg bulk powder sample
was placed inside a humidifier with HR 79%, for
24 hours.

e) Heat at 105°C: 5 mg of bulk powder sample was
placed inside a 105°C dry air oven for 24 hours.

f) Shed sunlight for 15 days: 5 mg of bulk powder was
kept in a vial for 15 days, at room temperature and
exposed to direct sunlight.

Once the stress conditions were complete, 10 mL of
0.2 M phosphate buffer (pH 7.00) was added to the sam-
ples in order to achieve the standard solution concentra-
tion of 500 pm mL-1. Moreover, all the solutions and
blanks were filtered with a 0.45 pm syringe filtration disk
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PVDE. Results were compiled in terms of relative reten-
tion times (rtR) found during the analysis.

Validation of the analytical method

In order to validate the RP-HPLC method developed,
ICHQ2B guideline recommendations were followed, in
terms of selectivity, linearity, range, accuracy, precision,
limit of detection (LOD) and limit of quantification (LOQ)
[26]. In order to fulfill ICH specifications in terms of linear-
ity and range for the analytical method (content uniformity
and assay of DS and finished product), a linear range within
70-130% was studied, by analyzing a series of three replicates,
ie, three independent sets (k = 3), each with seven different
concentrations (n = 6): 350 pg ml ' - 650 pg ml Y, consid-
ering 500 pg ml " as 100% (standard solution), in order to
provide information on the variation in peak area values
between samples of the same concentration. For evaluation
of the precision estimates, repeatability and intermediate
precision were performed at three concentration levels
(650, 500 and 350 pg ml ", corresponding to 130, 100 and
70%), and 10 injections of each sample (K= 10), per day.
Mean average, standard deviation (SD) and relative stand-
ard deviation (RSD) of tg and the peak area achieved indi-
vidually of day 1 and 2 were calculated. After the HPLC
analysis, the response factor (RF) was calculated between
the response (Y) and concentration achieved (X), as Y/X.
Therefore, mean average, SD and RSD were calculated
using the response factors obtained with an Excel 2007
spread sheet. The response factors results must comply
with a RSD +2%. For accuracy the concentration found
expressed by function of repeatability of the standard

Figure 3 Cetirizine dihydrochloride under normal conditions.
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750 '
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Table 1 Summary of product degradation peaks in relative retention time (rtg)

Stress conditions rtg (min) Tz

Humidity HR79% 1.00

Acid hydrolysis *RT 0.51 081 087 100

Acid hydrolysis at 105°C 046 0.50 064 0.87 1.00 500

Ultraviolet light (UV) 052 059 081 1.00 200 430

Infrared light (IR) 051 060 066 081 1.00

Basic hydrolysis *RT 0.53 081 087 1.00

Basic hydrolysis at 105°C 046 048 051 058 0.71 086 100 160 200 280 340 500 9.10
Dry heat at 105°C 0.50 072 080 09 100 430 500

Shed sunlight 15 days 0.60 1.00

H,05 at 33% 0.51 1.00 190 260 440 570
Normal conditions 1.00

*RT: Room temperature.

solution, relative error in percentage and the percentage of
recovery, with mean average, SD and RSD deviation of
each of the three concentrations studied (650, 500 and
350 pg ml 7, was considered of three replicates) were cal-
culated. For the DS, 98-102% percentage of recovery was
considered as being acceptable [27].

For the determination and quantification of the DE,
linearity, precision, accuracy and LOD and LOQ were
calculated. In order to carry out this validation, further
dilutions from a stock solution of 500 ug ml = with the
specified mobile phase were carried out in order to
achieve the correspondent concentrations: 5 pg mL ',
2.5 pg mL 1125 pug mL 105 Mg mL™, 0.25 ug mL7,
0.125 pg mL % A total of seven independent calibration
curves, ie., seven replicates ( k = 7) were prepared. The
LOD and LOQ were calculated by the ratio between
the standard deviation of y-intercepts of regression lines
of the seven calibration curves mentioned before by aver-
aging the slopes of calibration curve multiplied by 3.3 and

10, respectively [26,27]. Each serial dilution (k = 7) was an-
alyzed, with n = 6 (level of concentrations).

In terms of relative error and percentage of recovery
three concentrations (5, 1.25 and 0.25 pg mL™") from
the range of DE were evaluated. All the solutions pre-
pared were filtered with a 0.45 pum syringe filtration disk
PVDF to the vials for injection in the HPLC system.

Results and discussion

HPLC method development

As an early stage study of drug development, our goal
was to acknowledge all possible DE generated under
stress conditions for CTZ. The information acquired in
the early stage of the study will lead us to a better under-
standing of the DS itself and also the possible DE that
we may find during the next step of the oral lyophilized
development study. Therefore it was not our objective
the development of a fast analytical method for the DS
per se, but actually the development of an analytical

Table 2 Peak purity determination by diode-array UV-vis spectra of CTZ and stress studies results

Forced degradation conditions ®Peak purity index match

Decomposition (%) Extent of decomposition

Humidity HR79% 952
Acid hydrolysis *RT 990
Acid hydrolysis at 105°C 998
Ultraviolet light (UV) 962
Infrared light (IR) 962
Basic hydrolysis *RT 972
Basic hydrolysis at 105°C 986
Dry heat at 105°C 953
Shed sunlight 15 days 996
Oxidative medium *RT 998
CTZ (phosphate buffer solution) 990

0 None
0 None
19 Substantial
9 Substantial
8 Substantial
0 None
15 Substantial
3 Substantial
10 Substantial
79 Substantial
0 Normal conditions

“indicates the value for peak purity index match of CTZ above 950, considering 1000 as 100% match; *RT: Room temperature.
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Figure 4 Cetirizine dihydrochloride under humidity HR79%.

1.600_ DEGRADACIONMP0304 #12 [medified by ULTIMATE 3000] UV_VIS_1
. mAU WVL:230 nm|
7] 1- 6,367
1.250+
1.000—
750+
500
250 ‘
AN
[y - " |
200 min|
T T T T T
0,0 10,0 20,0 30,0 40,0 50,0 60,0

method that could detect a complete profile of DE for
this DS, leaving for the following studies of drug devel-
opment the aim of reducing run time, for instance.

CTZ is freely soluble in water, and practically insoluble
in acetone and metilen chlorate [17]. Considering its
hydrophilic nature, reverse phase columns were chosen
in order to investigate the chromatographic profile with
two types of packing material for stationary phases: C18
(more hydrophobic, octadecylsilyl), and C8 (intermediate
hydrophobicity, octylsilyl). We also studied the molecule

of CTZ using the physicochemical calculator SPARC
(Sparc Performs Automated Reasoning in Chemistry)
developed by the United States Environmental Protec-
tion Agency (EPA) for the purpose of predicting which
pH would suit best for CTZ ionization [28]. The speci-
ation plot for CTZ (Figure 2) shows that pH3 is not rec-
ommended for the of CTZ due to the
existence of six different species of ionized CTZ with no
clear definition among them, whereas at pH2 we can
find the protonated CTZ (S6) and at pH7 the anionized

ionization

Figure 5 Cetirizine dihydrochloride under H,0, at 33%.
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Figure 6 Chromatographic spectra of cetirizine dihydrochloride (b) and its degradation products (a, ¢, d, e and f) under H,0,
at 33%, in nm.
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Table 3 Repeatability and intermediate precision according to retention time (tz) and peak area for CTZ assay

tr Peak area

Day pg mL™’ Mean average + *SD (min) "K= 10 “RSD (%) Mean average % *SD (mAU.min) °K=10 “RSD (%)

1 650 579400274 04747 51254+ 1.7865 0.5365
500 579400327 05646 39960 + 1.9090 04777
350 580+00228 03929 28121 £ 1.7867 06353

2 650 577 £00195 03384 511.75+ 22059 04310
500 578+ 00149 02584 39954 + 15972 0.3997
350 580+ 00248 04279 28163 +1.0483 03722

25D (Standard deviation); °K (number of injections); “RSD (Relative standard deviation).

CTZ (S1) (Figure 3). The pKa values estimated for CTZ
are: 2.7 (pKal), 3.6 (pKa2) and 7.6 (pKa 3) [29]. How-
ever, due to the finding of chromatographic methods
that used buffer solutions at pH3 or around 3 (2.8, 3.5,
for instance) we decided to considered pH3 in our study
[10-12,14]. During the preliminary studies of the analyt-
ical method development, we have combined different
proportions of acetonitrile and aqueous solution at pH3
(MilliQQ water acidified at pH3 with orto-phosphoric acid
85%). The preliminary studies were carried out by the
injection of a 500 pg mL ' solution of CTZ, using a
C18 analytical chromatographic column, flow rate of
mobile phase of 1 mL min ', an injection volume of
25 pL, oven temperature of 30°C, 230 nm of wavelength,
in isocratic mode. The effects of the optimum eluent
composition were studied, obtaining a retention time
(tg) of eight minutes for CTZ with a 35:65 (v/v) of aceto-
nitrile and aqueous solution at pH3. Also, we tried to
adjust the mobile phase —studying the effect of the pro-
portion between the organic solvent and buffer solution
pH- in order to achieve a tg of approximately 6-7 for
CTZ. To diminish the tg, we finally tried to use a buffer
solution of 0.2 M K;HPO, pH7. We observed that main-
taining the same proportions of organic solvent and buf-
fer solution, but changing the pH from 3 to 7, using
potassium phosphate dibasic buffer solution at 0.2 M

solution at pH7, we achieved a tg of 5-6 minutes. How-
ever, CTZ peak shape presented tail broadening. There-
fore, in order to avoid using ion pair to improve peak
resolution, we have changed the analytical chromato-
graphic column C18 (Kromasyl 100-5 C18) to a C8
(Eclipse XDB C8), and tested with the same conditions
as before: acetonitrile and phosphate buffer solution
pH 7 (35:65, respectively), injection volume 25 pL, flow
rate 1 mL min ’1, temperature 30°C, 230 nm of wave-
length. This resulted in eliminating tail broadening. Hav-
ing determined the eluent proportions of the isocratic
mobile phase and the pH of the aqueous solution as
pH7, obtaining the desired tg, we have established the
stability-indicating method to carry out the forced deg-
radation studies.

Results of forced degradation study

CTZ was degraded up to 19% under acid hydrolysis at
105°C, presenting five degradation peaks. Under basic
hydrolysis at 105°C, CTZ was degraded up to 15%, pre-
senting twelve degradation peaks, followed by shed sun
light (10%, one degradation peak), UV (9%, four degrad-
ation peaks), IR (8%, four degradation peaks) and dry
heat at 105°C (3%, 6 degradation peaks). CTZ under
photolytic stress -shed sunlight during 15 days, IR and
UV light- presented degradation peaks with two, four

Table 4 Concentrations found, relative error in percentage, percentage of recovery and estimates for CTZ assay

2Theoretical Concentration Relative error% "Recovery% Mean recovery %D of recovery
concentration found (pg mL")

(ug mL ")

650 64129 1.25 98.75 98.66 0.09
650 64127 136 98.65

650 64067 145 98.56

500 50096 0.19 100.19 10049 0.57
500 50071 014 100.14

500 505.80 1.14 101.16

350 35216 061 10061 100.95 043
350 35277 0.78 100.79

350 35505 142 101.44

2650 ug mL~" = 130%, 500 pg mL ™" = 1009%, 350 ug mL~' = 709%; "recovery limits (98-1029%); °SD (Standard deviation).
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Table 5 Mean average, standard deviation (SD) and
relative standard deviation (RSD%) of peak area mAU
(5-0.125 pmL™")

Theoretical Mean concentration average =  “RSD (%)
concentration (ug mL™")  SD (ug mL™) (P k=7)

5.000 40495 +0.1040 25701
2.500 20121 £0.0251 12502
1.250 10012 £0.0326 32622
0.500 04021 +0.0327 81334
0.250 01818100111 6.1605

25D (Standard deviation); °k (number of replicates); “RSD (relative standard
deviation).

and five peaks, respectively (Table 1). CTZ presented DE
peaks under acid (three DE peaks) and basic hydrolysis
at room temperature (three DE peaks). However, degrad-
ation was not substantial in both cases (Table 2). Com-
paring the chromatographic profile of CTZ dissolved in
buffer solution (Figure 3) with no stress conditions
(normal conditions) with CTZ under Humidity HR79%
(Figure 4), it is observed that CTZ showed no substan-
tial degradation under Humidity HR79%, presenting a
similar chromatographic profile with CTZ dissolved in
buffer solution at the same concentration. Under oxida-
tive stress, CTZ presented 79% of degradation, showing
five degradation peaks (Figure 5) and in Figure 6 it can
be visualized by the chromatographic spectra of each
DE and CTZ. Furthermore, the peak purity value for
CTZ under oxidative stress was of 998 (considering
1000 as 100% match), indicating a homogenous peak
(Table 2). However, in the beginning of the elution
process, the diode-array assay detects DE higher that
its threshold, demonstrating a possible saturation of the
chromatographic column with H,0, at 33%. There is
also the hypothesis that 79% of decomposition can also
be the result of the degradation of DE, which would
generate more DE, due to the exposure of CTZ during
24 hours under oxidative condition. This leads to the
conclusion that may be necessary to change the oxida-
tive stress condition procedure, by reducing the con-
centration of peroxide (33%) or reducing the time of
exposure of the DS with H20, (24 hours), or both. Sat-
isfactory results were obtained studying the peak purity

Table 6 Relative error (%) and percentage of recovery
95D of

Concentration Mean bRelative “Mean

(pg mL ! concentration error%  Recovery% recovery%
found (ug mL™") (mean)
(k=7

5 5.000 0620 100,070 0.74

1.25 1.248 3310 99.840 410

0.25 0.235 9390 94.210 10,00

2k =7 (number of replicates); mean relative error% ; “mean recovery%%;
9standard deviation.
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index for CTZ under stress conditions, which confirms
the high specificity of the analytical method for CTZ
(Table 2).

Method validation

The developed method was validated using ICH guide-
lines [26]. Validation parameters included linearity, preci-
sion, accuracy, precision, and specificity, LOD and LOQ
(26,27].

Assay for drug substance method

Linearity for CTZ assay was verified by triplicate analysis
of seven different concentrations, ie., three sets of 130-
70% range of CTZ. As a result, the linear regression
equation was found to be Y=769.56 X 414573 (i* =
0.9994, k = 3 (number of replicates), n=7 (level of con-
centrations), 650 pg mL 7! to 350 pug mL ') for CTZ. In
which, Y was the dependent variable, X was independent
variable, 769.56 was the slope and which showed change
in dependent (Y) variable per unit change in independ-
ent (X) variable; 14.573 was the Y-intercept i.e., the value
of Y variable when X = 0.

As for the analytical method precision (Table 3), three
concentration levels (650, 500 and 350 pg ml -1 corre-
sponding to 130, 100 and 70%), and 10 injections of each
sample, per day were prepared. The results have shown
the repeatability and intermediate precision presenting a
RSD inferior to 2.7% according to AOAC [27] (1.43% and
1.03%, respectively). In terms of accuracy, according to the
obtained results (Table 4), the percentage of recovery
ranges from 98.56 to 101.44, from being within the limits
established according to AOAC [27] (98-102%), which in-
dicates the accuracy of the method for CTZ.

It was studied seven independent sets of dilutions, ie.,
seven replicates (k =7), each set with six different concen-
trations (n = 6) in the range of 5-0.125 yug mL™", Calculat-
ing LOD and LOQ by the ratio between the SD of
y-intercepts of regression lines of the seven serial dilutions
of six different concentrations mentioned before by aver-
aging the slopes of calibration curve multiplied by 3.3 and
10, respectively, the analytical method presented a LOD of
0.056 ug mL™" and a LOQ of 0.17 pg mL ~*. However, it
was demonstrated that the LOQ value of 0.17 pg mL "
was not lineal. Therefore, taken into account the range de-
fined in ICH guidelines to the DE, for linearity reasons it
was considered the range around a suggested (probable)
limit [26]. Therefore, the linearity should be established
from the LOQ to 120%. So a new LOQ (SD (pg mL 1=
0.0111, RSD (%) = 6.1605) was established (0.25 pug mL -,
The linear regression equation was found to be Y=
0.8125X-0.014 (r* = 0.9999, n =5 (level of concentrations),
k=7 (number of replicates), 0.25-5 pug mL™") (Table 5).

In reference to the results of the analytical method val-
idation, in both Table 5 (repeatability) and Table 6
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(recovery), the RSD and the range complies with RSD
permitted (2.7%) and the range (90-110%) according to
AOAC [27], assuring the applicability of the developed
analytical method for the determination and quantifica-
tion of DE.

Conclusions

A new and simple RP-HPLC method was developed for
the determination of CTZ and its DE during the early
stage of drug development of an oral lyophilized dosage
form. The proposed method was demonstrated to be lin-
ear, precise, accurate and specific, based on method val-
idation. Satisfactory results were obtained in separating
the peak of CTZ from the DE produced by forced deg-
radation. Plus, it is a cost-effective method that requires
a simple mobile phase (phosphate buffer solution and
acetonitrile, 65:35 v/v) and also does not require the use
of ion pairing, which can result in difficulty in recover-
ing initial column properties. It was also able to separate
with good specificity the DS peak from the entire DE
generated during the stress condition study, which help
us in the next step of the drug development of the oral
lyophilizate, by adapting the validated method consider-
ing further aspects, such as the interactions between
CTZ and the excipients chosen for the final medicinal
product. The proposed analytical method proved to be
stability-indicating and therefore useful in the following
stages of drug development.
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Introduction

Oral lyophilisates are salid preparations intended either to be placed in
the mouth or to be dispersed (or dissolved) in water before
administration. They are obtained by freeze-drying (lyophilisation).

The presence of metastable state and the glass transition temperature
(Tg' °C) are two important aspects when formulating a freeze drying
product. The metastable state indicates the presence of polymorphism,
which can alter the stability of the system. The Tg’ °C can helps us
design a lyophilisation cycle.

Therefore, thermal analysis studies (differential scanning calorimetry,
DSC) were performed in order to determine Tg' °C and the
presence/absence of metastable state forms for each excipient
separately, and for the active substance used as model, plus nine
combinations among them.

We have studied two common excipients used in freeze drying
formulations: mannitol - in concentrations from 2-7% (w/V) - and
polyvynilpirrolidone K30 (PVP) - in concentrations from 1-5 %(w/V).
Mannitol is one of the most common excipients used in oral lyophilisate
formulations. It presents a good redispersability and provides crystalinity
to the oral lyophilisate -desired for giving a robust aspect. However, it
can present polymorphism, which can compromise the stability of the
oral lyophilisate. PVP, on the other hand, is an amorphous excipient
used in lyophilisation formulas to maintain the structure of the
substances during the freezing process, and also helps to increase Tg’
°C, which can diminish the lyophilisation cycle time.

Materials and Methods
» Materials

Active substance supplied by Reig Jofre Group, mannitol Ph.Eur. and
polyvinylpyrrolidone (povidone K30) Ph. Eur. (Fagron Ibérica, SAU,
Terrassa). Purified water.

» Methods

Differential scanning calorimetry (DSC)

DSC 821% Mettler Toledo (Toledo, USA), with software STAR® SW 9.30.
DSC cycle:

+ 25°C to - 80 °C (- 10°C/min)

+-80°C 1.0 min

= -80°C to 25 °C (10 °C/ min).

Results

By DSC it was possible to recognize that all mannitol solutions presented
metastable state forms, whereas none of the PP solutions presented
(Fig. 1), and so the active substance (with Tg’ °C of —23).

Plus, three out of nine formulas studied (with the active substance, A, D
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and E) did not presented metastable state forms, all presentinga Tg' °C
ranging from -27 to -32°C. Also, it was observed that increased
concentration of PVP slightly decreased Tg' °C in the non metastable
formula E (Fig. 2).

Mannitol solutions and Tg' 2C PVP solutions and Tg' 2C
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Fig.2

Discussion and summary

+ PVP inhibited mannitol polymorphism in solutions A, D and E only
when added in higher concentration that mannitol, and almost with the
same proportion among excipients as in solution E, with 5% PVP (w/V)
and 4,5% mannitol (w/V)

+ Tg' °C was decreased for solutions A, D and E (Fig. 2) in comparison to
the results found for each mannitol's concentration studied at 2 and 4,5
w/iV % (Fig. 1), showing that the addition of PP in higher concentration
(3 and 5 w/V %) than mannitol did not increase Tg' °C as it would have
been expected

- A freeze drying viability test for solutions, A, D and E will be carried out
in order to determine if the solutions are able to form a robust oral
lyophilisate, with a rapid disintegration time and absence of cracking on
the surface
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