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Resumen

En este presente trabajo se ha investigado la degradacién del fur-2-il-2-nitroeteno
(G-0) en disolucion acuosa en el intervalo de pH entre 2,2 y 10. Las muestras fueron
analizadas a través de una técnica analitica por espectrofotometria UV-VIS, la cual
fue validada y su especificidad fue corroborada por comparacion de los espectros
obtenidos para el farmaco y sus productos de degradacién con una técnica por
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) en fase reversa con detector UV. La
cinética de degradacién fue estudiada en funcién del pH, la concentracion del buffer
y la fuerza iénica a temperatura de 41°C. La degradacion siguié una cinética de
pseudoprimer orden. El perfil pH-logk, mostré que el G-0 es mas estable en medio
acido (pH<5,2) y que la velocidad de degradacién se incrementa con el aumento

del pH. Se evidencié una fuerte influencia de la concentracion de las especies
HPO,4 y HCOj3 en la degradacion del farmaco. La concentracion de sales (KCI) tuvo

cierto efecto negativo en la constante de velocidad a pH 8,2, mientras que a pH

4,2 no parece tener efecto alguno.
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Introduccion

Introduccidn

La coccidiosis es una enfermedad causada por parasitos protozoos del género
Eimeria que se manifiesta en aves, animales domésticos y el hombre. Las aves son
muy suceptibles a infecciones por coccidias, por lo que se considera esta
enfermedad como una de las mas peligrosas para la cria de pollos en el mundo [1].
Debido a que resulta dificil prevenir la coccidiosis mediante una buena higiene; es
una necesidad la busqueda constante de nuevos agentes anticoccidiales que sean
efectivos [2].

La obtencion de un nuevo principio activo anticoccidiano sintetizado y producido, en
nuestro pais a partir de materias primas cubanas es una estrategia que favorece al
pais, debido a que estos productos actualmente son de importacion. De lo anterior
se infiere que el desarrollo de nuevos productos beneficiara en general la
produccion de pollos en Cuba y en otros paises.

El compuesto 1-fur-2-il-2-nitroeteno (G-0), obtenido por sintesis quimica a partir de
nitrometano y furfural en el Centro de Bioactivos Quimicos, presenta una actividad
anticoccidiana comparable a otros principios activos que se usan actualmente a
nivel mundial en el tratamiento de la coccidiosis.

Conocer la estabilidad del G-0 en disoluciones acuosas a distintos valores de pH es
importante cuando se desea administrar el principio activo por via oral, ya sea en el
agua de bebida o en el pienso, para comprobar si durante su recorrido por el tracto
gastrointestinal se puede ver comprometida su estabilidad quimica y por tanto su
efectividad. Ademas, para farmacos labiles, esta informacion es util para la
seleccion del disolvente de granulacién y las condiciones de secado en el desarrollo

de formas sodlidas.



Introduccion

Por estas razones en el presente trabajo nos proponemos:

Objetivo general:
% Evaluar la estabilidad quimica del G-0 en funcién del pH, como criterio de su

efectividad en el tratamiento oral de la coccidiosis.

Objetivos especificos:
s Disponer de una técnica analitica que permita evaluar la estabilidad del G-0
en disolucién acuosa.
+« Evaluar la estabilidad quimica del G-0 en el intervalo de pH fisiolégico de las
aves.
% Evaluar la influencia de la concentracion del buffer y la fuerza ionica en la

degradacion del G-0.
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Revision Bibliografica.
1.1. Propiedades del 1-fur-2-il-2-nitroeteno (G- 0).

1.1.1. Propiedades quimico-fisicas.

El G-0 es un nitrovinilfurano obtenido por sintesis quimica en el Centro de
Bioactivos Quimicos (CBQ) de la Universidad Central de Las Villas cuya férmula

estructural es:

H
{ I
0 H

En estado puro es un sdlido cristalino de color amarillo y de olor caracteristico con
masa molecular de 139.050 U y temperatura de fusién entre 73-75 °C. Es muy
facilmente soluble en dimetilformamida, facilmente soluble en dimetilsulfoxido,
cloroformo y benceno, soluble en tetracloruro de carbono y polietilenglicol 400; poco
soluble en etanol absoluto, etanol y metanol y muy dificilmente soluble en agua [3].
En cuanto a sus propiedades espectroscopicas, en el infrarrojo presenta las
siguientes bandas:

Y c=c = 1635 cm’™

Yno2=1500y 1340 cm™

Y c.oc=1270 cm™”

Y c=c= 760 cm™’

En el ultravioleta visible puede presentar transiciones - T y n- T,

fundamentalmente [4].
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1.1.2. Metodologia analitica.

v' Espectrofotometria Ultravioleta.
La técnica espectrofotométrica se basa en el estudio de las caracteristicas
espectrales del producto en diferentes solventes en la region UV-VIS. Las primeras
determinaciones espectrofotométricas del G-0 fueron realizadas en 1993 por
Delgado y Calvo [5]. En este trabajo se estudié el uso de siete solventes,
obteniéndose los espectros UV-VIS correspondientes, desde 230nm hasta 400nm,

determinandose en cada caso la posicion de la Amax para cada uno, Tabla 1.

Tabla 1: Resultados de la técnica espectrofotométrica aplicada al G-0 en 1993.

G-0
SOLVENTES A(nm)
n-Heptano 328,0
Eter de petréleo (70-100°C) 327,2
Ciclohexano 331,2
Tetracloruro de Carbono 336,0
Eter Dietilico 336,9
Metanol 345,0
Etanol 345,9

Teniendo en cuenta que de los solventes estudiados el etanol y el éter de petroleo
resultan los mas baratos y accesibles, en el mismo trabajo se incluye un estudio de
estabilidad del G-0 en el tiempo a partir de su disolucion en estos disolventes. Para
este estudio se sometieron muestras a dos condiciones, sin proteccién de la luz y
protegida de la luz (en ambos casos a temperatura ambiente). Estas soluciones

fueron analizadas cada 30 min. a partir de tiempo 0
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durante 4h. Se registraron los espectros en el intervalo de 210nm a 400nm y se
obtuvieron las absorbancias a 349nm y a 327nm para el etanol y el éter de petroleo
(70-100) respectivamente. Como resultado se obtuvo que en ambos solventes la luz
afecta la estabilidad, aunque no de forma muy marcada y que las soluciones de G-0
en etanol tienden a ser menos estables en el tiempo. Estos resultados demuestran
que siempre que las soluciones estén protegidas de la luz y sean analizadas
inmediatamente pueden ser utilizados, tanto el etanol como el éter de petrdleo, para
la cuantificacion de G-0.

Teniendo en consideracion los resultados obtenidos en 1993; la disponibilidad del
éter de petréleo y los resultados de algunos trabajos experimentales que
comprueban que este solvente disuelve al G-0 y no a los productos de degradacion,
Bravo y colaboradores en 1996 [4] seleccionaron este solvente y realizaron la
validacién de dicha técnica obteniendo los siguientes resultados: la técnica es lineal
para el intervalo de concentraciones de 3,2ug/mL a 4,8ug/mL, resultd repetible y
reproducible con coeficientes de variacién de 0,2289% y 0,3826% respectivamente.
El coeficiente de recuperacion de 99.89 % demuestra la exactitud de la técnica;
parametro que también fue corroborado con una prueba de hipétesis t- Student en
la que no existen diferencias significativas entre el valor experimental y el
certificado. Ademas se corrobor6 que no existe absorcion de las posibles
sustancias interferentes en la zona de trabajo lo que muestra la especificidad de la

técnica.

v' Cromatografia de placa delgada.
Cardenas [6] realizdé un estudio con el objetivo de escoger sistemas de solventes
para la evaluacién del G-0 por cromatografia en capa delgada.
Se probaron mas de 20 sistemas de solventes en cromatografia radial,
comprobandose que de ellos sélo 8 pudieron utilizarse en el analisis del G-0. Al
finalizar la cromatografia ascendente para cada uno de los sistemas de solventes
seleccionados se obtuvo que soélo se produce un buen desplazamiento del producto

a través de la placa bajo las condiciones que aparecen en la tablaZ2:
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Tabla 2: Sistemas de solventes empleados en los estudios de cromatografia radial para el

G-0, bajo diferentes condiciones.

Condiciones Sistema 1 Sistema 2 Sistema 3
. Acetato de etilo/Eter
. CCL, /Eter dietilico CCL,4/CHCL;
Fase movil de petréleo
20:1 9:1
2:8
Intervalo
de 11g-100pg 11g-100pg 11g-100ug
concentraciones
Visualizacion Vapores de lodo Vapores de lodo Vapores de lodo
Limite de
» 0.8ug 0.8ug 0.8ug
deteccion

Ninguna impureza fue detectada en las condiciones empleadas, apareciendo una

sola mancha cuyo Rs en las tres condiciones esta en el intervalo de 0,5 a 0,6.

v' Cromatografia de gases.

En el estudio de validacion de la técnica de determinacién del contenido de G-0
realizado en el afo 1998 [7] se utilizO el método del patrén interno para la
evaluacion o andlisis. Se prepararon una solucion del patron interno, una solucion
patrén y una de ensayo bajo las siguientes condiciones cromatogréficas:

e Temperatura del horno: 140°C.

e Temperatura del inyector: 230°C.

e Temperatura del detector:; 280°C.

e Nitrégeno: 37mL/min.

e Hidrégeno: 30mL /min.

e Aire: 400mL/min.

e Sensibilidad: Atenuacion 256 y Rango 102.

10
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El parametro linealidad cumplié con los criterios de aceptacion establecidos, en el
intervalo de concentraciones de 3,48mg/mL a 6,5mg/mL. En cuanto a la precision,
la técnica resulté repetible y reproducible, con coeficientes de variacion de 0,3320%
y 0,3719% respectivamente. La técnica es exacta, con un coeficiente de
recuperacion de 99,96%. Ademas la exactitud se demostrd aplicando una prueba de
hipdtesis t de Student, en la que no se encontraron diferencias significativas entre el
valor experimental y el certificado. Se observé también que ninguna de las
impurezas interfiere en la sefial del G-0, lo que demuestra la especificidad de la

técnica.

v' Cromatografia Liquida de Alta Resolucion.
Se realiz6 la validacion de una técnica analitica a través de la cromatografia liquida
de alta resolucidn con vistas a cuantificar el principio activo G-0 durante su estudio
de estabilidad quimica. La misma resulté ser lineal en el intervalo de concentracion
de 0,02mg/mL a 0,08mg/mL, precisa, exacta y con limites de deteccién y
cuantificacion de 0,005ug/mL y 0,05ug/mL respectivamente. También se comprobd
la especificidad de la técnica, para lo cual se colocaron las muestras de G-0 en
medio acido, basico y oxidante y se obtuvieron los picos correspondientes a los
productos de degradacion, que presentaron tiempos de retencion inferiores al del G-
0 en medio basico y en presencia de peréxido de hidrégeno 30%. Estos productos

de degradacion no interfieren en la sefial obtenida para el G-0 [8].

1.1.3. Estudios de Preformulacion.

1.1.3.1. Propiedades quimico-fisicas.

v' Determinacion del coeficiente de reparto.
Se estimo el coeficiente de reparto de G-0, G-1, UC-244, UC-245 en n-octanol/agua
usando el TOSS MODE para Windows 95 que es un método tedrico que puede

predecir las propiedades quimico-fisicas del farmaco, basado en el calculo de los

11
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momentos espectrales de una matriz. Para determinar la concentracion del farmaco
en la fase acuosa se us6 una técnica analitica de HPLC en fase reversa. Se obtuvo
como resultado un coeficiente de reparto de 1,79 y se corrobor6 este valor por el
meétodo clasico de determinacion del mismo mediante el cual se obtuvo un valor de
1,56 £ 0,02. Se demostrd la validez del modelo con un valor del coeficiente de
correlacion de 0.984 de buena clasificacion para las predicciones del coeficiente de

reparto [9].

v Sublimacién.

Se realizé un estudio para determinar la capacidad de sublimacion del G-0 donde se
comprobd que a 55°C sublima. Para la caracterizacion del sublimado se utilizaron
diferentes técnicas: espectroscopia IR, espectrofotometria UV-VIS vy
cromatografia de capa delgada. Ademas se determind la velocidad de pérdida de
peso debido a la sublimacion. Considerando que la muestra se extendié de forma
uniforme sobre el fondo de los pesafiltros, la velocidad de sublimacion del G-0 a
55°C fue de 4,2887mg/dia/cm® También se realizd un ensayo para evaluar el
fenobmeno de  sublimaciéon del G-0 presente en la premezcla G-0 fosfato
monodicalcico, mediante la cuantificacion del G-0 residual en el tiempo en muestras
conservadas a 55°C. Se aprecié una disminuciéon del contenido de G-0 en las
muestras, tanto de la materia prima como en la mezcla binaria, por lo que la
formulacion de premezclas con el fosfato monodicalcico no modifico la capacidad
de sublimacion del G-0 [10].

1.1.3.2. Estabilidad.

v Estabilizacion del G-0 en forma sélida.
Con la finalidad de evaluar la posibilidad de empleo del derivado furanico G-0 en el
tratamiento de la coccidiosis en aves y conejos administrados en el pienso, Belkys
R. y Aymet M. en el afio 1994 [11] realizaron un trabajo, en el cual se elaboraron

dispersiones soélidas con este principio activo, unas por el método de fusién y otras

12
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por el método del solvente y se evalué de forma preliminar la estabilidad de este
bioactivo en dichas dispersiones (sometidas a condiciones drasticas), por
cromatografia de placa delgada, espectrofotometria UV-VIS y espectrofotometria
IR. En todas las dispersiones sdlidas elaboradas, el G-0 se degrada antes de los 15
dias lo cual fue demostrado por todos los métodos de analisis empleados. Ademas
se iniciaron las pruebas para la microencapsulacion de este producto con el objetivo
de su estabilizacion.

Se obtuvieron microcapsulas muy bien definidas utilizando una técnica de
separacion-coacervacion de fases la cual resulta muy factible de hacer en
condiciones de laboratorio, ademas de ser asequible desde el punto de vista
economico, recomendandose la optimizacion de la misma y la realizacion de

estudios de estabilidad de las microcapsulas.

v" Influencia de condiciones drasticas en la estabilidad.

Se llevé a cabo un estudio de estabilidad para proponer las condiciones bajo las
cuales se realizara el estudio de estabilidad de la materia prima G-0. Para
desarrollar este trabajo fue preciso validar una técnica analitica por cromatografia

liquida de alta resolucion en fase reversa.

Temperatura y humedad.

Las temperaturas seleccionadas fueron 30, 40, 50°C y refrigeracién y los ambientes
de humedad relativa de 60, 80 y 100%. De acuerdo al comportamiento observado
no existieron variaciones significativas entre los valores de porcentaje obtenidos a
las diferentes temperaturas y humedades relativas no produciéndose asi
degradaciones significativas del G-0, en el tiempo en que se analiza el estudio.

Luz

Para desarrollar esta evaluacién se utilizaron las fuentes de energia que pudieran
influir desde la produccion del producto hasta el envase para lo cual se
almacenaron las muestras en frascos de vidrio transparente ambar e incoloro

durante 16 dias. La estabilidad del producto no se vio significativamente afectada,

13
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frente a ninguna de las dos fuentes de luz, cuando el producto se encontraba
almacenado en frasco transparente ambar, ocurriendo lo contrario con el
almacenamiento en frasco transparente e incoloro. Se recomienda que para
mantener la estabilidad del G-0 se debe tener en cuenta que la manipulacion y
almacenamiento de las muestras en el estudio de estabilidad de estante se realice

en frasco ambar [8].

v Estabilidad del G-0 disuelto en solventes de interés analitico.
Para el estudio se seleccionaron solventes de interés analitico que fueran utilizados
en las diferentes técnicas analiticas que permiten realizar el control de la calidad del
G-0, ellos son: acetona, etanol y acetonitrilo/agua 80:20. Como resultado del estudio
se demuestra que las determinaciones analiticas del producto, que incluye su
disolucion previa, deben ser manipuladas en frasco ambar, lo que queda
corroborado por la disminucion rapida de la concentracion de G-0 colocada en

frascos de vidrio transparentes e incoloros [8].

1.1.3.3. Propiedades farmacotécnicas.

v" Propiedades farmacotécnicas del G-0 en estado sélido.

Tamafio de particula y su distribucion.

Para la determinaciéon del tamafio de particula promedio se utilizé el método de
tamizaje para tres lotes de G-0 materia prima, obteniéndose los valores 305,5um;
382,76um y 407,68um respectivamente. Para comparar los tamafos de particulas
promedio de los tres lotes se realizd un analisis de varianza no paramétrico
utilizando el test de Kruskal-Wallis, no existiendo diferencias significativas entre
ellos. En la determinacion de la distribucién del tamafo de particula se construyeron
los denominados histogramas de frecuencia dando como resultado que los tres
lotes presentan gran cantidad de polvo fino ya que hay un alto contenido de

producto con tamafio de particula menor de 300 um.

14
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Forma de las particulas.

En la caracterizacién de la forma de las particulas se usé la microscopia donde se
pudo observar que el G-0 presenta particulas alargadas e irregulares que pudieran
corresponder al tipo denominado prismaticas segun la clasificacion dada por Vila
Jato.

Densidad aparente, densidad real y porosidad.

En la determinacion de la densidad aparente, la densidad real y la porosidad del G-

0 (75um — 1000um) se obtuvieron los siguientes resultados:
e Densidad aparente (g/mL) = 0,452
e Densidad real (g/mL) = 0,529
e Porosidad (%) = 14,59

Velocidad de flujo y angulo de reposo.

La velocidad de flujo se determiné a una masa de G-0 de tamafio de particula entre
75um-1000um. Se comprobo que este no fluye debido a la elevada cantidad de
polvo fino que presentan los lotes de este producto, lo cual ofrece una mayor
superficie especifica trayendo consigo un mayor grado de empaquetamiento y
cohesividad del material. Ademas la forma prismatica que presentan sus particulas
y en alguna medida su porosidad fueron otras propiedades que pudieran explicar

esta resultado. No fue posible determinar el angulo de reposo [10].

1.1.3.4. Formulacion.

v" Formulacion del G-0 como premezcla en forma de polvo.
Se realizd un estudio de compatibilidad con excipientes, donde el G-0 se
encontraba al 1% en forma de premezcla en polvo para la administracion a las aves
mediante una técnica espectrofotométrica UV-VIS. Los mejores resultados

relacionados con la compatibilidad del producto con los excipientes evaluados se

15
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obtuvieron para la premezcla que incluia el fosfato mono-dicalcico, que contenia un

96.48 % de principio activo a los 90 dias de iniciado el estudio [10].

1.1.4. Propiedades farmacolégicas.

El derivado furanico G-0 es una sustancia que tiene actividad frente a bacterias y
hongos. Varios son los trabajos que se han realizado en este sentido hasta el
momento. Cortés en 1986 [12] determind que la minima concentracién inhibitoria
(MCI) para las bacterias estudiadas se encuentra entre 100mg/mL y 200mg/mL
destacandose dentro de las mas sensibles la Escherichia coli y la Klebsiella
pneumoniae y dentro de las de mayor resistencia la Pseudomona aeroginosa y el
Staphyloccocus aureus. Por otra parte, en las cuatro especies de hongos evaluadas
(Aspergillus nidulans, Penicillium chrysogenum, Aspergillus niger y Helmient
hosporium stenospilum), se aprecidé su interferencia en la germinacion de los
conidios.

En ese mismo ano Dorado [13] demostr6 que el G-0 posee actividad
antinflamatoria; se observa que a dosis unica de 4,4mg/Kg y 11mg/Kg de peso vivo
(p.v.), administrado por via intraperitonial (i.p.) en ratas albinas hembras 15 min.
después de la aplicacién del agente flogistico (formalina 1%, dextrana 6 % y
albumina de huevo al 2%), inhibe la aparicion y desarrollo de la respuesta
inflamatoria de manera similar al acido acetil salicilico a dosis de 100mg/Kg y
200mg/Kg de p.v.

Al evaluar la influencia del G-0 (dosis de 4,4mg/Kg y 11mg/Kg p.v. por via oral e
i.p.) sobre la temperatura de ratas albinas machos, en condiciones normales y una
vez provocada la reaccién de hipertermia con levaduras de cerveza, se comprobd
que el G-0, al igual que el acido acetil salicilico (a dosis unica de 100mg/Kg y
200mg/Kg), no modifica la temperatura rectal en ausencia de fiebre e inhibe la
aparicion y desarrollo de la reaccion de hipertermia inducida por la levadura de
cerveza; aunque en un periodo mas corto (de 3 horas para la administracion i.p. y

de 2 horas para la via oral) que el acido acetil salicilico [14, 15].
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Cedan y colaboradores [16] demostraron que el G-0 en dosis Unica i.p. equivalente
al 10% de la DL-50 en ratas albinas machos tiene efecto diurético en orina durante
24 horas al ser disuelto en suero fisiolégico, incrementa la excrecion de sodio en
orina al ser disuelto en agua destilada e induce un aumento de la excrecion urinaria
de potasio al ser disuelto en suero fisiolégico. La disolucién de G-0 en uno u otro de
estos solventes puede ser un factor que modifica la respuesta del 6rgano excretor al
derivado furanico.

Ademas se ha comprobado la eficacia del G-0 en el tratamiento de la coccidiosis
cecal inducida artificialmente en pollos de ceba, en ponedoras Leghorn afectadas
naturalmente y en la coccidiosis intestinal en conejos provocada de forma artificial y
en infecciones naturales.

En este sentido podemos mencionar los trabajos realizados por Alfonso en 1991
[17] relacionados con la actividad anticoccidial mostrada por el G-0 en infecciones
naturales por coccidias intestinales en conejos.

Investigaciones realizadas por Olazabal y colaboradores en 1993 [18], en relacién
con la evaluacién de la actividad anticoccidiana en pollos de ceba infectados
experimentalmente con Eimeria tenella, demostraron que para dosis de 3ug/mL de
G-0 administrado en el agua de bebida manifiesta buenos resultados cuando se
aplica durante 5 dias y se muestra altamente efectivo cuando se aplica durante 10
dias consecutivos, con una reduccion del 98% del numero de quistes.

Por otra parte Gonzalez y colaboradores [19] encontraron que este producto
disminuye la mortalidad causada por infecciones naturales producidas por Eimeria
tenella en reemplazo de ponedoras.

En el afio 2004 Lopez [20] realizé un estudio con aves White Leghorn conformando
dos grupos a los cuales se le administraron: 24ug/mL de G-0 al primer grupo v,
Amprolium a 125ug/mL al segundo. Ambos productos se aplicaron diariamente en
el pienso de las aves durante 41 dias para comparar el efecto profilactico de los
mismos en la prevencion de coccidiosis. En el segundo experimento realizado se
aplicé a dos grupos de 2000 aves, cada uno afectadas con coccidiosis que estaban

siendo tratadas con Amprolium en el pienso a una dosis de 125ug/mL, G-0 a
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24ug/mL a un grupo de aves durante una semana y el resto se continud tratando
con Amprolium. Se comprobd que existieron diferencias significativas en los valores
de ganancia en peso y conversion entre las aves tratadas profilacticamente y
terapéuticamente con G-0 24ug/mL y con Amprolium 125ug/mL, con mejores
respuestas para el G-0, siendo menor la presencia de lesiones en las aves tratadas
con G-0 el cual no interfirié con la aplicacion de vacunas y medicamentos aplicados.
La dinamica de expulsibn semanal de oocistos en las heces mostré un
comportamiento similar a la respuesta inmune que se produce en las aves ante
esta parasitosis, ademas el G-0 aplicado en un brote de coccidiosis en aves redujo

significativamente el numero de las muertes.

1.1.5.Toxicidad

Navarro [21], en un estudio histopatologico en ratas a las que se les administro G-0
analizé las modificaciones patologicas producidas en oérganos vitales de la
economia luego de administrar dosis unica del producto de 4,4mg/Kg y 11mg/Kg
por via i.p.; observando la presencia de hemorragia intralveolar e infiltrado
inflamatorio agudo en los pulmones y hemorragia subaracnoidea en el cerebro; sin
embargo no se produjeron alteraciones en el corazén ni en los rifiones. En sentido
general se detecté un aumento progresivo de la afeccion en relacién con la dosis y
el tiempo transcurrido entre la administracién del producto y el sacrificio de los
animales, excepto para la hemorragia subaracnoidea.

En 1988 Frometa [22] en un estudio histopatolégico de 6rganos del aparato
endocrino, después de la administracién en ratas albinas de una dosis de 4,4mg/Kg
de peso de G-0 por via i.p. observd la presencia de congestion de la hipdfisis,
pancreatitis intersticial e infiltracion por vacuolas grasas en ascitis pancreaticas. A
nivel suprarrenal se observd congestion corticomedular con hemorragias locales y
no se detectaron alteraciones en tiroides, testiculos ni en ovarios.

En estudios realizados por Salomén y Pardo [23] para valorar la accidon mutagénica

del producto G-0 sobre la cepa UH 214 de Aspergillus nidulans se observé un halo
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de inhibicibn del crecimiento de la cepa en concentraciones superiores a
0,005mg/mL. El porcentaje de toxicidad determinado (26,13%) permite clasificar al
G-0 como un producto medianamente téxico. En otro estudio, Jones [24] lleg6 a la
conclusion de que el G-0 administrado en dosis unica al 10% de la DL-50 ( via i.p.),
provoca una disminucion de la fertilidad en ratas albinas hembras, mientras que su
peso corporal post-parto y el de las crias aumenta.

La toxicidad aguda del G-0 fue determinada en aves de la raza Leghorn y en ratas
Sprague Dowley. En las aves la administracion se efectué mediante el empleo de
una sonda metalica utilizando como vehiculo goma tragacanto y la DLsy obtenida
fue de 1,02g/kg de masa corporal. Para el caso de las ratas se administré el G-0
disuelto en aceite vegetal y en polietilenglicol 400 y se obtuvo una DLsy de
171,91mg/Kg y 173,89mg/Kg p.v. respectivamente. Estos valores permiten clasificar
el producto como moderadamente téxico [25, 26].

Estudios de irritabilidad cutanea fueron realizados en conejos NZB y ratas Sprague
Dowley. En ambos casos los animales recibieron por aplicaciéon cutanea sobre el
lomo sano de un lado y previamente escarificados del otro una dosis unica del G-0
por el método semioclusivo. El indice de irritabilidad cutdanea primario determinado
en cada estudio permite considerar a este compuesto como irritante ligero [27, 28].
Al valorar la toxicidad ocular en conejos NZB utilizando la técnica de Draize con el
principio activo puro, se comprob6 que produce toxicidad aguda ocular, por lo que
es considerado irritante ocular [29].

Sosa y colaboradores [30] determinaron en 1994 l|a residualidad del G-0 en aves
(carne y huevo), obteniendo como resultado que el érgano donde se produce mayor
acumulacion del producto es el higado, pues al aplicar una dosis de 20mg/kg de
masa corporal se detectaron en este 6rgano niveles inferiores a 2ug/mL después de
2 horas de post aplicacidon y posterior a las 24 horas no se encontré G-0. Por su

parte en huevos no se detecté producto.
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1.2. Preformulacion.

La preformulacion, que surgio a finales de la década de los 50 y principios de los 60,
es la primera etapa en el desarrollo racional de formas de dosificacién de un
principio activo y es el trabajo que abarca el conocimiento de las caracteristicas
basicas tanto biofarmaceuticas como fisicoquimicas que van a influir en la eleccion
y desarrollo de la forma farmacéutica final del medicamento [31, 32]. El objetivo
principal de los estudios de preformulacion es generar informacion util al formulador
para el desarrollo de formas de dosificacion biodisponibles, estables y que puedan
producirse a nivel industrial. El tipo de informacion que se necesita depende de la
forma de dosificacion que se desea desarrollar y de las caracteristicas de la
molécula en cuestion: una nueva molécula (medicamento potencial) o0 una molécula
que ya existe (farmaco ya en el mercado en una o mas formas de dosificacion) y de

la que se desea desarrollar un genérico [33, 34].

En el caso de nuevas moléculas el trabajo de preformulacién comienza
generalmente después que el compuesto ha mostrado suficiente actividad en
animales para justificar futuros ensayos en humanos [35]. La selectividad es critica
para el éxito de un programa de preformulacién. No todos los parametros se
determinan para cada nuevo compuesto; los datos, segun se generan, deben ser

revisados para decidir los estudios adicionales que deben emprenderse.

1.2.1. Estabilidad.

La estabilidad se define como la extension en que un producto mantiene, entre
unos limites especificos y durante todo su periodo de validez, las mismas
propiedades y caracteristicas que poseia en el momento de su elaboracion.

El periodo de validez es el tiempo durante el cual un producto medicamentoso
cumple con las especificaciones aprobadas después de su produccion. El periodo

de validez se utiliza para establecer la fecha de caducidad de los lotes individuales,

20



Revision Bibliogrdfica

la cual no es mas que la fecha colocada en la etiqueta del envase inmediato de un

producto farmacéutico [36].

1.2.1.1. Estabilidad del principio activo en disolucion.

Es un estudio enfocado fundamentalmente a la evaluacion de la estabilidad quimica
del principio activo. Este puede ser disuelto en varios medios:

= En disolucidon acuosa. Puede ser util para detectar la fotolabilidad, la
termolabilidad y el efecto del oxigeno sobre el farmaco en disolucién; disponer en
poco tiempo de productos de degradacion, establecer el pH de maxima estabilidad,
y, en consecuencia, predecir si se afecta su biodisponoibilidad oral.

= En disolventes de distinta naturaleza. Su finalidad es conocer las caracteristicas
de estabilidad del principio activo en medios que habitualmente se utilizan en
preformulacion para aumentar su solubilidad, como el propilenglicol, el
polietilenglicol, el etanol, etc.

Teniendo en cuenta que las reacciones en disolucidn se desarrollan a mayor
velocidad que las que se producen al estado sdlido, la utilizacion de preparados
liquidos en disoluciéon es un método rapido para la obtencion de productos de
degradacion y facilita su tipificacion y la determinacion de su posible accion
terapéutica y/o toxica [37].

Entre las cuestiones que se determinan para evaluar la estabilidad de farmacos en
disolucion se encuentran los perfiles pH-estabilidad, para lo cual se evalua
previamente la influencia de la concentracion del buffer.

La fuerza idnica del medio también puede modificar la velocidad de reaccién de
descomposicion de una sustancia determinada y esta puede ser definida como la
semisuma del producto de la concentracion de los diferentes iones presentes

multiplicado por la potencia de su carga [38].
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Materiales y Métodos.

2.1. Validacion de la técnica para la cuantificacion del G-0 mediante
espectrofotometria ultravioleta.

Materiales.

Reactivos:

Dihidrégenofosfato de sodio pa. Merck.
Carbonato de sodio anhidro pa. Panreac.
Hidréxido de sodio (perlas) pa. Panreac.
Acido clorhidrico pa. Merck.

Acido ortofosférico 85% pa. VEB Laborchemie APOLDA.
Acido Acético glacial pa. Panreac.

Cloruro de potasio pa. Reachim.

Acetonitrilo (calidad HPLC). Panreac.
Tampones pH 4 y 7. Panreac.

Alcohol isopropilico pa. Medicuba.

G-0 (muestra de referencia Lote 138) 99,84%.
G-0 (Lote 02-1-165) 99,25%.

Agua desionizada.

Instrumentos:

pH-metro digital. Metrohm.

Balanza analitica digital Sartorius.
Espectrofotometro ULTROSPEC IIlI.

Barfio ultrasonico Bandelin Sonorex RK52.
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Cromatdgrafo liquido KNAUER (Alemania), con bomba de gradiente cuaternario.
K-1000 y detector UV-VIS de A variable.

Microjeringuilla 100uL, Unimetrics.

Membranas de celulosa tp: 0,45um. Sartorius.
Bomba de vacio.

Dispositivo de filtracion con membranas. Sartorius.
Estufas de calentamiento WTB Binder (Alemania).

Cristaleria de laboratorio.

Métodos.

Método analitico: Espectrofotometria UV-VIS.

Procedimiento Analitico.

Para el desarrollo de este estudio se procedid segun lo establecido en las
normativas definidas por la conferencia internacional de armonizaciéon para la
validacion de técnicas analiticas utilizadas en la cuantificacion de farmacos como

materia prima [39].

v" Preparacioén de la solucion de referencia:

Se pesaron exactamente 25mg de G-0, muestra de referencia, y se transfirieron a
un matraz de 25mL. Se le afadié aproximadamente 20mL de alcohol isopropilico y
se colocé durante 3 min. en bafo ultrasénico hasta total disolucidén y con proteccion
de la luz para luego enrasar con alcohol isopropilico (Solucion A).

A partir de la solucion A se toma una alicuota de 5mL, se transfiriere a volumétrico

de 100mL y luego se enrasa con agua desionizada. (Solucion B).

23



Materiales y Métodos

De la solucién B se toma una alicuota de 2mL, se transfiere a matraz de 25mL y se
enrasa con agua desionizada.
Se desarrollaron los espectros UV-VIS contra blanco preparado de igual forma pero
sin el analito y se determino la longitud de onda de maxima absorcion.

v Preparacion de la solucién de ensayo:

Se procedio de igual forma que en la preparacion de la solucién de referencia.

Procedimiento de Validacion.

2.1.1. Linealidad.

Se realizaron tres réplicas para la confeccidén de la curva de calibracion en el rango
de 0,5ug/mL a 6ug/mL con valores intermedios de concentracion de 1ug/mL,
2ug/mL y 4pg/mL para lo cual se siguid el procedimiento descrito para la
preparacion de la solucidén de referencia y a partir de la solucion B se pipetearon
alicuotas de 3,0mL; 2,0mL; 1,0mL; 0,5mL.y 0,25mL, se transfirieron a volumétricos
de 25mL y se enrasaron con agua desionizada.

Finalmente se leyo la absorbancia de las soluciones finales a la longitud de onda de
361nm.

Con el total de réplicas se construyé la curva de calibracién y se determinan:

e Ecuacion de la recta de calibrado.

e Coeficiente de correlacion de la region lineal.

o Coeficiente de variacién de los factores respuesta.

e Desviacion estandar relativa de la pendiente.

¢ Intervalo de confianza del intercepto.

Se utilizé el programa Estadistica versién 6.0 sobre Windows para el desarrollo de

la regresion lineal.
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2.1.2. Precision.

Repetibilidad.

Se realizaron seis determinaciones a la concentracion de 4ug/mL en iguales
condiciones y el mismo analista. Se determiné el valor del coeficiente de variacion
de las determinaciones y el mismo debe resultar menor que 1,5% para materias

primas.

Precision Intermedia.

Se desarrollaron seis determinaciones a la concentraciéon de 4ug/mL en iguales
condiciones, dos analistas, dos dias diferentes. Se calcula el coeficiente de
variacion para el total de determinaciones, el cual debe resultar menor del 3%.

Se realizé un test t de Student para muestras independientes para corroborar la
existencia o no de diferencias significativas entre las determinaciones de los

analistas y los dias de trabajo.

2.1.3. Exactitud.

Se desarrollé a través del analisis repetitivo de una muestra de concentracion unica
conocida. Se realizaron seis réplicas a la concentracion de 4ug/mL, utilizando la
sustancia G-0 de referencia (pureza 99,84%) y se comparé el valor medio

determinado y el certificado a través de la expresion:

Donde:

C x: pureza media experimental.
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Ccerr: pureza de la sustancia certificada.

El criterio de aceptacion para las técnicas espectrofotométricas en funcién del
porcentaje de recobro (%R) es: 97% < % R < 103%.

Se utiliz6 ademas como criterio el resultado de un test t de Student para comparar
la media muestral calculada experimentalmente con el valor de pureza certificado
para la muestra de referencia a través del Estadistica para Windows version 6.0,

declarando las hipétesis:
Ho: Xl — X2

Se cumplira la hipotesis nula para p>0,05 (no existen diferencias significativas entre

ambas medias).

2.1.4. Selectividad.

Para la realizacion de este ensayo se prepararon soluciones de G-0 (Lote 02-1-165)
concentracion 6ug/mL y pH de 2,2 hasta 8,2, para lo cual se prepararon soluciones
buffer fosfato para los pH 2,2; 3,15; 6,2; 7,2 y 8,2 y buffer acetato para pH 4,2y 5,2.
Las soluciones amortiguadoras fueron ajustadas con cloruro de potasio para
mantener constante el valor de la fuerza idnica de 0,1M [40].

Para obtener las soluciones deseadas se siguid el procedimiento descrito para la
preparacion de la solucion de ensayo, pero se sustituyd el agua desionizada por
solucion buffer de concentracion 0,01mol/L al preparar la solucion B.

Las soluciones finales recién elaboradas se trasladaron al espectrofotometro y se
obtuvieron los espectros de absorcidn en el rango de longitudes de onda de 200
hasta 600nm.

Con posterioridad las mismas se colocaron a temperatura de 41°C y 30°C en estufa

y fueron muestreadas al cabo de 30 dias para obtener sus
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correspondientes espectros en el intervalo anteriormente sehalado, con el objetivo
de determinar cualquier producto de degradacion que pudiera aparecer durante el
tiempo de almacenamiento y en las condiciones prefijadas.

Las muestras también fueron ensayadas a través de una técnica por cromatografia
liquida de alta resoluciéon (HPLC) en fase reversa con el fin de detectar los posibles
productos de degradacion no determinados por la técnica espectrofotométrica UV-

VIS, usandose las siguientes condiciones cromatograficas:

Fase Estacionaria: Eurosil Bios-1000 C18. 250x4mm ID 10um.
Fase movil: Acetonitrilo/agua (80:20).

Modo: Isocratico.

Flujo: 0,3mL/min.

Temperatura ambiente.

AN N N N NN

Detector: UV-VIS de longitud de onda variable.
v Inyector: Rheodyne.
Software: Eurochrom 2000, version 2.05.

Procedimiento:

Se pesaron exactamente 25mg de G-0, muestra de ensayo y se transfirieron a un
matraz de 25mL. Se le afiadieron aproximadamente 20mL de alcohol isopropilico y
se colocé durante 3 min. en bafo ultrasénico hasta total disolucién y con proteccion
de la luz, para luego enrasar con alcohol isopropilico (Solucion A).

A partir de esta solucion se tomoé una alicuota de 5mL, se transfirié a volumétrico de
100mL y luego se enraso con solucion buffer, la cual fue previamente filtrada a
través de membranas de celulosa (Solucién B).

De la solucion B se tom6 una alicuota de 2mL, se transfirié a matraz de 25mL y se
enraso con Acetonitrilo/agua (80:20). Esta muestra fue desgasificada y a partir de

ella se inyectaron 3uL en el cromatégrafo para su analisis. Se fijé la longitud de
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onda de 361nm para determinar al analito objeto de estudio y se registraron los
cromatogramas del G-0 en las soluciones buffer, a tiempo 0 para cada pH.

Posteriormente se almacenaron las soluciones en estufa y se muestrearon a
intervalos apropiados segun el caso, hasta que el principio activo alcanzara el 50%

de degradacion.

2.1.5. Limite de Deteccion.

El método utilizado en este caso estuvo basado en la desviacion estandar de la
respuesta y la pendiente de la recta de la curva de calibracién [39].

Para esto se prepararon 6 soluciones del blanco y se realizaron Ilas
correspondientes lecturas de absorbancia a 361nm. Se calcula la desviacion
estandar de la respuesta del blanco y se determina el valor del limite de deteccion

utilizando la siguiente expresion:

_33*c
S

DL

Donde:
DL: Limite de deteccion.

o: Desviacion estandar de la respuesta del blanco.

S: Pendiente de la curva de calibracion.

2.1.6. Limite de cuantificacion.

Se utiliza la misma metodologia que para la determinacion anterior pero la

expresion a utilizar en este caso es la siguiente:
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_10*c

QL =—5

Donde QL: Limite de cuantificacion.

Todos los ensayos se realizaron con proteccidén de la luz, teniendo en cuenta que

en estudios anteriores realizados a esta sustancia se observé que este factor influye

negativamente en la estabilidad del mismo [41, 8].

2.2. Estudio cinético del G-0 en medio acuoso.

Materiales.

Reactivos:

Dihidrégenofosfato de sodio pa. Merck
Carbonato de sodio anhidro pa. Panreac.
Hidréxido de sodio (perlas) pa. Panreac.

Acido clorhidrico pa. Merck

Acido ortofosférico 85% pa. VEB Laborchemie APOLDA.

Acido Acético glacial pa. Panreac.

Cloruro de potasio pa. Reachim.

Tampones pH 4y 7. Panreac.

Alcohol isopropilico pa. Medicuba

G-0 (muestra de referencia Lote 138) 99,84%
G-0 (Lote 02-1-165) 99,25%

Agua desionizada.
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Instrumentos:

pH-metro digital Metrohm.

Balanza analitica digital Sartorius
Bafo ultrasdnico Bandelin Sonorex.
Espectrofotometro ULTROSPEC Il
Bafo de agua termostatado. Fungilab.

Cristaleria de laboratorio.

Procedimiento.

v" Soluciones buffer:

Se utilizaron los sistemas buffer constituidos por acido ortofosférico-hidréoxido de
sodio (pH 2,2 y 3,15); Acido acético-hidroxido de sodio (pH 4,2 y 5,2);
dihidrégenofosfato de sodio-hidroxido de sodio (pH 6,2; 7,2 y 8,2), carbonato de
sodio-acido clorhidrico (pH 9,5). Para la preparacion de los mismos se utilizo la
metodologia para preparacion de soluciones buffer descrita por Bob Reynon [40].

A todas las soluciones se les ajusté la fuerza iénica con cloruro de potasio y para el
ajuste de pH final se utilizé solucion de hidroxido de sodio o acido clorhidrico 0,2N y
se midié con pH-metro digital equipado con electrodo combinado.

Para medir el efecto del pH las soluciones se prepararon a concentracion de
0,01mol/L y la fuerza i6nica ajustada de 0,1M.

La evaluacion del efecto de la concentracion del buffer se desarrollo utilizando los
sistemas de pH 4,2 (region acida), pH 6,2 (ligeramente acida), pH 8,2 y 9,5 (region
basica), y las concentraciones ensayadas para estos sistemas fueron para el
primero: 5x102 , 1x102 y 2x102 mol/L, para el segundo 5x10°, 6x10°, 1x10? y
2x102mol/L, para el pH 8,2: 5x10, 6x10, 7,5x10, 1x10?y 2x1072
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mol/L y para 9,5: 2 x10°, 6x10° y 1x10. Se mantuvo el ajuste de la fuerza idnica
en un valor de 0,1M en cada caso.

Para la evaluacion del efecto salino sobre la velocidad de degradacion se
seleccionaron los sistemas de pH 4,2 y 8,2 y se mantuvo constante la concentracion
del buffer en 0,01mol/L. Se ajustaron los valores de fuerza idnica con cloruro de

potasio a los valores de 0,05; 0,1; 0,3 y 0,7M.

2.2.1. Orden de reaccién y constante de velocidad especifica.

Procedimiento analitico:

Se realizaron curvas de calibracion en el rango de 0,5ug/mL a 6ug/mL con la
sustancia G-0 de referencia para realizar la cuantificacion antes de comenzar los
experimentos cinéticos. Se siguid la metodologia planteada en la validacion de la
técnica. La cantidad de G-0 residual se determin6 por espectrofotometria UV-VIS
contra blanco preparado de forma idéntica a la muestra a la longitud de onda de
361nm.

Procedimiento cinético:

Se prepard una soluciéon madre de G-0 en alcohol isopropilico de concentracion
1mg/mL (Solucion A) y se tomo6 una alicuota de 5mL, la cual se transfirio a
volumeétrico de 100mL y se enrasé con solucion buffer (Solucién B). Se pipetearon
dos alicuotas de 2mL cada una y se enrasaron en volumétricos de 25mL con agua
desionizada (Solucion C) y se midi6 la absorbancia esta a tiempo 0. Se coloco la
solucion B en erlenmeyer de 100mL tapado y se introdujo en un bafio de agua
termostatado a 41°C, protegido de la luz con papel de aluminio. La toma de muestra
se realizd a intervalos de tiempo apropiados segun el comportamiento cinético del

farmaco frente a cada valor de pH, lo cual
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fue determinado previamente. Este procedimiento se realizé por triplicado para cada
condicion evaluada.

Los ordenes de reaccion y las constantes de velocidad de degradacién se
determinaron por el método integral, aplicando la regresion lineal a los graficos de
%r (porcentaje de farmaco remanente), In%r y 1/%r utilizando el tabulador

electrénico Microsoft Excel y el paquete estadistico Estadistica version 6.0. [42, 43].

2.2.2. Evaluacion del efecto catalitico de las especies buffer.

El efecto de catalisis de las especies buffer se determind utilizando los sistemas
buffer acetato (pH 4,2), fosfato (pH 6,2; 8,2) y carbonato (pH 9,5). Para cada uno de
ellos se determind la constante de velocidad especifica (kpuier) €N funcion de la
concentracion del buffer. Los procedimientos analitico y cinético desarrollados
fueron descritos en el acapite anterior.

La constante de velocidad de degradacién a cero concentracion del buffer (ko) se
determind en cada caso como el intercepto de la recta de regresion de las
constantes de velocidad experimentales con la concentracion del buffer, segun la

ecuacion:

Kobs= Ko * Kbufter [PT]

Donde kpusier €S la constante de velocidad catalitica de la especie buffer y [P+] es la

concentracion total del buffer.
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2.2.3. Evaluacion de la fuerza ionica.

El efecto salino se evalué para los valores de pH 4,2 y 8,2 a temperatura y
concentracion del buffer constante. La determinacion se realizé a través del ploteo

de log kops contra Vu/1+\, tal y como describe la ecuacion:
log kobs =l0g ko +2Q*ZaZg* Vp/(1+Vp)

Donde ko es la constante de velocidad de degradacion a dilucion infinita, Zay Zg son

las cargas de ambos reactivos, u es la fuerza idnica del medio y Q esta definida por:

. A D 1/2
Q = (1,825*10 ){(Tg)g}

En esta expresion D es la densidad y € es la constante dieléctrica del disolvente, T
es la temperatura absoluta.

La determinacion de la constante de velocidad kops S€ describe en el punto 2.2.1.

2.2.4. Perfil pH-velocidad de degradacion.
El efecto del pH en la degradacion del principio activo G-0 se determin6 mediante

el ploteo de log kops VS pH a temperatura de 41°C, concentracién del buffer cero y

fuerza iénica de 0,1M.
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Resultados y Discusion.

3.1. Validacion de la técnica para la cuantificacion del G-0 mediante
espectrofotometria ultravioleta.

3.1.1. Linealidad.

Una de las etapas principales durante la validacidon de una técnica analitica
cuantitativa, es comprobar que en el rango de cuantificacion la técnica nos ofrece
una respuesta lineal. Para la comprobacion de la linealidad, la literatura refiere
algunos criterios que han de tenerse en cuenta. Entre ellos se encuentra el
coeficiente de correlacién, el cual se reporta para materias primas con valores
superiores a 0.990, como aceptables. La siguiente tabla muestra los resultados
obtenidos, los cuales fueron procesados utilizando la regresion lineal, obteniéndose

la curva de calibracion (Fig.1).

Tabla 3. Relacién de la concentracion de las soluciones preparadas y la respuesta del método.

Concentracion deI’Absorbancia Absorbancia Absorbancia
patréon (pg/mL) Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3
6 0,752 0,763 0,760
4 0,501 0,514 0,508
2 0,249 0,256 0,248
1 0,134 0,130 0,126
0,5 0,060 0,067 0,062
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y = 0.1263x + 0.001
R? = 0.9997

0.9
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Fig.1. Representacion grafica de la curva de calibracion y ecuacion de la recta.

Tabla 4. Resultados estadisticos obtenidos para evaluar la linealidad.

C\V.F Sbrel
r at tSa
(%) (%)
Valor
0,9998 2,91 0,79 -0,000974+0,003542
obtenido
Criterio de
0,9900 <5% <2% Contener el cero
Aceptacion

r: coeficiente de correlacion.

C.V.F (%): Coeficiente de variacion de los factores respuesta.
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Sbrel %: Desviacién estandar relativa de la pendiente.

a+ tSa: Limites de confianza del intercepto.

Teniendo en cuenta las regulaciones internacionales para determinar el intervalo de
concentracion en el cual la técnica proporciona una respuesta lineal, se realizaron

determinaciones utilizando dos niveles de concentracion superiores: 8 y 10 pg/mL.

Sin embargo no se obtuvieron buenos resultados en los parametros de linealidad

calculados para valores superiores a 8 ug/mL.

El intervalo escogido (0,5ug/mL a 6ug/mL) esta en correspondencia con el valor de
concentracion a utilizar en el estudio cinético de 4ug/mL, el cual se justifica por los
resultados obtenidos en los estudios “in vivo” realizados al producto con anterioridad

en funcion de determinar la concentracién efectiva contra la coccidia [18].

Por otra parte, el proceso cinético se seguira hasta que el principio activo se haya
degradado un 50% de su concentracién inicial, por lo que nunca seran de interés

para nuestro estudio valores inferiores al establecido como minimo.

3.1.2. Precision.

Repetibilidad.

En la tabla 5 se muestran los valores de concentracion obtenidos a partir del
analisis repetidos de una muestra segun el criterio de aceptacion reportado para
este estudio en materias primas, el coeficiente de variaciéon debe ser inferior a 1,5%

y el valor experimental obtenido de 0,88%, por lo tanto la técnica es repetible.
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Tabla 5. Resultados obtenidos para el estudio de la repetibilidad.

Concentracion Valo_r Desv. Co_e f. .d'e
Réplicas | Absorbancia oL medio g variacion
(mg /mL) (mg /mL) estandar (%)
1 0,507 0,0501
2 0,505 0,0503
3
0,501 0,0497 0.0504 0.0004 0.88%
4 0,512 0,0508
3 0,509 0,0505
6 0,513 0,0509

Precision intermedia

Tabla 6. Resultados obtenidos para evaluar la precision intermedia de la técnica

espectrofotométrica.
Concentracion(mg/mL)
Analista 1 Analista 2
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
0,0501 0,0494 0,0509 0,0514
0,0503 0,0502 0,0505 0,0507
0,0497 0,0500 0,0511 0,0502
0,0508 0,0508 0,0513 0,0501
0,0505 0,0511 0,0506 0,0511
0,0509 0.0509 0,0501 0,0505

No. de determinaciones: 24

Valor medio global: 0,0505mg/mL.

Desviacion estandar: 0,0005
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Coeficiente de Variacion: 1,0000%

Para comprobar si existian diferencias entre los resultados de los dos analistas o
entre los dos dias de trabajo para cada analista, se utilizo el test t de Student para

muestras independientes.

Los resultados se reflejan en la siguiente tabla.

Tabla 7. Valores de probabilidad obtenidos al comparar los resultados de dos analistas, dos dias de
trabajo diferentes.

Analista 1 Analista 2 Dia1 Dia2
(dia1-dia2) | (dia1-dia2) | (Analista1-Analista 2) (Analista1-Analista 2)
p= 0,9597 p=0,7671 p=0,1823 p= 0,4462

Como se puede apreciar los valores de probabilidad obtenidos son mayores que
0,05 (significacion estadistica) en todos los casos, por lo que podemos afirmar que
no existen diferencias significativas entre las determinaciones realizadas por los

analistas y los dos dias de trabajo.

Teniendo en cuenta que los resultados que se analizan en los ensayos de
Repetibilidad y Precision Intermedia cumplen con los criterios establecidos para las

materias primas, podemos plantear que nuestra técnica es precisa.

3.1.3. Exactitud.

La siguiente tabla 8 muestra los resultados que se obtienen luego del andlisis
repetido de muestras a la concentracién de 4ug/mL. Teniendo en cuenta el calculo
del % de recuperacion (R) vy los limites de aceptacion para las técnicas
espectrofotométricas, el cual se debe encontrar entre 97%<R<103%, podemos

afirmar que la misma es exacta.
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Tabla 8. Determinacion de la exactitud utilizando el valor del % de Recuperacion, para un nivel de
concentracion.

. Concentracion /o % de
Absorbancia (%) Media(%)desv. Recuperacién

0,498 98,77
0,506 100,35
0,504 99,96 100,91
0.512 101,54 100,75 1,28 ,
0,515 102,13
0,513 101,74

Una técnica analitica por HPLC en fase reversa desarrollada para cuantificar G-0
(materia prima) durante su estudio de estabilidad en estado sélido muestra un % de

recuperacion de 101,03%, relativamente cercano al obtenido en nuestro estudio [8].

3.1.4. Selectividad.

Para evaluar la selectividad de la técnica en cuestion en primer lugar debe tenerse
en cuenta que la misma va a ser utilizada para el estudio de la degradacién del G-0
en medio acuoso. Este medio esta constituido en gran parte por soluciones buffer,
por lo tanto es necesario que la técnica analitica a desarrollar sea capaz de
determinar el G-0 sin interferencias de los productos de degradacién que en este
medio se pudieran generar. Con este motivo se prepararon soluciones de la
sustancia en cuestion a diferentes valores de pH, tal como se plantea en el
materiales y métodos. Se realizaron los espectros UV-VIS desde 200nm hasta
600nm a tiempo 0 y al cabo de 1 y 2 meses de almacenadas las soluciones a 30 y
41°C.

Se observa en todos los casos la banda de absorcién del G-0 para tiempo 0, con un

maximo entre 361nm y 365nm.
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v' pH 2,2: Para ambas condiciones de temperatura se observa la disminucién del
pico caracteristico de la materia prima, siendo esta disminucion significativa para
la temperatura de 41°C, en la cual desaparece casi totalmente, lo cual parece
indicar que la temperatura acelera el proceso degradativo. Ademas se presenta
un nuevo pico alrededor de los 265nm a los 71 dias de almacenada la muestra, el

cual pudiera estar asociado a un producto de degradacion (Anexos 1y 2).

v pH 3,15: En ambos casos se aprecia una disminucién del pico caracteristico del
G-0, el cual se evidencia significativamente en la muestra almacenada a 41°C,
donde desaparece casi completamente la banda de absorcién del mismo.No se

aprecia la aparicién de nuevos picos (Anexos 3y 4).

v pH 4,2: En ambos casos se aprecia una disminucién del pico caracteristico del
G-0, el cual se evidencia significativamente para la muestra almacenada a 41°C,
donde desaparece casi completamente la banda de absorcion del mismo. No se

aprecia la aparicion de nuevos picos (Anexos 5y 6).

v' pH 5,2: Para ambas condiciones de temperatura se observa la disminucion del
pico caracteristico de la materia prima, siendo significativa para la temperatura de
41°C, en la cual desaparece casi totalmente. Ademas se aprecia un nuevo pico
alrededor de los 280nm a los 76 dias de almacenada la muestra para la
temperatura de 30°C y a los 23 dias para la muestra sometida a 41°C, el cual

pudiera estar asociado a un producto de degradacion (Anexos 7 y 8).
v' pH 6,2: En ambas condiciones de temperatura se aprecia que al cabo de los 20

dias ha desaparecido casi totalmente el pico del G-0 y se observa la aparicién de

un pico nuevo, alrededor de los 280nm (Anexos 9 y 10).
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v' pH 7,2: En ambas condiciones de temperatura se aprecia que al cabo de los 22
dias ha desaparecido casi totalmente el pico del G-0 y se observa la aparicién de

un pico nuevo, alrededor de los 280nm (Anexos 11y 12).

v' pH 8,2: En ambas condiciones de temperatura se aprecia que al cabo de los 22
dias ha desaparecido casi totalmente el pico del G-0 y se observa la aparicién de

un pico nuevo, también alrededor de los 280nm (Anexos 13 y 14).

También se comprobo la especificidad por comparacion de los resultados obtenidos
por espectrofotométria UV-VIS con una técnica analitica por HPLC en fase reversa.
Los cromatogramas obtenidos (Figuras 2, 3, 4 y 5) mostraron que al cabo de un
tiempo de almacenamiento (el suficiente para que el p.a se degradara en un 50%
aproximadamente) existi6 una disminucion significativa del area del pico

correspondiente al G-0 con un comportamiento similar al de la técnica en estudio.

°l  t=9,067min
Area= 18,804 mAU*min

40 4

wATT
w
=

Time (min)

Figura 2 . Cromatograma obtenido para el G-0 en medio buffer fosfato pH 8,2 a tiempo 0 y longitud

de onda de 361nm.
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304
tr=9,000min
Area= 9,184 mAU*min

204

mAlT

104

Tine (win)

Figura 3. Cromatograma obtenido para el G-0 en medio buffer fosfato pH 8,2 a las 5h de

almacenamiento y longitud de onda de 361nm.

tr=8,917min
Area= 20,072 mAU*min

40

maAlT
w
=

Time (minj

15

Figura 4. Cromatograma obtenido para el G-0 en medio buffer acetato pH 5,2 a tiempo 0 y longitud

de onda de 361nm.
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304

tr=9,057min
Area= 11,824 mAU*min
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104
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Figura 5. Cromatograma obtenido para el G-0 en medio buffer fosfato pH 5,2 a las 96h de

almacenamiento y longitud de onda de 361nm.

Por otra parte, se determinaron nuevos picos, los cuales fueron asociados a
posibles productos de degradacion principales a longitudes de onda inferiores a la
longitud de onda de maxima absorcion del G-0. Lo anterior es consistente con un
estudio desarrollado para corroborar la especificidad de la técnica por HPLC para el

estudio de estabilidad de la materia prima G-0 en estado sélido [8].

Se demostr6 ademas la necesidad de la proteccion total de la luz en la
manipulacion de las muestras debido a que los productos de degradacion formados
por la accion de luz si pueden interferir el la técnica UV-VIS, lo cual fue detectado a

través de la cromatografia liquida (Anexo 15).
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3.1.5. Limite de Deteccion.

Existen varios métodos que pueden ser utilizadas en la determinacion de este
parametro. Para la realizacion de nuestro estudio empleamos la desviacion
estandar de la respuesta de una serie de blancos y la pendiente de la recta de la
curva de calibracién [39].

En la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos para la serie de blancos vy el

analisis estadistico correspondiente.

Tabla 9. Resultados de absorbancia obtenidos para la serie de blancos.

Absorbancia del
blanco

0,003

Serie

1. Blanco con buffer pH 2,2 |

2. Blanco con buffer pH 3,15 | 0,007
3. Blanco con bufferpH 4,2 | 0,006
4. Blanco con buffer pH 5,2 | 0,002
5 |
6 |

. Blanco con buffer pH 6,2 0,002
. Blanco con buffer pH 8,2 -0,002

Desv estandar = 0,0032
Limite de Deteccion (DL) = 0,1 pyg/mL

3.1.6. Limite de Cuantificacion.

Se utilizé la metodologia empleada para determinar el limite de deteccion. Para este
caso utilizamos la formula que se detalla en materiales y métodos y los resultados
obtenidos se relacionan a continuacion.

Desv. estandar = 0,0032

Limite de Cuantificacion (QL) = 0,3 pg/mL
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3.2. Estudio cinético del G-0 en medio acuoso.

3.2.1. Orden de reaccion y constante de velocidad especifica.

La constante de velocidad de degradacion del fur-2-il-2-nitroeteno determinada a
diferentes valores de pH, concentracion de buffer, fuerza iénica y temperatura
constante puede describirse como una cinética de pseudoprimer orden. Esto puede
afirmarse debido a los buenos resultados obtenidos en los coeficientes de
correlacion de las rectas de regresion y por el hecho de que todos los reactivos
presentes en la solucidon se encontraban en exceso con respecto al analito de
interés [44].

Gonzalez y colaboradores [47] obtuvieron resultados similares cuando estudiaron la
cinética de degradacion a 25°C de un compuesto muy parecido estructuralmente al

analizado en este trabajo (derivado furanico bromado).

Los resultados obtenidos de las constantes de velocidad observadas para toda la
degradacion, asi como los respectivos coeficientes de correlacion se muestran en la
tabla 10.
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Tabla 10. Datos obtenidos a partir de la obtencién de las curvas In%r contra t.

4. .4 Coeficiente de
pH kobs*10™ (min™')*desv
correlacion (r)
2,2 0,505 + 2,12x10® 0,9987
3,15 0,550 + 1,41 x10° 0,9961
4,2 0,895 + 2,12 x10° 0,9988
5,2 1,183 + 2,31 x10° 0,9963
6,2 6,255 + 2,12 x10° 0,9989
7,2 9,565 + 1,91 x107 0,9971
8,2 19,345 + 4,17x10° 0,9995
9,5 275,5 + 3,54x10™ 0,9955

Las condiciones seleccionadas para los experimentos estuvieron basadas en datos
reportados relacionados con el comportamiento térmico de las aves, cuyo intervalo
puede variar entre 40,9 y 41,3°C [46].

Por otra parte, el pH del aparato digestivo de las aves se encuentra entre 4 y 7,6;
motivo por el cual se realizd la evaluacion utilizando valores que abarcaran el
intervalo anteriormente sefalado. Ademas, el estudio de una amplia gama de pH
permite estimar ademas el comportamiento del principio activo frente a sustancias
auxiliares en funcion del pH que estas ultimas le aporten al medio [47].

En la figura 6 se ilustran los resultados relacionados con el comportamiento cinético
en algunos de los valores de pH evaluados (los graficos correspondientes a los
medios en los cuales el farmaco resultdé mas estable fueron seccionados para la

mejor comprension del comportamiento general de la degradacion).
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Figura 6. Cinéticas de degradacién de pseudoprimer orden del G-0 en soluciones acuosas

tamponadas a temperatura de 41°C.

3.2.2. Evaluacion del efecto de la concentracion del buffer.

En la mayoria de los sistemas de interés farmacéutico se utilizan soluciones buffer o
tampones, con el objetivo de mantener la solucion en un valor de pH particular. En
muchas ocasiones se ha detectado, ademas del efecto del pH en la velocidad de
degradacion, la influencia de los componentes del buffer como agentes cataliticos.
En estas condiciones se plantea que la reaccion esta sujeta a una catalisis acida o
basica general. Debido a esto, los perfiles pH-velocidad de degradaciéon en las
reacciones susceptibles a este tipo de catalisis, exhiben desviaciones del
comportamiento esperado [48].

En el presente trabajo, se evalud el efecto catalitico de 3 sistemas buffer, para lo
cual se mantuvieron constantes el pH, la temperatura, la fuerza iénica y la

concentracion del farmaco. El experimento fue desarrollado a varios niveles de
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concentracion del buffer, dentro del intervalo de efectividad de cada buffer
empleado y sin exceder la fuerza idnica prefijada para las soluciones en estudio.

La figura 7 muestra el efecto obtenido en la constante de velocidad observada
(kobs) debido a los sistemas buffer empleados y los valores medios y desviaciones

estandar correspondientes se muestran en la tabla 11.

0.025000 =
pH 9.5
0.020000 =
0.015000 =
Kobs (min™)
0.010000 =
0.005000 =
pH B2
- pHB.2
- - ' oHa2
0.0050 0.0100 00150 0.0200
c[Buffer](mol/L)

Figura 7. Influencia de la variacion de la concentracion de los sistemas acetato, fosfato y carbonato

en la constante de velocidad de degradacion.
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Tabla 11. Valores promedios y desviacion estandar de las constantes de velocidad observadas a
diferentes concentraciones de los sistemas buffer acetato, fosfato y carbonato.

, kobsx10™*(min™)
H Sistema ; ” S S ” , .
P Buffer 2x10° 5x10° 6 x10° 7,5 x10° 8 x10° 1x10° 2x10°
mol/L mol/L mol/L mol/L mol/L mol/L mol/L
0,81+ 0,89 +
y . X ) 0,87+
4,2 | Acetato - 4.246x10 - - - 2,126x10 424510
431+ 3,20 + 5,74 + 489+
6,2 Fosfato - 1 ,416x1 0|1 ,6?gx1 0 - - 2,755x1 0 3,54x10°
14,17+ 16,78 + 18,76+ 19,4 +
8,2 Fosfato - 7,786x10' 3,185x10' 1.205x10' - 4.175x10' -
38,8 + 145 + 276 +
9,5 | Carbonato 3,325x10' - 7,075x10' - - 3,5éhx10' -

Al evaluar el efecto de la concentracion del buffer acetato, no se encontraron
diferencias significativas entre los valores de kobs obtenidos. Este resultado fue
corroborado a través de un analisis de varianza (ANOVA), el cual aporté un valor de
p = 0,206 (p>0,05). En este sistema las especies del buffer presentes en solucion a
pH 4,2 eran HA y A’, por lo cual pueden ser descartadas como agentes cataliticos
acido-basico generales. El efecto del buffer acetato no se investigé a pH 5,2 cuando
las especies presentes eran las mismas [45].

Cuando se analizé el efecto del sistema buffer fosfato a pH 6,2 (la especie
predominante es H,PO,) se detectaron diferencias estadisticamente significativas
entre los valores medios obtenidos para kobs, sin embargo, no puede afirmarse que
exista una tendencia precisa al incremento o disminucion de la velocidad de
degradacion con el aumento de la concentracion del buffer y no se observo una
dependencia lineal entre la constante de velocidad y la concentracion del buffer, por
lo que se precisa evaluar otras concentraciones del sistema amortiguador para
confirmar si constituye o no un catalizador.

En el sistema buffer fosfato a pH 8,2, se pudo apreciar un ligero incremento de la
constante de velocidad de degradacion con el incremento de la concentracion del

buffer, lo cual fue corroborado por un ANOVA, el cual brindd un valor de p = 0,0024
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(p<0,05), existiendo diferencias significativas entre los valores medios de kobs. Se
confirmd la dependencia lineal entre kobs y concentracién del Buffer (c[Buffer]) en el
intervalo de concentracion de 5x10° a 7,5x10° mol/L. Valores superiores de
concentracion del buffer afectaban la correlacion lineal obtenida. Estudiando la
influencia del buffer fosfato en la hidrdlisis del clordiazepdxido, Maulding y
colaboradores determinaron que a concentraciones de buffer superiores a 0,1M, se
perdia la linealidad, indicando un cambio en el paso de velocidad limitante de la
reaccion [49].

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos se puede considerar a la especie
HPO4%, la cual predomina a este valor de pH, como agente catalitico basico
general.

En un estudio realizado a otro bioactivo furanico (G-1) [45] también consideraron a
esta especie como agente catalitico basico general en la reaccién de degradacion
de ese derivado.

Cuando se analizé la influencia de la concentracion para el sistema buffer carbonato
a pH 9,5; la especie predominante era el HCO3. Se verific6 un notable incremento
de la constante de velocidad de degradacion con el aumento de la concentracion
del buffer. Los resultados obtenidos para los valores de ko (constante de velocidad a
0 concentracion de buffer) y k' (constante de velocidad catalitica del buffer) se

muestran en la tabla 12.
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Tabla 12. Valores promedio de las constantes de velocidad de degradacion del GO a cero
concentracion del buffer(ky) y valores de constantes cataliticas de las especies buffer (k') y sus

respectivas desviaciones estandar.

pH Sistema Buffer | kox10*(min™) | kx10*(M'min™)
4,2 Acetato 0,8 -

6,2 Fosfato 3,81+2,12x10° -

8.2 Fosfato 5,557,07 x10° | 1795,5+0,49x107
9,5 Carbonato 7,54+0,41x10° 2594+ 0,023

3.2.3. Evaluacion de la fuerza idnica.

Se conoce que la fuerza iénica del medio (u) puede modificar la velocidad de
reaccion de descomposicidon de un farmaco en disolucién. En preformulacion,
resulta interesante evaluar este efecto porque permite identificar las especies
moleculares que participan en la reaccion degradativa.

Frecuentemente se utiliza la expresion modificada de la ecuacién de Debye-Huckel
para correlacionar la constante de velocidad de degradacidén con la fuerza i6nica

cuando p > 0,01; segun lo siguiente:

logk = logk, +2QZ,Z, . oln

@+ /p)

i
@+ fu)

pendiente 2QZxZg y cuya ordenada en el origen permite obtener el valor de la

En este caso al graficar logk contra se puede obtener una recta con

constante de velocidad de degradacion a dilucion infinita (ko) [50, 51].
Para el estudio de la influencia de las sales en la degradacion del G-0 en solucién

se seleccionaron dos niveles de pH (4,2 y 8,2), de modo que quedaran

51



Resultados y Discusion

incluidas la zona acida y basica. Los resultados obtenidos para ambas condiciones

se muestran en la figura 8.

'.‘__——1______._ pHE.2

-3.000 -

-3.500 -
Log Kobs (min™)

-4.000 - pH 4.2

-4 500 . . .
02000 0000 04000

Vet (1=p)

Figura 8. Influencia de la fuerza idnica en la velocidad de degradacién del GO en solucién acida y
basica.

Al realizarse un analisis de varianza para comprobar si existian diferencias entre los
valores promedio de kobs obtenidas para cada concentracién salina evaluada a pH
4,2, no se observaron diferencias significativas entre ellas, para un valor de p =
0,1243 (p>0,05), no obstante el coeficiente de correlacion obtenido para la regresion
lineal a este valor de pH no ofrecié un buen resultado (r = 0,7); por lo que debe
analizarse en estudios posteriores la posible influencia de la fuerza idnica a valores
inferiores a 0,1molal.

La ausencia del efecto de la fuerza idnica requiere que al menos una de las
especies reaccionantes no posea carga. Esto es consistente con un estudio

realizado por
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Cabrera y colaboradores [9], en el cual se desarrollé un modelo de prediccion del
pKa del farmaco a partir del coeficiente de reparto, obteniendo un valor de pKa =
7,73; lo cual indica que a pH menores que este valor el farmaco se debe encontrar
principalmente en su forma no ionizada.

Un resultado distinto se obtuvo para el comportamiento a pH 8,2; el cual abarcé el
intervalo de fuerza idnica de 0,05 hasta 0,7. En este caso el valor del coeficiente de
correlacion r = 0,9451 mostré que existe mayor ajuste a la ecuacién modificada de
Debye-Huckel. Se demostro la existencia de diferencias significativas entre los
valores promedios de logkobs, para p = 0,00054 (p<0,05). Por tal motivo se puede

plantear la existencia de una dependencia lineal entre logkobs vy el

T

término——"—

@+ Ju)

No obstante se debe sefalar que el valor de la pendiente de la recta para el pH 8,2
fue pequefio. Por lo que la influencia de la fuerza idnica en el intervalo de analizado
no es muy marcado. La pendiente obtenida presentdé una pendiente negativa vy
presentd un valor de 0,38.

Se conoce que la pendiente obtenida de esta regresion puede variar en funcion de
la naturaleza de los iones de la siguiente forma:

(1)- Si la carga de los mismos es igual (Ej: reacciones entre hidrogeniones y
sustancias protonadas) la pendiente es positiva.

(2)- Si los iones presentan cargas opuestas (Ej: hidroxilo y sustancias protonadas)
(3)- Si uno de los reactivos no tiene carga, la fuerza iénica no tiene influencia en la
constante de velocidad de degradacion pues Zx*Zg = 0.

Debido a lo expuesto anteriormente, los resultados indican que en la reaccién
degradativa que se desarrolla a pH 8,2 se encuentran involucradas especies con
cargas contrarias, tal como se refiere en la variante (2).

Esto se cumple a cabalidad en soluciones diluidas, pues a concentraciones
elevadas, si se detecta efecto de la fuerza idnica debido a que puede influir en el

coeficiente de actividad de una molécula neutra. En un estudio publicado donde
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se determind la cinética de degradaciéon del furoato de mometasona en sistemas
acuosos, Teng y colaboradores [52] emplearon el intervalo de y entre 0,3y 2,1M.

El empleo de soluciones con valores pequefios de fuerza idnica en nuestro estudio
se vio limitado debido a la influencia de la fuerza i6nica que proporcionaban los

sistemas buffer a la concentracién establecida al comienzo de este trabajo.

3.2.4. Perfil pH-velocidad de degradacién.

El efecto del pH en la degradacidn del G-0 en solucién acuosa a 0 concentracion del
buffer, temperatura de 41°C y y=0,1 se muestra en la figura 9. El perfil pH-velocidad
de degradacién, se obtuvo teniendo en cuenta los valores experimentales de la
constante de velocidad a cero concentracién del buffer, de modo que soélo se
considere el efecto debido al pH y no a la influencia que pudiera tener el sistema
amortiguador en la kobs. Los valores promedio determinados de ko para cada pH,

los tiempos de semivida (ts0%) y tiempos al 10%( t10%) Se muestran en la tabla 13.
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Tabla 13. Valores experimentales de la constante de velocidad de degradacion a cero concentracion
del buffer.

pH Buffer kox10™(min™) ts09,(h) t109(h)
2,2 Fosfato 0,51 +2,12x10° 226,5 34,3
3,15 Fosfato 0,55+ 1,41 x10° 210 31,8
4,2 Acetato 0,80+0 144 .4 21,9
5,2 Acetato 1,18 + 2.31 x10°® 97,9 14,8
6,2 Fosfato 3,81£2.12 x10° 30,3 4,6
8,2 Fosfato 5,55+7.07 x10° 20,8 3,15
9,5 Carbonato 7,54+4.10 x10° 15,3 2,32
10 Hidroxido de sodio 8,2243.53 x10° 14 2,1

En la figura 9 se muestran los perfiles pH-velocidad de degradacién
correspondientes al G-0 en soluciones buffer de concentracion 0,01mol/L y el
correspondiente a la degradacion del farmaco en ausencia de amortiguadores de
pH a modo de comparacion. Como se puede observar, la mayor parte de la
degradacion experimentada por el principio activo estuvo relacionada con los
considerables efectos cataliticos basicos de las especies hidrogenofosfato (HPO4?)
y bicarbonato (HCO3") como se refirié con anterioridad. Si se analiza el perfil a cero
concentracion del buffer se notara que la tendencia del principio activo es a
degradarse a medida que disminuye la acidez, aunque en el intervalo de pH
evaluado, su velocidad de degradacién es lenta en comparaciéon con el perfil
obtenido en presencia de soluciones buffer. Este resultado se puede corroborar si
se toma en consideracion el bajo valor de la pendiente obtenido para todo el perfil
(m =0,1721 y un coeficiente de correlacion r de 0,974), lo cual puede ser indicativo
de que las moléculas de agua participan en la degradacién catalizada por bases. Un
resultado similar obtuvo Yong-Hak [53] en su estudio cinético de degradacién de la

eritromicina en solucién acuosa.
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La estabilidad quimica del G-0 en los fluidos gastrointestinales puede ser en cierta
forma estimada a partir de su estabilidad en solucion acuosa en el intervalo de pH
estudiado. Como ya se ha explicado la degradacion del G-0 no es de igual magnitud
en todo el intervalo. Sin embargo debemos recordar que el intervalo de pH del TGl
de las aves es de 4 a 7,6 y si se valoran los tiempos al 10% (ver tabla 11) se notara
que a pH 8,2 el tio¢, es de 3,15 horas, estimandose este adecuado y suficiente para
que el principio activo realice su efecto farmacoldgico en las zonas de menor acidez
del aparato digestivo. Por este motivo, consideramos que la efectividad del G-0 en
el intervalo de pH de 4 a 7,6 no se ve afectada en gran medida y el mismo debe

encontrarse en su forma no ionizada principalmente.

-2.000000 =

-3.000000 =

Log K (min'1)

-4.000000 =

T T T
2.00 4.00 G.00 .00

pH

Figura 9. Perfil pH-velocidad de degradacién del G-0 en los medios buffer evaluados en funcién de

kobs y a cero concentracién del buffer a 41°C.
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Conclusiones

1)

2)

3)

4)

5)

6)

La técnica por espectrofotometria UV-VIS para cuantificar el G-0 en
disolucion es lineal en el intervalo de concentracion de 0,5 a 6 pg/mL,
precisa, exacta y selectiva.

La degradaciéon del G-0 en solucion acuosa sigue una cinética de
pseudoprimer orden en las condiciones experimentales establecidas.

El perfil pH-velocidad de degradacién muestra la tendencia a la degradacion
principalmente en la zona basica, aunque la velocidad del proceso es menor
que en aquellas soluciones que estan tamponadas, a 41°C.

El t10o, de degradacion a pH 8,2 es de 3,15 horas, considerandose suficiente
para garantizar el efecto farmacologico del principio activo en el intestino
grueso (pH 7,6).

Se evidencia un fuerte efecto catalitico de las especies hidrogenofosfato (pH
8,2) y bicarbonato (pH 9,5) con constantes cataliticas de segundo orden de
0,18M'min™"y 2,59 M 'min™" respectivamente.

La concentracion de sales no ejerce efecto sobre la constante de velocidad a

pH 4,2 y en alguna medida a pH 8,2 de forma negativa.
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Recomendaciones

1) Determinar la solubilidad del principio activo en medio acuoso en estudios

posteriores.
2) Correlacionar los estudios de estabilidad-pH con estudios de estabilidad del

farmaco en fluidos biolégicos.
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Anexo 1. Espectros UV-VIS en el tiempo de una solucion de GO en medio buffer fosfato pH 2.2

preparada a 7 uyg/mL y almacenada a 30°C.
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Anexo 2. Espectros UV-VIS en el tiempo de una solucion de GO en medio buffer fosfato pH 2.2

preparada a 7 uyg/mL y almacenada a 41°C.
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Espectros UV-Vis del GO en buffer
fosfato a pH 3.15 a 30 grados
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Anexo 3. Espectros UV-VIS en el tiempo de una soluciéon de GO en medio buffer fosfato pH 3.15

preparada a 7 ug/mL y almacenada a 30°C.
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Anexo 4. Espectros UV-VIS en el tiempo de una soluciéon de GO en medio buffer fosfato pH 3.15

preparada a 7 uyg/mL y almacenada a 41°C.
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Anexo 5. Espectros UV-VIS en el tiempo de una soluciéon de GO en medio buffer acetato pH 4.2

preparada a 7 ug/mL y almacenada a 30°C.
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Anexo 6. Espectros UV-VIS en el tiempo de una solucion de GO en medio buffer acetato pH 4.2

preparada a 7 ug/mL y almacenada a 41°C.
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Espectros UV-Vis de GO0 en medio buffer
acetato pH5.2 almacenado a 30 grados
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Anexo 7. Espectros UV-VIS en el tiempo de una soluciéon de GO en medio buffer acetato pH 5.2

preparada a 7 uyg/mL y almacenada a 30°C.

Espectros UV-Vis de GO en medio buffer
acetato pH5.2 almacenado a 41 grados
1
0.9
08 JA\
s 07 / \\
% 0.6 / \ ——Tiempo 0
g 0.5 / \ ——23 dias
2 04 _
< 03 Xg/\\ / \ 76 dias
02 - [
o1 XA \
[~
0 ‘ — ‘
200 300 400 500 600
long de onda(nm)

Anexo 8. Espectros UV-VIS en el tiempo de una soluciéon de GO en medio buffer acetato pH 5.2

preparada a 7 uyg/mL y almacenada a 41°C.
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Espectros UV-Vis de GO en medio
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grados
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Anexo 9. Espectros UV-VIS en el tiempo de una soluciéon de GO en medio buffer fosfato pH 6.2

preparada a 7 uyg/mL y almacenada a 30°C.
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Anexo 10. Espectros UV-VIS en el tiempo de una soluciéon de GO en medio buffer fosfato pH 6.2

preparada a 7 uyg/mL y almacenada a 41°C.
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Anexo 11. Espectros UV-VIS en el tiempo de una solucion de GO en medio buffer fosfato pH 7.2

preparada a 7 yg/mL y almacenada a 30°C.
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Anexo 12. Espectros UV-VIS en el tiempo de una solucion de GO en medio buffer fosfato pH 7.2

preparada a 7 uyg/mL y almacenada a 41°C.
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Anexo 13. Espectros UV-VIS en el tiempo de una solucion de GO en medio buffer fosfato pH 8.2

preparada a 7 uyg/mL y almacenada a 30°C.
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Anexo 14. Espectros UV-VIS en el tiempo de una solucion de GO en medio buffer fosfato pH 8.2

preparada a 7 uyg/mL y almacenada a 41°C.
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Anexo 15. Cromatogramas obtenidos para una muestra de GO de concentracién 6ppm en solucion

buffer fosfato a pH 7,2 recién preparada y al cabo de 15 min. de expuesta a la luz.
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