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Resumen y Abstract IX

Resumen

El sildenafil citrato es un farmaco no solo de utilidad en la disfuncién eréctil, sino en
emergencias hospitalarias para el tratamiento de la hipertensién pulmonar en las
unidades pediatricas, especialmente en neonatos. Su uso se debe a que relaja la pared
arterial, permitiendo la disminucién de la resistencia y presion arterial; dado que la
enzima PDE5 se encuentra principalmente en el endotelio del muasculo liso de los
pulmones, donde actla selectivamente, sin producir vasodilatacion en otras areas del

cuerpo.

La utilizacion de una preparacion extemporanea, elaborada a partir de tabletas de
sildenafil citrato, es una alternativa hospitalaria, que permite la administraciéon de dosis
exactas y controladas en pacientes pediatricos, que por sus condiciones fisiopatolégicas
no pueden ingerir las formas farmacéuticas sélidas como las tabletas y que en la
actualidad se fracturan para hacer una divisién de dosis, practica inadecuada que trae

riesgos para el paciente.

En la presente investigacion, se validé la metodologia analitica, que demostré ser
selectiva, lineal, precisa y exacta para la cuantificacion del principio activo sildenafil
citrato en suspensioén, que fue elaborada a partir de tabletas de sildenafil citrato de 50
mg, provenientes de tres lotes comerciales. Posteriormente se realizé el estudio de
estabilidad fisica y quimica, de la preparacion extemporanea durante quince dias;
utilizando dos vehiculos: dextrosa al 10% y dextrosa al 10%: glicerina (9:1). Las
muestras preparadas (250 mL) fueron repartidas en frascos de vidrio ambar y

transparentes, de 30 mL de capacidad cada uno y almacenadas a 5y 25C + 2 °C.

La suspension mas estable fue la preparada utilizando como vehiculo la solucién de
dextrosa al 10%; envasadas en frascos de vidrio &mbar y almacenadas a 5 + 2 °C; no
encontrandose diferencias estadisticamente significativas de la concentracion del
farmaco con relacion a la preparacion original durante el tiempo de estudio. Se establecio
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el protocolo de la preparacion extemporanea; dando las condiciones mas adecuadas de

almacenamiento y las recomendaciones para su uso seguro y eficaz.

Palabras claves: Sildenafil Citrato — Hipertension Pulmonar — Validacion por HPLC —

Estabilidad — Preparacion Extemporanea.

Abstract

Sildenafil citrate is a drug not only useful in erectile dysfunction but also in hospital
emergency for treating pulmonary hypertension in pediatric units, especially in the case of
neonates. Its use is because it relaxes the artery wall, allowing reduction in resistance
and blood pressure, since the PDE5 enzyme is found primarily in the endothelium of the
smooth muscle of the lungs, where it acts selectively, without inducing vasodilation in

other areas of the body.

The use of an extemporaneous preparation made from sildenafil citrate tablets is a very
good hospital alternative. It allows the more accurate and controlled dosing in pediatric
patients because their pathophysiological conditions cannot allow to ingest solid dosage
forms such as tablets. Nowadays, the tablet fracture is used to make a split dose, but it is

an improper practice that could bring some risks to the patient.

In this research, an analytical methodology was validated for the quantification of the
active ingredient sildenafil citrate in suspension, which was made from sildenafil citrate
tablets of 50 mg from three commercial lots. Subsequently, a physical and chemical
stability study was performed on the extemporaneous preparation for a fortnight, using
two vehicles, namely, dextrose 10% and 10%: glycerin (9:1). Samples of 250 mL of
suspensions were prepared and placed in 30 mL amber flasks and allowed to stand at 5
and 25 C+2°C.

The most stable suspensions were prepared using the solution of 10% dextrose as a
vehicle; packaged in amber bottles and stored at 5 £ 2 © C. No statistically significant
differences in the concentration of the drug in comparison with the original preparation
were found. Additionally, the protocol of the extemporaneous preparation was established
and also giving the most suitable storage conditions as well as their recommendations for

their safe and effective use.
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Introduccion

Las preparaciones extemporaneas, son una alternativa para los tratamientos
terapéuticos en la practica hospitalaria, porque permiten no solo individualizar los
tratamientos en los pacientes que lo requieran, sino el ajuste de las dosis, a partir de las
formas farmacéuticas convencionales, fundamentalmente comprimidos sélidos, ademas
de brindar la posibilidad de utilizar otra via de administracién, lo cual es una ventaja
cuando el paciente tiene inhabilitado los accesos comunmente utilizados, como son los

estados de inconsciencia, donde éste no puede deglutir.

En los centros hospitalarios se realiza la transformacion de tabletas de sildenafil en una
suspension, para ser prescrita de esta forma en tratamientos para la hipertension
pulmonar en las unidades pediatricas, especificamente en neonatos, pero esta
transformacion no cuenta con estudios que respalden su estabilidad fisica ni quimica y
gue permitan su uso seguro y eficaz. El tratamiento con preparaciones extemporaneas
de sildenafil, ha mostrado resultados satisfactorios en nifios de muy temprana edad, los
cuales no pueden deglutir las tabletas, que es la forma de presentacion del citrato de
sildenafil en el mercado colombiano. Por ello, en los hospitales se recurre a la
preparacion de presentaciones perérales liquidas, lo cual se puede lograr por
reconstitucion o preparacion extemporanea para uso inmediato o en cortos periodos,
éstas preparaciones facilitan la dosificacion, de acuerdo al peso y necesidades del
paciente (1).

Para el tratamiento de la hipertensién pulmonar, se han utilizado vasodilatadores como
agentes Unicos o en combinacién. Sin embargo, muchos de ellos son costosos, toxicos y
presentan inconvenientes para su administracibn o son parcialmente eficaces o
ineficaces en determinados pacientes. Por ello, se han evaluado otros agentes, como el
sildenafil, un inhibidor de la fosfodiesterasa, el cual produce relajacion en el endotelio del

tejido pulmonar (2).



2 Introduccion

La utilizacién de una preparacion extemporanea a partir de tabletas de sildenafil citrato,
para combatir la hipertension pulmonar en pacientes pediatricos, brindara por lo tanto
una alternativa para el control de la dosificacion, ya que se podra a través de ésta
administrar dosis mas exactas y controladas, que la administrada por la fractura de la
tableta. Los estudios de estabilidad fisica y quimica efectuados para este tipo de
preparaciones, son por lo tanto una necesidad y contribuyen a un mejor manejo y
administracién segura de éste farmaco. Ademas de poder demostrar la eficacia, potencia
y seguridad de la preparacion extemporanea a partir de tabletas de sildenafil citrato y

determinar las mejores condiciones para su almacenamiento y recomendaciones de uso.
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Justificacion

El sildenafil, es una alternativa para el tratamiento de la hipertensién pulmonar en
neonatos e infantes, puesto que cumple la funciéon de relajar la pared arterial, permitiendo
la disminucién de la resistencia y presion arteriales. De esta manera, reduce la carga de
trabajo del ventriculo derecho del corazén y disminuye la probabilidad de fallo cardiaco
asociado a este ventriculo. Dado que la enzima PDE5 se encuentra principalmente en el
endotelio del musculo liso de los pulmones y el pene, el farmaco actla selectivamente en
estas dos areas sin inducir vasodilatacion en otras partes del cuerpo.

En los centros hospitalarios, con el fin de facilitar la dosificacién de farmacos en neonatos
y hacerla en funcion del peso y necesidades y estados del mismo, se recurre a las
preparaciones extemporaneas para uso inmediato o en cortos periodos. Por lo tanto es
fundamental establecer no solo un protocolo para la correcta elaboraciéon de estas
preparaciones, sino realizar estudios conducentes a encontrar el vehiculo y las
condiciones fisicoquimicas apropiadas que garanticen su estabilidad fisica y quimica, asi
sea por tiempos cortos, ademas de fijar las condiciones de almacenamiento para que
éstas preparaciones sean usadas con la confianza de que cumplen con el objetivo
terapéutico. Con el fin de garantizar la validez de la informacion obtenida en los estudios
de estabilidad tanto fisica como quimica de la preparacién extemporanea propuesta, es
necesario en primer lugar realizar la validaciéon de la metodologia analitica y asi poder
establecer las mejores condiciones de preparacion y de almacenamiento y estimar el
tiempo de vida Util de la preparacién extemporanea, objeto de estudio.






1. Capitulo 1

1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la estabilidad fisica y quimica de una preparacion extemporanea con

sildenafil citrato, elaborada a partir de tabletas de 50 mg del mercado nacional.

1.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Validar la metodologia analitica utilizada para la cuantificacion del sildenafil citrato,
mediante la técnica de Cromatografia de Liquida de Alta Resolucion HPLC, de

acuerdo a las normas vigentes.

e Determinar la influencia de los vehiculos: dextrosa 10% y dextrosa 10%: glicerina
(9:1); sobre la estabilidad de la preparacién extemporanea de sildenafil y determinar

el tiempo de vida util.

« Elaborar el protocolo de preparacion y recomendaciones de uso de la suspension

extemporanea de sildenafil.






2. Capitulo 2
2. MARCO TEORICO

2.1. Preparaciones extemporaneas

Las preparaciones extemporaneas son una alternativa en la practica hospitalaria, por los
innumerables beneficios que traen, como: permitir la individualizaciéon de dosis para los
pacientes que lo requieran y que no se encuentran disponibles en las formas
farmacéuticas del mercado. Ademas permite cumplir el tratamiento en pacientes que
presentan vias de administracion obstruidas, caso particular de la peroral; tomando como
alternativa sondas nasogastricas u orogastricas, lo que implica no solo el cambio de via
de administracion, sino de la forma farmacéutica original (3, 4).

Una preparacion extemporanea es aquella que resulta de la manipulacién de una forma
farmacéutica, generalmente solida en forma de tableta, para facilitar o individualizar la
dosificacién y uso adecuado del medicamento. Generalmente se acude a la trituracion de
comprimidos y posterior dispersion en vehiculos de uso hospitalario como: agua para
inyeccioén, solucién de dextrosa, solucién salina y convertirla en una suspensién para su

administracion (5, 6)

Para la implementacién de las preparaciones extemporaneas se cuenta con soportes
legales, como en el caso de Espafa en donde existe la Ley 29/2006, de 26 de julio y los
decretos reales. Decreto 294/1995, de 24 de febrero; Decreto 175/2003, de 23 de
febrero, que indican la forma de como se debe manejar este tipo de preparaciones,
quiénes la deben preparar y en qué tipo de areas se deben realizar, ademas de proponer

una clasificacion: (7).

. NIVEL 1: Sélo dispensacién de preparaciones extemporaneas
. NIVEL 2: Elaboracién de preparaciones extemporaneas tépicas
. NIVEL 3: Elaboracién de preparaciones extemporaneas orales

. NIVEL 4: Elaboracién de preparaciones extemporaneas estériles
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Cabe afirmar que a diferencia del medicamento utilizado para elaborar las preparaciones
extemporaneas, los cuales cuentan con estudios de estabilidad que garantizan la
conservacion de sus propiedades fisicas, quimicas y biolégicas por periodos largos, de
aproximadamente dos afios, garantizando la eficacia y seguridad del principio activo;
dicha estabilidad no se puede extrapolar, cuando la forma farmacéutica sélida es
sometida a trituraciéon mecanica, y se suspenden en liquidos de uso hospitalario para dar
lugar a las preparaciones extemporaneas; sino que es necesario realizar nuevamente los
estudios de estabilidad fisica y quimica correspondientes, bajo las condiciones de

preparacion, uso y almacenamiento de las mismas.

Actualmente en Colombia, se ha incrementado el uso de las preparaciones
extemporaneas y lamentablemente en los centros hospitalarios se efectta muy
empiricamente y no existen los estudios de estabilidad correspondientes, lo que conlleva
a una mala practica terapéutica y un potencial riesgo. Ademas de desconocer, si la forma
farmacéutica solida se puede transformar, como las de liberacién modificada y dentro de
ellas el sistema OROS (8).

2.2. Estabilidad

De manera amplia, el concepto de estabilidad de un medicamento hace referencia a
aguella cualidad de una forma farmacéutica contenida en un determinado material de
empaque, por medio de la cual mantiene entre limites especificados y durante el tiempo
de almacenamiento y de uso, el conjunto de caracteristicas fisicas, quimicas,
fisicoquimicas, microbiolégicas, biofarmacéuticas, terapéuticas y toxicologicas que le
fueron suministradas por el disefiador responsable del desarrollo de productos, como

consecuencia de un proceso de disefio racional de medicamentos.

Esto implica que en el término estabilidad, se encuentren implicitos los conceptos de
permanencia de las propiedades de cada componente durante el periodo de observacion
y tiempo, o periodo que separa dos 0 mas observaciones. También dentro del concepto
de estabilidad se establecen los criterios de aceptabilidad, en donde cambian segun el
tipo de estabilidad estudiada como la quimica, la fisica, la microbiolégica, la terapéutica y

la toxicolégica (9).

Por lo tanto, todo analisis de estabilidad trae consigo el estudio tanto de la posibilidad de

cambio como el de la velocidad con la cual el proceso ocurre. El primero de ellos,



necesita de los principios termodinamicos, quimicos y tecnolégicos para evaluar las
condiciones bajo las cuales puede ocurrir un proceso de transformacién y el segundo,
alude al tiempo para relacionar con él, la intensidad del cambio producido. En
consecuencia, comprende el estudio tanto teérico como experimental del comportamiento
quimico de todo componente presente en un medicamento; el disefio, desarrollo y
validacion de la metodologia analitica mas adecuada para determinar selectivamente de
manera cualitativa y cuantitativa, los componentes originales y sus productos de
degradacion; los fundamentos del disefio experimental para ejecutar de forma confiable
y reproducible los ensayos de estabilidad y por ultimo, los argumentos conceptuales para
la interpretacion de los resultados provenientes de los ensayos de estabilidad en funciéon

del tiempo, que corresponden a la cinética del proceso de inestabilidad.

Desde un punto de vista sistematico y fisicoquimico, la inestabilidad se interpreta en
funcion de los cambios inducidos en el medicamento, ya sea por modificaciones en su
microambiente o por el efecto de agentes externos al producto y su estudio debe incluir
tanto las eventuales transformaciones quimicas que puede sufrir el farmaco y/o los
restantes componentes de la composicién, como cualquier cambio en la naturaleza,
grado y estado de dispersion, que originalmente poseian el farmaco y los auxiliares de
formulacion presentes en el vehiculo. Por esta razén, asegurar la estabilidad de un
medicamento, constituye un compromiso tecnolégico encaminado a mantener
guimicamente inalterado el activo y distribuido en mezcla uniforme dentro de un soporte.
Dentro de los estudios de estabilidad se realizan una serie de pruebas disefiadas para
obtener informacién sobre la estabilidad de un medicamento con el objetivo de definir su
vida util y periodo de utilizacion sobre condiciones especificadas de empaque y
almacenamiento. En ocasiones se realizan estudios para incrementar la velocidad de
degradacién quimica y los cambios fisicos de un farmaco al usar condiciones exageradas
de almacenamiento, como parte del programa formal de las pruebas de estabilidad. Los
resultados de los estudios de estabilidad acelerada no siempre predicen cambios fisicos.
En otras situaciones de realizan los estudios en un tiempo real de las caracteristicas
guimicas, fisicas, bioldgicas, biofarmacéuticas y microbiolégicas de un medicamento, que
obedece a los periodos y condiciones de almacenamiento recomendadas cuando esté en

el mercado (10).
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2.2.1. Inestabilidad quimica

Los farmacos en preparaciones extemporaneas liquidas pueden ser susceptibles a
reacciones quimicas que conducen a la degradacion. Las reacciones mas comunes son
la hidrélisis, la oxidacién y la epimerizacion. Por lo general, la velocidad o el tipo de
reaccion es influenciada por el pH y otros factores que pueden aumentar la velocidad de
reaccion, como la presencia de trazas de metales que catalizan la oxidacion y la
exposicion a la luz que contribuye a la degradacién oxidativa. La tasa de degradacion
quimica por lo general aumenta con la temperatura, un factor que es la base para los
ensayos de estabilidad acelerada de formulaciones farmacéuticas. Las preparaciones
como los comprimidos contienen excipientes como aglutinantes y desintegrantes, los
cuales pueden reducir la estabilidad del principio activo al cambiar el pH en un medio
liquido, a un valor en el que se produce la degradacién mas rapidamente (11).

El farmaco en una preparacion extemporanea puede estar parcial o totalmente en
solucién o en estado soélido en suspension. Si se encuentra en la solucién es mas
susceptible a la degradacién quimica que en el estado sélido en que se encuentra en una
suspensién, pero no se puede asumir en todos los casos, que una preparacion

extemporanea en forma de suspension es mas estable que aquella en forma de solucion.

2.1.2. Inestabilidad microbiol6gica

El crecimiento microbiano en una preparacion extemporanea puede causar mal olor y
turbidez, afectando adversamente la apariencia y estabilidad. Ademas, un alto nimero de
microorganismos pone en riesgo a los pacientes especialmente a los inmunosuprimidos.
Los subproductos del metabolismo microbiano pueden causar un cambio en el pH de la
preparacion y reducir la estabilidad quimica y solubilidad del farmaco. La contaminacion
microbiana durante la preparacién debe ser minimizada mediante el uso de equipo
limpio, agua estéril y evitar la contaminacion de materias primas y envases. Cuando se
utiliza un conservante para la preparacion extemporanea como el benzoato de sodio o el
acido benzoico es necesario considerar el pH final de la preparacién, que debe ser
inferior a 5 de manera que la forma no ionizada activa predomine, pero que a su vez no
afecte la estabilidad (12).

Los sistemas de conservacion requieren de una evaluacion rigurosa, que rara vez se
realiza en las preparaciones extemporaneas, ya que existen factores que pueden reducir

la eficacia del preservativo como el uso de materiales contaminados, la degradacién



guimica, la unién del conservante con otros agentes de la suspension, almacenamiento

incorrecto o uso poco higiénico del producto final.

2.2.3. Inestabilidad fisica

Las preparaciones extemporaneas pueden ser susceptibles a la sedimentacion de los
farmacos insolubles y de los auxiliares de formulacion, causando endurecimiento de las
particulas sedimentadas y dificultad para la redispersién, conduciendo a dosificaciones
erraticas. Es importante tener en cuenta el cambio de color y olor como manifestacién de
inestabilidad fisicoquimica, asi como el cambio del pH y el posible impacto en la
estabilidad quimica.

2.3. Estabilidad del sildenafil citrato

2.3.1. Estructura quimica del sildenafil citrato:

CH3
/
CH5CH> HNT X N
I /I V
N
CH>CH>CHs3
O2 OzH
S\’*(/\| HOOC OH
N O.H
ScHs

Sildenafil citrate

Figura No.1 Estructura quimica del sildenafil citrato

Citrato de 1-[4-etoxi-3-(6,7-dihidro-1-metil-7-oxo-3-propil-1H-pirazol[4,3-d]pirimidin-5-il)
fenilsulfonil]-4-metilpiperazina

Propiedades generales : Es un polvo fino de color blanco, sin olor y libre de material
extrafio, con punto de fusion de 187 — 189° C y de ebullicién de 672.4° C a 760 mm Hg,

es soluble en agua y etanol.

Estabilidad : es resistente a la luz y se puede conservar a temperatura ambiente

controlada (13).

Incompatibilidad
Presenta inestabilidad frente a oxidantes fuertes.
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2.3.2. Sildenafil N-6xido

N
\N/ RN

1-[4-ethoxy-3-(6,7-dihydro-1-methyl-7-0x0-3-pro-
pyl-1H-pyrazolo[4.3-d|pyrimidin-5-yl)phenyl-sulfo-
/N nyl]-4-methylpiperazine, sildenafil (EP 0 463 756)

0]

Figura No.2 Estructura quimica de la impureza reportada del principio activo sildenafil
citrato.

A pesar de que el sildenafil N- 6xido es reportado como una impureza segun la literatura,

también es considerado como principio activo, que se administra en forma inactiva o

poco activa; posteriormente es metabolizado en el organismo hasta un metabolito activo.

Es indicado tanto para la disfuncion eréctil como para la hipertensién pulmonar crénica

(14).

sildenafil N-oxide

(I

N N—CH O (ISI)—\‘ N—H
N/ o/ N/

sildenafil N-desmethylsildenafil
{1y {active metabolite)

Figura No.3 Reaccién de la impureza estudiada cuando es administrada por via oral.



En la figura No.3 se describe la reaccion que sufre el sildenafil N- 6xido, identificado en la
Farmacopea USP 32; como impureza del principio activo sildenafil citrato. El sildenafil-N-
Oxido al ser metabolizado por el higado sufre dos rutas degradativas, una genera el
sildenafil citrato y la otra por medio del citocromo P450 3 A 4 es convertido en el N-
desmetil sildenafil que es un metabolito igualmente activo. Por tal razén se podria decir

que seria un profarmaco (15).

2.4. Hipertension arterial

Se define la hipertensién arterial pulmonar (HP) como un grupo de enfermedades
caracterizadas por el aumento progresivo de la resistencia vascular pulmonar (RVP) que
conduce al fallo del ventriculo derecho (VD) y la muerte prematura. La elevacion de la
presion media en la arteria pulmonar por encima de 25 mm Hg en reposo 6 30 mm Hg
durante el ejercicio constituye suficiente criterio para definir su presencia (16).

2.4.1. Antecedentes

La hipertension pulmonar persistente en los recién nacidos (HPPRN) se asocia con alta
mortalidad. Actualmente, el fundamento de la terapéutica de la HPPRN es la asistencia
respiratoria y la administracién del éxido nitrico inhalado (NO). Fue descrito en 1998, por
Robert Furchgott, como factor relajante del endotelio. Es un gas radical libre, diotdnico,
incoloro, con comportamiento hidrofébico, que difunde a través de la membrana celular,
el NO se une a un receptor guanilciclasa, que cataliza la conversion de guanosin 5’
trifosfato (GTP) a gunosin 3'-5' monofosfato ciclico (CGMP). Activa la proteinasa que
fosforila diversas proteinas involucradas en la regulacién del calcio intracelular; produce
una relajacién de este Ultimo y finalmente relajacién del musculo liso con vasodilatacion.
Sin embargo, el éxido nitrico ademas de ser de un costo elevado el 30% de los pacientes
no responde al tratamiento con Oxido Nitrico inhalado. Como alternativa en forma muy
comin se viene empleando el sildenafil citrato por presentar una serie de ventajas

debidos a su mecanismo de accion (17).
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2.4.2. Efecto farmacoldgico

El farmaco relaja la pared arterial, permitiendo la disminucion de la resistencia y presion
arteriales. De esta manera, reduce la carga de trabajo del ventriculo derecho del corazén
y disminuye la probabilidad de fallo cardiaco asociado a este ventriculo. Dado que la
enzima PDE5 se encuentra principalmente en el endotelio del muasculo liso de los
pulmones y el pene, el farmaco actla selectivamente en estas dos areas sin inducir
vasodilatacion en otras areas del cuerpo.

El sildenafil es metabolizado por las enzimas hepaticas y excretado tanto por el higado y
por los rifiones. La administracion del sildenafil con una dieta alta en contenido de grasas
su absorcién se reduce en mas de una hora y su concentracion maxima en el plasma
sanguineo se reduce en dos terceras partes, disminuyendo considerablemente sus

efectos.

El sildenafil ha sido usado para el tratamiento del edema pulmonar de altitud asociado al
mal de altura de los alpinistas, pero adn no ha sido estudiado ampliamente su efecto y su
mecanismo para el tratamiento de esta patologia.

La dosis para el tratamiento de la hipertensién arterial pulmonar es de 0.3 - 1 mg/Kg (15).

2.4.3. Interacciones

Los pacientes tratados con inhibidores de proteasas, como los contagiados de VIH
pueden presentar riesgos ya que los inhibidores de proteasas inhiben el metabolismo del
sildenafil, permaneciendo sus niveles altos en sangre durante mas tiempo,
incrementandose la incidencia de efectos secundarios severos. Se recomienda en estos

casos una dosis de 25 mg cada 48 horas.

El uso de sildenafil y bloqueadores alfa pueden disminuir la presién arterial, salvo si son

administrados con una diferencia de 4 horas (16).

Al igual que los inhibidores de citocromo P450 3 A 4, como: eritromicina, ketoconazol,

itraconazol, incrementan los niveles de sildenafil en plasma.

2.4.4. Efectos adversos



Los efectos adversos mas comunmente reportados durante el uso clinico incluyen dificil
digestion (dispepsia), sangrado por la nariz, dolor de cabeza, sofocos, insomnio,
enrojecimiento anormal de la piel (eritema), dificultad para respirar, dolor muscular,
fiebre, irritacién gastrointestinal, hormigueo/picazén (parestesias), transitoria cambios en
la percepcion de la luz y la visién del color, los efectos sobre la audicién, y los efectos

sobre la vision (2).

2.4.5. Mecanismo de Accién

En el tejido pulmonar se detectan altas concentraciones de isoenzimas de la
fosfodiesterasa tipo 5 de nucleétidos ciclicos (PDE-5). Esta enzima degrada el
monofosfato ciclico de guanosina (GMPc), un mensajero intracelular que media la
actividad del NO. El sildenafil inhibe a la PDE-5, por lo que reduce la hidrélisis de GMPc,
cuyas concentraciones se acumulan en el musculo liso de la vasculatura pulmonar. Con
la activacion de la GMPc quinasa se abren canales de potasio, lo que produce
vasodilatacion pulmonar. Datos provenientes de estudios en seres humanos indican que
la combinacion de NO y sildenafil actia en forma sinérgica, con mayor aumento de los

niveles de GMPc arterial en comparacion con cualquiera de los farmacos por separado.

El uso de sildenafil en dosis promedio de 0.3 - 1 mg/Kg ha demostrado que produce una
mejoria en el perfil hemodinamico con aumento significativo de la capacidad funcional
(24).

2.4.6. Aspectos farmacocinéticos

Es rapidamente absorbido, luego de su administracién peroral, alcanza su concentracién
maxima en plasma a los 60 minutos; con una biodisponibilidad absoluta media de 41%
(rango 25 — 63%). Es metabolizado en el higado principalmente por el citocromo P450 3
A 4y se convierte en su metabolito activo, N-desmetil sildenafil. Tiene una vida media de
4 horas.

Su metabolismo se lleva a cabo a nivel hepatico a través del CP450 en sus dos
isoformas C3A4 principalmente y en menor medida C2C9. El metabolito N-desmetil
sildenafil tiene un perfil de actividad similar al compuesto original, y con una potencia in

vivo aproximadamente del 50%, las concentraciones plasmaticas alcanzadas por el
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metabolito, son aproximadamente el 40% de las observadas con sildenafil, por lo que

cuenta con el 20% del efecto farmacoldgico del compuesto base (10).

2.4.7. Estado del arte del sildenafil citrato

Diversos estudios demuestran la eficacia del tratamiento del sildenafil citrato para
contrarrestar la hipertension pulmonar crénica.

Un estudio realizado en la ciudad de Buenos Aires, Argentina, en el afio 2006 en el
Hospital San Juan de Dios usando el sildenafil citrato, en dosis promedio de 103.75 mg,
durante 24 horas, demostré una mejoria en el perfil hemodindmico, con un aumento
significativo de la capacidad funcional, en 40 pacientes, entre las cuales habia 33
mujeres (16).

Una serie de estudios realizados en 53 centros hospitalarios de Estados Unidos, México,
Sur América, Europa. Asia, Australia, Sur Africa e Israel, entre los meses de octubre y
noviembre entre los afios 2002 a 2003. Se realiz6 el seguimiento a 278 pacientes que
presentaban hipertensién pulmonar crénica, y que fueron medicados con dosis de 20, 40
6 80 mg de sildenafil citrato y placebo administrados por via peroral, tres veces al dia por
12 semanas. Se realizaron caminatas por 6 minutos, encontrandose que los pacientes
tratados con sildenafil, caminaron 51 metros, mientras los tratados con placebo 45
metros; lo que concluye el estudio, que el sildenafil, mejora la capacidad de ejercicio, la

clase funcional y la hemodinamica de los pacientes (13).

En la ciudad de Montevideo Uruguay en un centro hospitalario de nivel terciario se realizé
el seguimiento a 6 pacientes con hipertensién arterial pulmonar (HAP), entre los afios
2005 y 2007. Se demostro el efecto benéfico en pacientes con HAP vy la tolerancia al
ejercicio valorada con caminata de 6 minutos, mostrandose una mejoria significativa,

mediante tratamiento por 39 semanas (18).

Como la hipertension pulmonar persistente (HPPRN) en los recién nacidos se asocia con
alta mortalidad, actualmente el tratamiento de la HPPRN es la asistencia respiratoria y la
administracién del éxido nitrico inhalado (NOi), sin embargo, aproximadamente el 30% de
los pacientes no responden a dicho tratamiento, ademas de ser costoso y no apropiado

para pacientes de escasos recursos. Es por ello que las altas concentraciones de



fosfodiesterasas en la vasculatura pulmonar ha promovido el uso del sildenafil como
alternativa para inhibir la fosfodiesterasa (19).

En la ciudad de Caracas, se realiz6 un estudio comparativo de tres preparaciones
denominadas magistrales en forma de solucién, para administracion peroral en
concentracion de 1mg/ml, para el tratamiento de la hipertensién pulmonar (HP). El
estudio de estabilidad se realiz6 exponiendo las muestras a tres condiciones de
temperatura: 25+-2 °C, 5+3 °C y 40 °C = 2 °C. Los parametros evaluados fueron
apariencia, limpidez, densidad, pH y contenido de sildenafil. El método analitico
empleado fue cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) de fase reversa. La
apariencia, los valores de pH y densidad de las soluciones obtenidas se mostraron sin
cambios significativos, en las diferentes muestras y condiciones de estudio. En cuanto a
los resultados del contenido inicial de sildenafil se obtuvo aproximadamente el 75% en
peso. La preparacion se realizd a partir de comprimidos procedentes de diferentes casas
comerciales. Encontrandose diferencias significativas en los valores de la concentracion
del sildenafil en la preparacién magistral, por lo que se sugiri6 que se realizara una
suspension partiendo de las tabletas del mercado para garantizar el contenido del
principio activo (20).

Otro estudio que se realiz6 en Canada de una preparacién extemporanea a partir de
tabletas de sildenafil citrato del mercado local, utilizando dos vehiculos, de marca
registrada: ora-sweet:ora-plus (1:1) y Jarabe simple al 1%; a una concentracion final de
principio activo de 2,5 mg/mL; mostr6 como resultado una estabilidad de 91 dias y

cuatro dias a una temperatura de 25T (21).

2.5. Cromatografia liquida de alta eficiencia HPLC

La cromatografia es un método utilizado en la separacion de componentes de una
muestra, los cuales se distribuyen en dos fases, una de las cuales es estacionaria,
mientras la otra se mueve. La fase estacionaria puede ser un sélido, un liquido retenido
en un sélido o en un gel; la fase movil puede ser un liquido o un gas. En la presente
investigacion, se trabajé la cromatografia HPLC, High Performance Liquid
Cromathography; es decir la fase estacionaria sera un sélido y la fase mavil un liquido.
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2.6. Validacion de métodos

Es el proceso por el cual queda establecido, por estudios de laboratorio, que la
capacidad del método satisface los requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas.
Si un método analitico, que finalmente es el medidor de las caracteristicas criticas de
calidad del producto, no es confiable, se corre el grave riesgo de afectar al usuario final

del medicamento.

En términos generales la validacién se compone de:
a) especificar e implementar.

b) aprobar.

¢) documentar.

Es la obtencién de pruebas con arreglo a las Normas de Correcta Fabricacion de que
cualquier procedimiento, proceso, equipo, material, actividad o sistema produce en
realidad el resultado previsto (22).

Analiticamente la validacion se debe definir como: establecimiento de la evidencia
documental de que un procedimiento analitico conducira, con un alto grado de seguridad,
a la obtencion de resultados precisos y exactos, dentro de las especificaciones y los

atributos de calidad previamente establecidos (23).
La farmacopea americana USP 32 define la validacion de la siguiente forma:

(1 La validacion de un método analitico se define como el proceso mediante el cual se
establece por estudios de laboratorio que la eficiencia del método satisface los

requisitos para posteriores aplicaciones analiticas.
Por otra parte la FDA define validacion como

[0 La validacion de un método analitico establece evidencia documentada, que
suministra con alto grado de seguridad, que un proceso especifico producird de
manera consistente un producto, que cumpla las especificaciones y atributos de
calidad predeterminados.



2.6.1. Datos requeridos para la validacion

Categoria I: Procedimientos analiticos para la cuantificacion de principios

activos y excipientes.
Categoria Il Procedimientos analiticos para la determinacién de impurezas.

Categoria llI: Procedimientos analiticos para la determinacion de las

caracteristicas de funcionalidad de un producto.

Categoria IV: Pruebas de identificacion.

Linealidad de Sistema
Especificidad
Precision
VALIDACION Exactitud

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

o oo oo o d

Robustez

2.6.1.1. Linealidad del sistema

La linealidad de un método analitico se refiere a la proporcionalidad entre la
concentracion de analito y su respuesta. Ademas, conjuntamente se determina el rango
lineal, es decir, el intervalo comprendido entre la concentraciébn minima y maxima de
principio activo para el cual el método ha sido aprobado y dentro del cual se puede

efectuar el dosaje por interpolacién en una curva estandar.

Segun la guia ICH Q2A y Q2B, la linealidad se debe estudiar en todos los métodos de
tipo cuantitativo, teniendo en cuenta los siguientes rangos de trabajo, como minimos,

dependiendo de la categoria estudiada:

Las guias ICH 2QA y 2QB recomiendan estudiar al menos 5 niveles de concentracion y
analizarlas por triplicado, con un total de 15 determinaciones. Las muestras se deben
analizar en sentido creciente de concentraciébn para minimizar posibles efectos de

memoria en el equipo.
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La linealidad puede ser demostrada directamente en la materia prima o producto
farmacéutico (por diluciones de wuna solucién stock estandar) o por pesadas

independientes del activo o la muestra.

Las muestras a analizar pueden prepararse a partir de estandares de analito de
concentracion conocida (linealidad del sistema) , o bien a partir de un lote de
concentracion conocida de la especialidad terminada o a partir en un placebo cargado
con estandar (linealidad del método) . De estas Ultimas formas el estudio de linealidad
puede servir también para evaluar la recuperacion y con ella la exactitud de método
(24,25).

2.6.1.2. Selectividad

Capacidad de un método analitico para obtener una respuesta debida Unicamente al

analito de interés y no a otros componentes de la muestra.

La metodologia del ensayo varia segun el tipo de método, de la siguiente manera:

Pruebas de Identificacion: garantizan la identidad del analito. En analisis cualitativo debe
demostrarse la capacidad de distinguir compuestos de estructura estrechamente
relacionada cuya presencia resulta probable. Esta capacidad deberia confirmarse
mediante la obtencion de resultados positivos a partir de muestras que contengan el
analito, junto con resultados negativos de muestras que no contengan dicho analito, y
mediante la confirmacién que no se obtiene una respuesta positiva de materiales con

estructura similar o estrechamente relacionada a la del analito.

Se analizan segun la metodologia a validar, un placebo del producto, un estandar de
referencia y un placebo mas analito. Si es posible se analizan placebos del producto
cargados con sustancias relacionadas, precursores y/o homélogos y una mezcla de
placebo, analito y dichos productos. Es importante demostrar con evidencia que los
resultados analiticos obtenidos no resultan afectados por la presencia de estos
materiales extrafios (26, 27,28).

Nota: estas soluciones (sometidas a condiciones forzadas) deben ser neutralizadas
previas al analisis, para evitar, en el caso de métodos como el HPLC, dafios en la
columna u otras partes del instrumento. Todos estos estudios no se deben llevar a cabo

para analitos o componentes del placebo que segun la bibliografia tengan propiedades



reactivas que puedan dar lugar a condiciones inseguras al someter las muestras a las
condiciones antes mencionadas.

2.6.1.3. Precision

La precision de un procedimiento analitico es el grado de concordancia entre los
resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente
a multiples muestreos de una muestra homogénea. La precision de un procedimiento
analitico habitualmente se expresa como la desviacion estandar o la desviacién estandar
relativa (coeficiente de variacidn) de una serie de mediciones. La precision puede ser
una medida del grado de reproducibilidad o de repetibilidad del procedimiento analitico

en condiciones normales de operacion (29).

Metodologia

Los documentos ICH recomiendan que se evalué la repetibilidad utilizando un minimo de
nueve determinaciones que cubran el intervalo especificado para el procedimiento (es
decir, tres concentraciones y tres determinaciones repetidas de cada concentracién) o un

minimo de seis determinaciones al 100% de la concentracion de prueba.

Esta se determina mediante el andlisis de un ndmero suficiente de alicuotas de una
muestra homogénea, estos son realizados con muestras independientes y deben ser
llevados a cabo mediante el procedimiento analitico completo, desde la preparacién de
las muestras hasta el resultado final de las pruebas, estos andlisis permiten calcular
estimaciones validas de la desviacidn estandar, o de la desviacion estandar relativa

(YoRSD), por la siguiente ecuacion:

Desviacion estandar es igual a
S

S

La desviacién estandar relativa es igual a %RSD o %CV -
X

*100

Precisidon Nivel (repetibilidad instrumental)

En este ensayo se evalla el desempefio del instrumento y la repetibilidad en la inyeccion

0 en la medida con una muestra del producto.
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Se prepara una muestra del producto y se realizan 10 determinaciones de la misma
muestra (si es por HPLC, 10 inyecciones del mismo vial) y al final se calcula el RSD de

los 10 datos, los analisis los realizan un mismo analista, bajo las mismas condiciones.

Precision Nivel (repetibilidad del método)

Se propone dos alternativas para realizar este estudio:
Un minimo de 6 muestras a la concentracién nominal.

Un minimo de tres muestras a tres niveles de concentracion cubriendo el intervalo

especificado (un total de 9 muestras)

Precision Intermedia

Este test considera la variacion que se pueda producir entre dias y entre analistas. Se
deben considerar aquellas circunstancias en las que se pretende desarrollar el método
de ensayo. Se debe evaluar los efectos usados al variar una serie de factores (30).

La metodologia consiste en analizar por triplicado una muestra homogénea del producto
gue tenga un nivel cercano o igual al 100% (en el caso de potencia/ contenido/valoracion)
0 una muestra homogénea cuyo contenido esté incluido en el intervalo lineal de
concentracion de linealidad del método (para el caso de impurezas), en dos o tres dias

diferentes y por dos o tres analistas diferentes (31).

2.6.1.4. Exactitud

Determinar la cantidad recuperada del analito y calcular el porcentaje de recuperacion de
cada placebo o muestra adicionada (Cociente de la cantidad recuperada respecto de la
cantidad adicionada expresada en porcentaje) (32).



3. Capitulo 3

3. METODOLOGIA

3.1. Localizacion del estudio

La validacién de la metodologia analitica, las corridas cromatograficas del estudio de
estabilidad y el almacenamiento de las muestras de estabilidad a 5 y 25 + 2 °C, se
llevaron a cabo en los laboratorios de Investigacién y Desarrollo y de Control de Calidad,
ubicados en la compafiia Procaps S.A.S.

3.2.  Estandarizacion de la metodologia analitica

Se siguid la metodologia analitica interna del laboratorio de control de calidad de
Laboratorios Procaps, implementada para la cuantificacion del principio Sildenafil Citrato.

3.3 Validacién de la metodologia analitica

Se valido la metodologia analitica para la cuantificacion de principio activo sildenafil
citrato, modificando la proporcion de fase movil, pasando de (70:30) a (67:30);

obteniendo resultados satisfactorios durante los procesos de validacion y estabilidad.

3.3.1 Procedimiento

3.3.1.1. Condiciones cromatograficas:

Columna: C8 (150x4.6)mm 5 um

Detector: 290 nm

Flujo: 1.0 mL/min

Volumen de inyeccién: 10 yL

Fase movil: Buffer fosfato 0.05 M pH = 2.5: ACN (67:33)

Mezcla filtrada y desgasificada.
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3.3.1.2. Preparacioén de las Soluciones:
3.3.1.2.1 Buffer fosfato 0.05 M pH = 2.5: se pesaron 7.2g de fosfato monobasico de

potasio, se adicionaron 800 mL de agua, se ajusto el pH a 2.5 con acido fosférico al 85%

y se afor6 a 1000 mL con agua destilada.

3.3.1.2.2

HCI 0.1 N: en 100 mL de agua se adicionaron 8.33 mL de HCI concentrado

(12 N), se mezclo y se aforé a 1000 mL con agua destilada.

3.3.1.2.3 Solucién estandar de sildenafil citrato: se pesaron 28.1 mg de estandar de

3.3.1.24

sildenafil citrato equivalente a 20 mg de sildenafil; se vertieron en un balén
aforado de 50 mL, se adicionaron 20 mL de solucién de HCI 0.1 N, se mezclo
mecanicamente, hasta completa disolucién, se afor6 a 50 mL con solucién de
HCI 0.1 N; se tom6 una alicuota de 10 mL y se afor6 con solucion de HCI 0.1

N. a un volumen de 50 mL

Solucién muestras de sildenafil citrato: se tomaron 5 tabletas se llevaron a
un balén aforado de 250 mL; se adicionaron 50 mL de solucion de HCI 0.1 N,
se sonico por 5 minutos, y se aforé a 250 mL con solucion de HCI 0.1 N, se
tomd una alicuota de 4 mL se llevd a un balén aforado de 50 mL, se aforé con
HCI 0.1 N.

3.4.1. Metodologia del ensayo

Los parametros del método analitico que configuran el proceso de validacién y que le

confieren las caracteristicas que lo califican son:

* linealidad del sistema

» especificidad o selectividad

e  exactitud del método

*  precision del método

U reproducibilidad

[ precision intermedia
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* estabilidad de la muestra analitica

3.4.1.1. Linealidad del sistema

Se determin6 analizando el estandar de sildenafil citrato, en el rango de concentraciones
de 0,04; 0,06; 0,08; 0,10y 0,12 mg/mL

3.4.1.2. Linealidad del método

Se determiné analizando tabletas de 50 mg de sildenafil citrato, dispersas en solucién de
dextrosa al 10%: Glicerina (9:1) en el rango de concentraciones: 0,04; 0,06; 0,08; 0,10 y
0,12 mg/mL

3.4.1.3. Especificidad o Selectividad

Se prepard una solucion con los componentes de la formulacién de las tabletas de
sildenafil, excluyendo el principio activo de la misma. Se llevd el placebo a una
concentracion similar a la de las muestras durante el andlisis de cuantificacion del analito

de interés.

Tabla No. 1 Formulacion del producto sildenafil 50 mg tableta recubierta

Materia prima Cantidad mg/tableta
Sildenafil citrato 0
Celulosa microcristalina pH101 141,88
Estearato de magnesio 2,00
Fosfato dibasico de calcio anhidro 137,88
Croscarmellosa sodica tipo a 8,00
Polivinil pirrolidona K-30 17,00
Alcohol etilico USP 80,00*
Dosificacion: 307,00
Cubierta
Opadry 28,00
Azul laca no. 1 2,00

* Se evapora completamente.
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3.4.1.4. Repetibilidad

Se determiné para el sistema realizando nueve (9) determinaciones de la solucion

estandar a concentracion de 0,08 mg/mL.

3.4.1.5. Precision Intermedia

Se evalu6 entre dias y analistas, valorando tres réplicas por dia. La muestra se preparo,

adicionando 5 tabletas en un balén aforado de 250 mL, se agregaron 100 mL de medios

de dispersion: dextrosa 10% y dextrosa 10%: glicerina (9:1); se agitd mecanicamente

hasta completa suspensién del producto y se aforé a 250 mL con los medios; se toma

alicuota de 4 mL y se llevo a un volumen de 50 mL y se afor6 con solucién de HCI 0.1 N.

3.4.1.6. Estabilidad de la muestra:

Se partié de una solucién stock, se tomaron alicuotas de 4 mL y se llevaron a 50 mL,

utilizando las siguientes condiciones:

Tabla No. 2 Condiciones para estabilidad de la muestra.

Condicion Tratamiento Neutralizar Aforar

Calor Calentar a 60° C x 60 minutos. n.a. Con soluciéon HCI 0.1 N
Luz Solar Exponer la solucién por 8 horas n.a. Con solucion HCI 0.1 N
Acida HCI 1 N 5 mL, calentar por 60 min. 5 mL de NaOH 1 N | Con solucién HCI 0.1 N
Bésica NaOH 1 N 5 mL, calentar por 60 min. 5mLdeHCI1N | Con solucion HCI 0.1 N
Oxidativa H,0, 30% 5 mL, calentar por 60 min. n.a. Con solucién HCI 0.1 N

3.4.2. Materiales

» Estandar sildenafil citrato pureza 99,6% (p/p)

> Tabletas de sildenafil citrato de tres lotes del mercado nacional.

Concentraciones de los lotes trabajados:

Lote 1: 50.38 mg/tableta equivalente a 100,76%
Lote 2: 50.75 mg/tableta equivalente a 101,5%
Lote 3: 50.51 mg/tableta equivalente a 101,02%

R.S.D.=0,38%
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YV VV YV VY VYV VY VY @V VYV Y VY Y VY YV VY VY VY VY YV V V V

Acetonitrilo calidad HPLC; lote: DD886; marca: Honeywell.
Fosfato monobasico de potasio

Acido fosférico al 85%

Dextrosa al 10% estéril; Baxter.

Agua para inyeccion: Baxter.

Glicerina USP

Frascos de vidrio ambar y transparente

Columna cromatografica marca Agilent C8 (150 x 4.6) mm, 5um.

Material de vidrio
Picnémetro de vidrio
Filtros para muestras y solventes de 0,45 y 0,22 um.
Mortero de porcelana con pistilo.
Cajas Petri esterilizadas
Pipetas esterilizadas
Erlenmeyers esterilizados
Agares
Equipos
Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucion Merck Hitachi.
Balanza analitica Mettler Toledo.
pH metro Seven easy Mettler Toledo.
Ultrasonido.
Termohigrémetro VWR.
Nevera Sanyo Medicol
Cuartos de estabilidad
Incubadoras
Bafio de Maria

Cuenta colonias

3.5. Estabilidad de las preparaciones extemporaneas

Se realizaron dos preparaciones:

3.5.1.

Preparaciéon No.1

Se pesaron 10 Tabletas, se trituraron, (con variacion de peso previa, equivalente a 307

mg/tableta), se procedié a pesar el equivalente a 1535 mg de sildenafil, se llevé a un



28 Estudio de estabilidad fisico y quimica de una preparacion
extemporanea a partir de tabletas de Sildenafil Citrato

volumen de 250 mL, utilizando como medio de dispersion Dextrosa 10%. Se tomo

alicuota de 4 mL y se llevé a volumen de 50 mL y se aforé con solucion de HCI 0.1 N.

3.5.2. Preparacion No.2

Se pesaron 10 Tabletas, se trituraron, (con variacion de peso previa, equivalente a 307
mg/tableta), se procedioé a pesar el equivalente a 1535 mg en 250 mL, utilizando como
vehiculo la solucién de dextrosa 10% y glicerina, en proporcion de (9:1). Se tomo alicuota

de 4 mL y se llevé a un volumen de 50 mL y se aforé con solucién de HCI 0.1 N.

10 Tabletas 2

Pesar el Adicionar 25 mL de

equivalentea 5 medio de dispersion

g Tabletas sonicar por 10 min.

\ | — —
v =

Aforar con medio de 4 Tomar alicuota de 4 mL -
dispersion aforar con HCI 0.1N F

< \®/

Pasar a vial e inyectar por
HPLC

—

Figura No. 3 Esquema método elaboracion de preparaciones extemporaneas.
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3.6. Condiciones cromatograficas:

Columna: C8 (150x4.6)mm 5 um

Detector: 290 nm

Flujo: 1.0 mL/min

Volumen de inyeccién: 10 pL

Fase Movil: Buffer fosfato 0.05 M pH = 2.5: ACN (67:33)

Mezcla filtrada y desgasificada.

3.7. Condiciones del estudio de estabilidad:

Envase transparente/temperatura5 +2°C

Envase transparente/temperatura 25+ 2 °C

Envase &mbar/temperatura 5+ 2 °C

Envase &mbar/temperatura 25+ 2°C

Se realizaron las pruebas a 3 lotes y se inyect6 por duplicado.

Se efectud el andlisis de resultados mediante el estadistico F de Fisher.

3.8. Condiciones del estudio microbioldgico:

3.8.1. Recuento de aerobios mesofilos

Se realizo la preparacién de la dilucion 1:10, con el siguiente procedimiento y teniendo en
cuenta de no utilizar menos de 1 g de la muestra a ser examinada.

A. Se pesaron asépticamente 10 gramos de la muestra y se adicionaron a un frasco

con 90 ml de Caldo Casoy.

B. Se transfirié 1 mL de la dilucién anterior a un tubo con 9 ml de diluyente Caldo
Casoy. Se repiti6 el paso anterior hasta alcanzar las diluciones requeridas (10 - 10°
4-107).
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C. Se transfirié a cajas de Petri 1mL de cada dilucion realizada. Posteriormente se vertié

15 mL de Agar Tripticasa de Soya fundido y mantenido a 45<C.

Se prepar6 un control como prueba de esterilidad, con 15 mL de Agar Tripticasa de Soya
fundido y mantenido a 45C. Se mezclaron las cajas por rotacion, en sentido contrario a

las manecillas del reloj y se dej6 solidificar el agar.

D. Seincub6 por 3 dias entre 30 y 35<C. Utilizando el contador de colonias, se realizé el

recuento de las cajas y calculo estandar en placa.

3.8.2. Recuento de mohos y levaduras

Se procedié igualmente como en el caso anterior, excepto por el uso de Agar Sabouraud
a cambio de Agar Tripticasa soya. Se incubaron las cajas de Petri por 3 dias a 20 - 25<T.
Se realiz6 el calculo estandar en placa.

3.8.3 Staphylococcus aureus

Se colocd en un frasco una dilucion 1: 10 para aerobios mesdéfilos, se mezclé y se
incub6 durante 24 horas a 30 - 35C. Pasado el p eriodo de incubacién, se mezclé por
agitacion. Con un asa bacterioldgica, se inoculé por estrias, una caja con Agar Manitol-
Salado. Se incub6 durante 72 horas a 30 - 35T.

Finalizado el tiempo de incubacién, se examinaron las cajas de petri en busca de
colonias tipicas de S. aureus: amarillas o blancas rodeadas por una zona amarilla. Si
pasado éste tiempo no aparecen colonias se reporta como ausencia de S. aureus.

3.8.4 Salmolella

Se colocd en un frasco una dilucion 1: 10 para aerobios mesofilos y se incubé por 24
horas a 30 — 35°C. Pasado el tiempo de incubacion, se mezclé por agitacién y utilizando
una pipeta estéril, se transfirié6 0.1 mL del Caldo Casoy a un tubo que contenga 10 ml de
Caldo de enriguecimiento Rappaport - Vassiliadis y se incub6 a 30 — 35°C durante 24

horas.
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Transcurrido el tiempo de incubacion y utilizando un asa bacteriolégica, se inocul6é por
estrias placas de Agar XLD (Xilosa-Lisina —Desoxicolato). Se incubé a 30 — 35°C

durante 48 Horas.

Se examinaron las cajas en busca de crecimiento. La presencia de colonias bien
desarrolladas de color rojo con o sin centro negro indica la posible presencia de
Salmonella.

3.8.5 Escherichia coli

Se colocd en un frasco una dilucién 1: 10 para aerobios meséfilos y se incubd por 24
horas a 30 — 35°C. Cumplido el tiempo de incubacion y utilizando una pipeta estéril se
transfirio 1 mL del Caldo casoy a 100 mL de Caldo MacConkey y nuevamente se incubé
a de 42 — 44°C 48 horas. Posteriormente se subcultivé en una placa de Agar MacConkey
utiizando un asa bacteriolégica y se incubé a 30 - 35°C, durante 72 horas.

Posteriormente se realizd la observacion de crecimiento o no crecimiento de E. coli

3.8.6 Pseudomonas

Se colocd en un frasco una dilucion 1: 10 para aerobios mesdfilos y se incub6 por 18 -
24 horas a 30 — 35°C. Transcurrido el periodo de incubacién, se inoculé a través de una
asa la superficie de una placa de Agar Cetrimide y nuevamente se incubd a 30 — 35°C
durante 18 — 72 horas. Posteriormente se realizé la observaciéon de crecimiento o0 no

crecimiento

La muestra cumple con las especificaciones dadas por la norma de la USP 35
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4. Resultados y andlisis

A continuacion se presentan los resultados y la discusion de los diferentes parametros
de validacién del método analitico para la cuantificacion del sildenafil citrato en la
preparacion extemporanea. Igualmente los datos y discusién del estudio de estabilidad
fisica, quimica y microbiolégica de la preparacién extemporanea, expuesta a las

condiciones de estudio

4.1. Resultados validacion de la metodologia anal itica

Idoneidad del sistema

Valores correspondientes al tiempo de retencién para cada una de las inyecciones del
estandar de sildenafil citrato para una concentracion de 0,0796 mg/mL

Tabla No.3 Valores de Idoneidad del sistema

Inyeccion Tlempp Area K PI’aFos Asimetria
retencion Tedricos
1 2,96 388837 1,19 5916 1,19
2 2,96 389044 1,19 6032 1,22
3 2,96 392998 1,19 6002 1,22
4 2,97 395553 1,2 6139 1,21
5 2,96 394699 1,19 6038 1,23
Promedio 2,96 392226 1,19 6025 1,19
SD 0,0045 3138.116 0,0045 80,036 0,015
CVv 0,15% 0,8% 0,38% 1,33% 1,25%

Para cada una de las 5 inyecciones del estandar de sildenafil citrato a una concentracion
de 0,0796 mg/mL, se obtuvieron los cromatogramas respectivos, observando que el
tiempo de retencion del analito se encuentra en 2,96 minutos para cada una de las
inyecciones. El andlisis cromatografico para comprobar la idoneidad del sistema que se
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realizé para el analito, nos indica que el resultado obtenido de coeficiente de variaciéon
para los parametros de tiempo de retencién, area, factor de capacidad, platos tedricos y
asimetria; cumplen con lo establecido por la farmacopea USP35. Por tal razén el sistema
cromatografico es confiable y se puede utilizar para la validacién de la metodologia y el
analisis del producto sometido al estudio de estabilidad. De igual manera cumple para los
parametros planteados: asimetria de los picos entre 0,8 a 2,0; platos tedricos no menor a
600 y la relacion sefial ruido no menor a 1,0.

Validacion de la metodologia
4.1.1. Selectividad

La selectividad se evaluo6 respecto a los excipientes y frente a los productos generados
por la degradacion forzada del activo, asi mismo se estudio el efecto de los excipientes
de la formulacion. En cuanto a la selectividad relacionada con los productos de
degradacion, ésta se determind realizando la degradacién forzada del sildenafil en medio
acido, alcalino, acuoso y oxidativo. Para los ensayos de hidrélisis acida, alcalina y
acuosa se sometieron las muestras a calentamiento en cada caso a una temperatura de
60T por 1 hora, utilizando como medios de degradacion las soluciones de NaOH 1 Ny
HCIl 1 N. Para observar el efecto de la luz solar, la muestra acuosa se expuso por 8
horas. El ensayo de oxidacién se determiné utilizando una solucién de peréxido de

hidrogeno al 30% por un tiempo de 1 hora y posterior analisis.

DESCRIPCION DE LA MUESTRA:W1842mg-250--4--50ml HC1 .1 -

Chrom Type-: Best Chromatogram
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0.0000

Intensity (AU)
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Retention Time (min)

Figura No.4 Cromatograma correspondiente a los excipientes de la formulacién de las
tabletas.
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La metodologia analitica es selectiva, como se deduce del analisis del placebo

adicionado de los excipientes. El andlisis no gener6 sefial alguna en la zona de interés,

es decir no hay interferencia de los excipientes con el principio activo. Como se puede

demostrar en el cromatograma del Anexo No.6.

4.1.2. Linealidad del sistema

Tabla No. 4 Resultados linealidad del sistema

Conc. Tedrica__| Conc. mg/ml Areas Correlacion r Factor de respuesta Ccv
0.0401304 204085 5.09E+06
50% 0.0402722 203570 5.05E+06
0.0402722 197331 4.90E+06
0.0601955 307982 5.12E+06
75% 0.0604082 305110 5.05E+06
0.0604082 307749 5.09E+06
0.0802607 411052 5.12E+06
100% 0.0805443 407719] 0.99980984 | 0.9996 5.06E+06 1.53%
0.0805443 415545 5.16E+06
0.1003259 516541 5.15E+06
125% 0.1006804 519713 5.16E+06
0.1006804 525506 5.22E+06
0.1203911 623403 5.18E+06
150% 0.1208165 622655 5.15E+06
0.1208165 627248 5.19E+06
Criterio de aceptacion:
r=0,99; r* = 0,98 %CV < 2,0%
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600000
500000
400000
300000
200000
100000

AREAS

LINEALIDAD DEL SISTEMA

Y = 5266308.72X — 10659.480
R? =0,9996

0 0,02 0,04 0,06 0,08

0,1

Concentracion mg/mL

0,12 0,14

Figura No. 5 Gréfica de linealidad del sistema

Por medio de la grafica de concentracién de principio activo sildenafil citrato versus

areas, en la cual se identifica una linea recta que pasa por el origen; ademas el
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coeficiente de determinacién es superior a 0,98, lo cual demuestra que el sistema es

lineal.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de
variaciones cuadrados libertad  los cuadrados F Probabilidad  Valor critico para F
Entre grupos 1,6835E+11 1,2025E+10 0,12459308  0,99982435 2,42436436
Dentro de los
grupos 1,4477E+12 9,6513E+10
Total 1,6161E+12

El estudio no presenta diferencia significativa estadisticamente, puesto que el valor para

F=0,3 es menor al valor critico para F=2,42.

4.1.3. Linealidad del método

Tabla No. 5 Resultados linealidad del método

Conc,e_ntracic')n Co,n_centracic')n Respuesta R 2 Factor CV (%)
Tedrica (%) Tedrica (mg/ml) (area) Respuesta

0.04000 215847 5.39618E+06
50% 0.04000 216389 5.40973E+06
0.04000 217685 5.44213E+06
0.06000 322646 5.37743E+06
75% 0.06000 324897 5.41495E+06
0.06000 324514 5.40857E+06
0.08000 432779 5.40974E+06

100% 0.08000 431554 0,99993 |0,99985| 5.39443E+06 | 0,70%
0.08000 429483 5.36854E+06
0.10000 533265 5.33265E+06
125% 0.10000 533010 5.33010E+06
0.10000 531910 5.31910E+06
0.12000 642133 5.35111E+06
150% 0.12000 642857 5.35714E+06
0.12000 640719 5.33933E+06

Criterio de aceptacion:
r=0,99; r*20,98 %CV < 2,0%

En la tabla No.5 se tabulan los valores de las &reas a las diversas concentraciones de
principio activo presentes en las tabletas de 50 mg de sildenafil citrato; en los cuales se

demuestra linealidad del método; ya que se evidencia la proporcionalidad de los datos,

LINEALIDAD DEL METODO
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con respecto a la concentracion de principio activo a 100% tedrico, frente a las
concentraciones propuestas, 50, 75, 125 y 150%. Ademéas se determindé que el
coeficiente de determinacidon es superior a 0.98% y coeficiente de varianza entre las

areas arrojadas en la linealidad del método, inferior al 2.0%.

LINEALIDAD DEL METODO

Y =5236173.333X — 9218.667
R2=0,9999

700000
600000
500000
400000
300000 -
200000 -
100000 -

0

AREAS

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14

Concentracién mg/mL

Figura No. 6 Gréfica de linealidad del método

Con la Figura No.6 se comprueba que la metodologia analitica es lineal, ya que la
grafica es una linea recta y pasa por el origen; ademas el coeficiente de determinacién es

mayor a 0.98, y la gréfica arroja un resultado equivalente a 0,9999.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 1,6832E+11 14 1,2023E+10 0,11630306 0,99988163 2,42436436

Dentro de los
grupos 1,5506E+12 15 1,0338E+11
Total 1,719E+12 29

No presenta diferencia significativa estadisticamente, puesto que el valor para F=0,12 es

menor al valor critico para F=2,42.

4.1.4. Precision Instrumental

Tabla No.6 Resultados de Precision Instrumental
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Repetibilidad Instrumental (  Area)

Inyeccion Sildenafil Citrato

580506

577498

576597

581740

581288

581096

583781

580159

OO NO|0AWIN|F

579988

Media 580294.7778

DPR 0,37%

La validacién cumple para el pardmetro de precisién instrumental, donde las nueve

inyecciones de estandar cumplieron el rango de desviacion estandar relativa, el cual

debe ser menor al 2% y el test arroj6é un resultado de 0,37%

4.1.5. Precisiéon intermedia

Tabla No.7 Resultados precision intermedia

Concentracion Analista Dial Dia 2
98,290 100,233
1 99,259 100,507
98,798 101,697
Promedio 98,783 100,812
100% 100,690 101,732
2 99,550 101,346
100,403 101,075
Promedio 100,214 101,384

Criterio de aceptaciéon: CV <2,0 % Cv=112%

El parametro de coeficiente de varianza se encuentra dentro de los parametros, ya que el

limite es no mayor a 2,0% y el analisis arrojo 1,1, lo que indica que cumple con el ensayo

de precision Intermedia.

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 4,59806962 5 0,91961392 0,59658415 0,7063295 4,387374187
Dentro de los
grupos 9,24879338 6 1,54146556
Total 13,846863 11
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Se efectla andlisis de varianza de un factor a los porcentajes recuperados en el analisis
de precision intermedia de las muestras; y se determina que cumple el test, ya que el

resultado F=0,60 es inferior al valor critico para F= 4,4.

4.1.6. Exactitud del método

Tabla No.8 Resultados de exactitud del método

Concentracion Porcentaje Promedio Promedio total
recuperado
101,163
50% 100,744 101,164
101,586
100,233
100% 100,507 100,812 100,846
101,697
101,049
150% 99,785 100,561
100,851
Criterios de aceptacion: El promedio total de los porcentajes recuperados debe estar entre
el rango de 98,0 y 102,0 % lo que demuestra que el método es exacto en todo el rango de
las concentraciones.

Para determinar si el factor concentracién tiene alguna influencia en los resultados se utiliza
un test de igualdad de varianzas de varios grupos muestrales del mismo tamafio como puede
Ser el test de Cochran.

S max G = 048 G = 0871

T T exp tablas
P 812 +822 +832

“Al ser G exp < G tablas significa que las varianzas de las tres concentraciones utilizadas son

equivalentes, es decir, que el factor concentracion no influye en la variabilidad de los resultados”.

4.1.7 Estabilidad de la muestra

Tabla No.9 Resultados de estabilidad de la muestra.

Condicién % Area sildenafil % Area de comp’uesto Resolucién
de degradacion
Calor 100 N.P. N.P.
Luz Solar 100 N.P. N.P.
Acida HCI 1 N 100 N.P. N.P.
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Bésica NaOH 1 N 100 N.P. N.P.
Oxidativa 99 1 6.6
N.P.= No presenta

El principio activo sildenafil citrato solo se degradd bajo la condicién oxidativa, en la cual
se expuso la muestra a 5 mL de una solucion de peréxido de hidrégeno H,O, 30% por 60
minutos a una temperatura de 70 T; por ende es estable a la luz solar, calor,
degradacién acida y basica.

Se constata asi la selectividad de la metodologia analitica; ya que el producto de
degradacién no interfiere con la sefial del principio activo; confirmado con el resultado de
resolucion con respecto al pico, el cual arrojo un valor equivalente a 6.6; donde se espera
un minimo de 2. (Ver anexo No.3)

Se incluye grafico de la pureza del pico de sildenafil citrato, para corroborar que no tiene

solapamiento a este, compuestos relacionados o productos de degradacion.

At .SILDENAFIL C - Yial 21 Inj 1 OXIDATIVA H2 - Purity Spectra : E [}

G|t o N[ M| 0N [ l|l|l|l|l| BE Ea| =0m e

RT(min) Pur1ty
3.37 0.9968

|25

Absorbance (AU)

® RT3.37(S)

280 300 320
Wavelength (nm)

Se observa que el pico del sildenafil citrato, el cual corresponde al tiempo de 3,37,
presenta una pureza de pico equivalente a un 99.68%, lo que indica que no tiene

solapamiento, es decir no tiene interferencia de otra sefial y confirma la selectividad de la
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metodologia analitica implementada para la valoracion del principio activo sildenafil
citrato.

4.2. Resultado y discusién de los resultados del es tudio de estabilidad de la
preparacion extemporanea

Se analiz6 para cada tiempo y condicion de estudio, la influencia sobre la estabilidad
fisica en funcién de la variacion del pH, color y olor de la preparacién extemporanea. Asi
mismo la influencia sobre la estabilidad quimica, evaluando la cantidad remanente para
cada uno de los lotes. Los datos se sometieron al estudio estadistico correspondiente,
con el fin de detectar si existen o no diferencias estadisticamente significativas entre los
lotes o se pueden combinar para estimar la degradacion de la preparacién

extemporanea.

Tabla No.10 Datos de estabilidad fisica para la preparaciéon extemporanea con el vehiculo
dextrosa 10%, envasada en frasco transparente y almacenadoa 5y25C+2 <

Tiempo de muestreo | Condicién ambiental | Lote pH Color | Olor | Densidad

1 5,02 Azul | N.P. | 1,030

Inicio - 2 4,97 | Azul N.P. | 1,030

3 4,98 | Azul N.P. | 1,030

1 5,22 | Azul N.P. | 1,030
5°C 2 5,18 | Azul N.P. | 1,030
3 5,08 | Azul N.P. | 1,030
24 horas
1 5,25 Azul N.P. | 1,030
25°C 2 5,14 Azul N.P. | 1,030
3 5,15 Azul N.P. | 1,030
1 5,26 | Azul N.P. | 1,030
5°C 2 5,29 | Azul N.P. | 1,030
3 5,25 | Azul N.P. | 1,030
48 horas

1 529 | Azul N.P. | 1,030

25°C 2 5,24 | Azul N.P. | 1,030

3 5,28 | Azul N.P. | 1,030
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1 5,23 Azul N.P. | 1,030
5°C 2 514 | Azul N.P. | 1,030
3 522 | Azul N.P. | 1,030
72 horas
1 526 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 518 | Azul N.P. | 1,030
3 524 | Azul N.P. | 1,030
1 5,26 Azul N.P. | 1,030
5°C 2 5,26 | Azul N.P. | 1,030
3 5,26 | Azul N.P. | 1,030
120 horas
1 527 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 521 | Azul N.P. | 1,030
3 528 | Azul N.P. | 1,030
1 5,37 Azul N.P. | 1,030
5°C 2 531 Azul N.P. | 1,030
3 5,35 Azul N.P. | 1,030
240 Horas
1 535 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 536 | Azul N.P. | 1,030
3 531 | Azul N.P. | 1,030
1 541 Azul N.P. | 1,030
5°C 2 5,42 Azul N.P. | 1,030
3 542 | Azul N.P. | 1,030
360 Hora
1 541 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 542 | Azul N.P. | 1,030
3 5,44 Azul N.P. | 1,030

N. P.= No presenta

Se observa que los valores de pH presentan un ligero aumento de 0,4 unidades con
respecto al valor inicial en funcién del tiempo de exposicion, independientemente del tipo
de envase y de la temperatura, pero no afecta la estabilidad de la preparacion
extemporanea ya que se enmarca dentro de valor del pH de estabilidad del sildenafil
reportado por la literatura. Igualmente no se presentaron cambios en el color, olor y

densidad en comparacion con la muestra inicial, garantizado su estabilidad fisica.
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Tabla No.11 Datos de estabilidad fisica para la preparacion extemporanea con el

vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco ambar y almacenadaa 5y25T+2 T

Tiempo de muestreo | Condicién ambiental | Lote pH Color | Olor | Densidad
1 4,96 Azul | N.P. | 1,030
Inicio - 2 4,97 | Azul N.P. | 1,030
3 4,99 | Azul N.P. | 1,030
1 5,18 Azul N.P. | 1,030
5°C 2 5,08 | Azul N.P. | 1,030
3 5,12 Azul N.P. | 1,030
24 horas
1 5,16 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 511 Azul N.P. | 1,030
3 5,08 | Azul N.P. | 1,030
1 5,26 Azul N.P. | 1,030
5°C 2 5,26 | Azul N.P. | 1,030
3 5,25 | Azul N.P. | 1,030
48 horas
1 5,27 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 5,23 | Azul N.P. | 1,030
3 517 Azul N.P. | 1,030
1 5,22 Azul N.P. | 1,030
5°C 2 5,22 | Azul N.P. | 1,030
3 5,27 | Azul N.P. | 1,030
72 horas
1 5,24 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 519 | Azul N.P. | 1,030
3 5,22 | Azul N.P. | 1,030
1 5,31 Azul N.P. | 1,030
5°C 2 5,18 | Azul N.P. | 1,030
3 5,29 | Azul N.P. | 1,030
120 horas
1 5,29 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 5,24 | Azul N.P. | 1,030
3 5,24 Azul N.P. | 1,030
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1 5,33 | Azul N.P. | 1,030

5°C 2 531 | Azul N.P. | 1,030

3 5,33 | Azul N.P. | 1,030

240 Horas
1 531 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 533 | Azul N.P. | 1,030
3 531 | Azul N.P. | 1,030
1 542 | Azul N.P. | 1,030
5°C 2 541 | Azul N.P. | 1,030
3 542 | Azul N.P. | 1,030
360 Hora
1 541 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 544 | Azul N.P. | 1,030
3 5,43 Azul | N.P. | 1,030

N. P.= No presenta

Se observa el mismo comportamiento como en el caso anterior, o que indica que la
preparacion extemporanea no es afectada por el tipo de envase y las demas condiciones

a la cual fue expuesta durante 360 horas.

Tabla No.12 Datos de estabilidad fisica para la preparacion extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco transparente y almacenada a
5y25C+2<T

Tiempo de muestreo | Condicién ambiental | Lote pH Color | Olor | Densidad

1 4,97 Azul | N.P. | 1,030

Inicio - 2 4,98 | Azul N.P. | 1,030

3 501 | Azul N.P. | 1,030

1 518 | Azul N.P. | 1,030

5°C 2 515 | Azul N.P. | 1,030
3 511 | Azul N.P. | 1,030
24 horas
1 515 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 5,09 | Azul N.P. | 1,030

3 5,08 | Azul N.P. | 1,030
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524 | Azul N.P. | 1,030
5°C 5,21 Azul N.P. | 1,030
532 | Azul N.P. | 1,030
48 horas
5,21 Azul N.P. | 1,030
25°C 525 | Azul N.P. | 1,030
5,27 Azul N.P. | 1,030
522 | Azul N.P. | 1,030
5°C 5,27 Azul N.P. | 1,030
524 | Azul N.P. | 1,030
72 horas
5,24 Azul N.P. | 1,030
25°C 5,24 Azul N.P. | 1,030
5,22 Azul N.P. | 1,030
521 | Azul N.P. | 1,030
5°C 523 | Azul N.P. | 1,030
528 | Azul N.P. | 1,030
120 horas
5,19 Azul N.P. | 1,030
25°C 5,27 Azul N.P. | 1,030
5,31 Azul N.P. | 1,030
531 | Azul N.P. | 1,030
5°C 531 | Azul N.P. | 1,030
533 | Azul N.P. | 1,030
240 Horas
5,28 Azul N.P. | 1,030
25°C 5,34 Azul N.P. | 1,030
5,35 Azul N.P. | 1,030
540 | Azul N.P. | 1,030
5°C 544 | Azul N.P. | 1,030
545 | Azul N.P. | 1,030
360 Hora
5,42 Azul N.P. | 1,030
25°C 541 Azul N.P. | 1,030
5,41 Azul | N.P. | 1,030
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N.P. = No presenta

Tabla No.13 Datos de estabilidad fisica para la preparacion extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%: glicerina (9:1); envasada en frasco ambar y almacenadaa 5y
25C+2<C.

Tiempo de muestreo | Condicién ambiental | Lote pH Color | Olor | Densidad
1 4,99 Azul | N.P. | 1,030
Inicio - 2 4,99 | Azul N.P. | 1,030
3 5,02 | Azul N.P. | 1,030
1 5,26 Azul N.P. | 1,030
5°C 2 5,11 Azul N.P. | 1,030
3 515 | Azul N.P. | 1,030
24 horas
1 521 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 5,07 | Azul N.P. | 1,030
3 5,06 | Azul N.P. | 1,030
1 5,28 | Azul N.P. | 1,030
5°C 2 523 | Azul N.P. | 1,030
3 523 | Azul N.P. | 1,030
48 horas
1 5,32 Azul N.P. | 1,030
25°C 2 5,28 | Azul N.P. | 1,030
3 5,24 Azul N.P. | 1,030
1 5,25 Azul N.P. | 1,030
5°C 2 5,24 Azul N.P. | 1,030
3 5,28 | Azul N.P. | 1,030
72 horas
1 528 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 526 | Azul N.P. | 1,030
3 528 | Azul N.P. | 1,030
1 5,28 Azul N.P. | 1,030
120 horas 5°C 2 523 | Azul N.P. | 1,030
3 524 | Azul N.P. | 1,030
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1 5,33 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 5,28 | Azul N.P. | 1,030
3 5,23 | Azul N.P. | 1,030

1 539 | Azul N.P. | 1,030

5°C 2 532 | Azul N.P. | 1,030

3 532 | Azul N.P. | 1,030

240 Horas
1 537 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 531 | Azul N.P. | 1,030
3 531 | Azul N.P. | 1,030
1 543 | Azul N.P. | 1,030
5°C 2 545 | Azul N.P. | 1,030
3 5,44 | Azul N.P. | 1,030
360 Hora
1 544 | Azul N.P. | 1,030
25°C 2 543 | Azul N.P. | 1,030
3 5,42 Azul | N.P. | 1,030

N.P. = No presenta

Al cambiar de vehiculo de la preparacion extemporanea, se observa el mismo
comportamiento con respecto al vehiculo de la solucion de dextrosa al 10 %, lo que
indica que la preparacién extemporanea no es afectada por el tipo de envase, vehiculo
y las deméas condiciones a la cual fue expuesta durante 360 horas.

Tabla No.14 Datos de estabilidad quimica para la preparaciéon extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco transparente y almacenada a 5 C + 2 C,
lote 1

Vehiculo | Lote Cont.jlcmn Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 99,549
1 1 Inicio 100,587
2 101,625
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1 100,429
24 100,297
2 100,166
1 99,5412
48 100,392
2 101,243
1 100,961
72 101,207
2 101,454
5C Luz
1 101,205
100,155
120 2 99,106
1 99,505
99,146
240 2 98,788
1 99,202
99,191
360 2 99,181

Tabla No.15 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco transparente y almacenadaa 5 T 2 T,
lote 2

Vehiculo | Lote Con(_jlmon Tiempo de muestreo Muestra | Concentraciéon remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,610
Inicio 99,854
2 101,099
1 98,818
24 98,980
2 99,141
1 99,508
48 99,765
2 100,023
1 2
1 100,879
5C Luz 72 100,142
2 99,405
1 102,252
101,347
120 2 100,443
1 100,01
99,460
240 2 98,911
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1 100,437

360 99,398

2 98,359

Tabla No.16 Datos de estabilidad quimica para la preparaciéon extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco transparente y almacenadaa 5 T +2 T,
lote 3

Vehiculo | Lote Con@cmn Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 99,165
Inicio 99,985
2 100,805
1 99,997
24 99,647
2 99,297
1 99,184
48 99,225
2 99,266
1 100,608
1 3 72 100,336
2 100,064
5°C Luz
1 99,717
99,786
120 2 99,856
1 100,387
100,562
240 2 100,738
1 98,236
98,257
360 2 98,279

Tabla No.17 Datos de estabilidad quimica para la preparaciéon extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco transparente y almacenada a 25 C +2 T,
lote 1

Vehiculo | Lote Conc.imon Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 99,549
1 1 Inicio 100,587
2 101,625
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1 99,831
24 99,949
2 100,068
1 99,851
48 99,984
2 100,117
1 101,814
72 101,606
2 101,399
25°C Luz
1 101,678
100,879
120 2 100,08
1 99,667
99,327
240 2 98,987
1 99,880
99,914
360 2 99,949

Tabla No.18 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el

vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco transparente y almacenadaa 25 C +2 <,

lote 2
Vehiculo | Lote Con@mon Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,610
Inicio 99,854
2 101,099
1 98,2842
24 99,568
2 100,852
1 98,986
48 99,783
2 100,58
1 2
1 100,601
25°C Luz 72 100,294
2 99,987
1 99,384
99,720
120 2 100,057
1 99,292
99,359
240 2 99,425
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1 99,098

360 99,098

2 99,098

Tabla No.19 Datos de estabilidad quimica para la preparaciéon extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco transparente y almacenada a 25 C £ 2 <,
lote 3

Vehiculo | Lote Con@cmn Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 99,165
Inicio 99,985
2 100,805
1 100,403
24 100,382
2 100,361
1 99,461
48 99,653
2 99,845
1 100,808
1 3 72 100,869
2 100,931
25°C Luz
1 99,782
100,002
120 2 100,222
1 98,132
99,260
240 2 100,388
1 98,431
99,194
360 2 99,957

Tabla No.20 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el

vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco ambar y almacenadaa 5T +2 C ,lote 1

Vehiculo | Lote Con@cmn Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 99,549
Inicio 100,587
2 101,625
1 1
1 100,816
5°C No Luz 24 100,581
2 100,346
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1 100,119
48 101,015
2 101,911
1 100,961
72 101,207
2 101,454
1 99,635
99,613
120 2 99,591
1 99,257
98,671
240 2 98,084
1 100,202
100,581
360 2 100,961

Tabla No.21 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco ambar y almacenadaa 5T +2 C, lote 2

Vehiculo | Lote Cont_jlmon Tiempo de muestreo Muestra | Concentraciéon remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,610
Inicio 99,854
2 101,099
1 101,280
24 100,404
2 99,529
1 99,516
48 100,384
2 101,251
1 101,911
1 2 72 102,030
2 102,149
5°C No Luz
1 100,244
100,346
120 2 100,449
1 100,65
101,007
240 2 101,364
1 100,259
100,389
360 2 100,519
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Tabla No.22 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco ambar y almacenadaa 5T 2 C, lote 3

Condicion

Tiempo de muestreo

Vehiculo | Lote . Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 99,165
Inicio 99,985
2 100,805
1 100,326
24 99,334
2 98,343
1 100,161
48 100,776
2 101,392
1 101,945
1 3 72 100,500
2 99,055
5°C No Luz
1 99,856
100,652
120 2 101,449
1 99,086
98,797
240 2 98,509
1 99,586
100,329
360 2 101,073

Tabla No.23 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el

vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco ambar y almacenadaa 25T +2 <C, lote 1l

Vehiculo | Lote Congwon Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 99,549
Inicio 100,587
2 101,625
1 100,845
1 1 24 101,267
2 101,69
25°C No Luz
1 101,102
48 101,610
2 102,118
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1 99,686
72 100,484

2 101,282
1 101,241

120 2 101,139 e
1 99,335

240 2 99,172 e
1 99,817

360 2 99,587 oz

Tabla No.24 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el

vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco ambar y almacenadaa 25 C+2 C, lote 2

Vehiculo | Lote Con(_j|C|on Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,610
Inicio 99,854
2 101,099
1 99,583
24 99,630
2 99,6767
1 100,928
48 100,070
2 99,2122
1 101,452
1 2 72 101,248
2 101,044
25°C No Luz
1 100,468
99,769
120 2 99,070
1 100,621
100,541
240 2 100,462
1 99,508
98,921
360 2 98,334

Tabla No.25 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%, envasada en frasco ambar y almacenadaa 25 C+2 C, lote 3
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Vehiculo | Lote Congwon Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)

1 99,165

Inicio 99,985
2 100,805
1 100,069

24 99,951
2 99,834
1 99,743

48 99,701
2 99,659
1 100,893

1 3 72 101,120
2 101,347

25°C No Luz

1 100,117

99,980
120 2 99,844
1 98,484

98,606
240 2 98,727
1 100,799

99,951
360 2 99,103

Tabla No.26 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%:Glicerina (9:1); envasada en frasco transparente y almacenada a

5T +2<T, lotel
Vehiculo | Lote Cont.jlcmn Tiempo de muestreo Muestra | Concentraciéon remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,339
Inicio 99,325
2 100,312
1 101,853
24 101,474
2 101,095
2 1
1 101,314
5°C Luz 48 100,068
2 98,823
1 99,602
72 100,056
2 100,511
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1 99,970

120 2 102,033 1oLt
1 98,874

240 2 99,382 e
1 101,384

360 - 5555 100,325

Tabla No.27 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el

vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco transparente y almacenada a

ET+2<T, lote?2

Vehiculo | Lote Con@mon Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,276
Inicio 99,239
2 100,203
1 99,101
24 99,262
2 99,422
1 100,631
48 100,168
2 99,705
1 100,035
2 2 72 101,211
2 102,388
5°C Luz
1 98,622
99,298
120 2 99,974
1 99,276
100,362
240 2 101,448
1 98,775
99,549
360 2 100,324

Tabla No.28 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el

vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco transparente y almacenada a

ET+2<T, lote3
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Vehiculo | Lote Congwon Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 99,627
Inicio 100,521
2 101,416
1 99,587
24 99,563
2 99,540
1 101,2
48 100,232
2 99,264
1 100,434
2 3 72 100,239
2 100,044
5°C Luz
1 101,741
100,713
120 2 99,685
1 99,089
99,389
240 2 99,688
1 99,108
98,717
360 2 98,326

Tabla No.29 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco transparente y almacenada a
25C+2C ,lote 1

Vehiculo | Lote Cont.jlcmn Tiempo de muestreo Muestra | Concentraciéon remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,339
Inicio 99,325
2 100,312
1 99,143
24 100,500
2 101,858
2 1 1 101,477
48 100,900
25°C Luz 2 100,324
1 100,796
72 101,393
2 101,99
1 99,591 100,610

120
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2 101,63
1 99,991

240 2 98,910 29450
1 100,506

360 - 55550 100,043

Tabla No.30 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el

vehiculo dextrosa 10%.:glicerina (9:1); envasada en frasco transparente y almacenada a

25T +2<C, lote?2
Vehiculo | Lote ConQ|C|on Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,276
Inicio 99,239
2 100,203
1 100,135
24 100,523
2 100,911
1 99,750
48 100,692
2 101,634
1 99,209
2 2 72 99,730
2 100,251
25°C Luz
1 99,234
99,034
120 2 98,834
1 98,098
98,869
240 2 99,641
1 99,682
99,382
360 2 99,082

Tabla No.31 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco transparente y almacenada a

25T+2<C,

lote 3

Vehiculo

Lote

Condicién

Tiempo de muestreo

Muestra

Concentracion remanente (%)

Promedio
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ambiental (Horas)
1 99,627
Inicio 100,521
2 101,416
1 100,001
24 99,971
2 99,942
1 100,141
48 99,859
2 99,578
1 101,447
2 3 72 101,260
2 101,073
25°C Luz
1 100,428
99,903
120 2 99,379
1 99,498
100,166
240 2 100,835
1 98,796
99,776
360 2 100,757

Tabla No.32 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco ambar y almacenadaa 5T +
2T, lote 1

Vehiculo | Lote Congwon Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,339
Inicio 99,325
2 100,312
1 101,853
24 101,474
2 101,095
1 100,48
48 100,106
2 1 2 99,733
5°C No Luz 1 100,429
72 100,297
2 100,166
1 100,339
100,916
120 2 101,493
240 1 100,169 99,914
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2 99,659
1 99,402
99,649
360 2 99,896

Tabla No.33 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco ambar y almacenadaa 5T +
2T, lote 2

Vehiculo | Lote Con(_j|C|on Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,276
Inicio 99,239

2 100,203
1 100,084

24 100,611
2 101,139
1 101,522

48 101,769
2 102,016
1 100,198

2 2 72 100,367
2 100,537

5°C No Luz

1 100,189

100,155
120 2 100,122
1 99,043

99,260

240 2 99,478
1 100,064

100,264
360 2 100,464

Tabla No.34 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco ambar y almacenadaa 5T +
2T, lote 3

Vehiculo | Lote ConQ|C|on Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 99,627
2 3 Inicio 100,521
2 101,416
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1 100,541

24 100,474
2 100,408
1 99,521

48 99,777
2 100,033
1 101,094

72 101,001
2 100,909

5°C No Luz

1 99,527

99,803
120 2 100,080
1 98,446

98,876
240 2 99,306
1 98,317

98,492
360 2 98,667

Tabla No.35 Datos de estabilidad quimica para la preparaciéon extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco ambar y almacenadaa 25 C
+2<C, lotel

Vehiculo | Lote Congwon Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,339
Inicio 99,325
2 100,312
1 101,700
24 100,466
2 99,233
1 99,380
48 100,258
2 1 2 101,137
25°C No Luz 1 101,56
72 101,588
2 101,617
1 101,336
100,747
120 2 100,159
1 98,540 98,841
240
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2 99,142
1 99,864
100,118
360 2 100,373

Tabla No.36 Datos de estabilidad quimica para la preparacién extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco ambar y almacenadaa 25 C

+2 C, lote 2
Vehiculo | Lote ConQ|C|on Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 98,276
Inicio 99,239
2 100,203
1 99,6882
24 100,026
2 100,365
1 98,896
48 100,298
2 101,700
1 101,184
2 2 72 100,8265
2 100,469
25°C No Luz
1 99,783
99,591
120 2 99,399
1 99,117
98,827
240 2 98,537
1 99,344
98,979
360 2 98,613

Tabla No. 37 Datos de estabilidad quimica para la preparaciéon extemporanea con el
vehiculo dextrosa 10%:glicerina (9:1); envasada en frasco ambar y almacenadaa 25 C

+2 T, lote 3
Vehiculo | Lote ConQ|C|on Tiempo de muestreo Muestra | Concentracion remanente (%) Promedio
ambiental (Horas)
1 99,627
Inicio 100,521
2 3 2 101,416
25°C No Luz 24 1 99,783 99,7374
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2 99,691
1 99,944

48 100,088
2 100,232
1 99,7418

72 100,471
2 101,201
1 99,740

100,099
120 2 100,454
1 98,278

98,579
240 2 98,879
1 98,116

99,011
360 2 99,905

En las tablas 14 a 37, se reportan los resultados del porcentaje recuperado del sildenafil
citrato de las preparaciones extemporaneas, elaboradas con los vehiculos, No.1 solucién
de dextrosa al 10% y No.2 Solucion de dextrosa al 10%:Glicerina (9:1); envasados en
frascos de vidrio transparente y ambar, almacenadas a las temperaturas de 5y 25% 2°C
durante 360 horas. Se puede observar que los porcentajes de la cantidad remanente se
mantuvieron dentro de los limites de variacion permitidos 90 al 110 % de acuerdo a la
farmacopea USP, con una variacion no mayor a 0.2 unidades, indicando que la
preparacion extemporanea, no es afectada por el tipo de vehiculo usado en el estudio,.
No se encontraron variaciones estadisticamente significativas de la concentracion del
sildenafil citrato. Igual comportamiento se presenta respecto al tipo de envase y que la
preparacion extemporanea de sildenafil citrato puede ser usada con seguridad durante
15 dias, siempre y cuando sea almacenada bajo las condiciones recomendadas de
acuerdo al estudio realizado.

4.3. Tratamiento Estadistico:

Se realiz6 el test Anova, complementado como analisis de confirmacion el test de
Tukey's; este estudio se realiz6 mediante él software Prism5, programa este para
desarrollar tratamientos estadisticos.
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Tabla No. 38 Valores de la cantidad remanente del sildenafil citrado de la preparacion
extemporanea con el vehiculo dextrosa al 10 %, envase transparente y temperatura 5 *

2°C
Tiempo Promedio * | Promedio * | Promedio *
Horas % L1 % L2 % L3
0 100,5874 99,8548 99,9850
24 100,2975 98,9801 99,6478
48 100,3921 99,7655 99,2252
72 101,2075| 100,1423| 100,3360
120 100,1559] 101,3475 99,7869
240 99,1469 99,0558 100,5625
360 99,1919 99,3982 98,2579

* Porcentajes de recuperacion del principio activo sildenafil citrato

P value

P value summary
Are means signif. different? (P < 0.05)
Number of groups

F

R squared

Bartlett's test for equal variances
Bartlett's statistic (corrected)

P value

P value summary

Do the variances differ signif. (P < 0.05)

ANOVA Table
Treatment (between columns)
Residual (within columns)

Total

Tukey's Multiple Comparison Test
Column A vs Column B
Column A vs Column C
Column B vs Column C

0,5287
ns

No

3
0,6604
0,06836

0,03804
0,9812
ns

No

SS
0,7895
10,76
11,55

Mean Diff.
0,3479
0,4540
0,1061

df MS
2 0,3948
18 0,5978

20
g Significant? P < 0.05?
1,190 No
1,554 No
0,3632 No

En la tabla No0.38, se reportan los valores de la cantidad remanente del sildenafil citrado

de la preparacion extemporanea con el vehiculo dextrosa al 10 %, envase transparente y

temperatura 5 £ 2°C de los tres lotes comerciales utilizados para el estudio.

En el analisis estadistico, anterior se compara el resultado del R calculado (0,07) es

inferior al Valor critico para F (0,66); por ende se demuestra que el test no presenta

diferencia significativa estadisticamente y cumple para el estudio estadistico de analisis
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de varianza Anova. Lo cual permite combinar los tres lotes, para posteriormente graficar,
porcentaje de recuperacion de principio activo sildenafil citrato, frente al tiempo de
exposicion, para asi por medio de la ecuacién de la recta, determinar la velocidad de
reaccion, la cual indica la velocidad con que se degrada el principio activo Sildenafil
Citrato.

A continuacién se tabulan los resultados obtenidos en someter a andlisis de varianza
ANOVA vy test de confirmacion Tukey's; las dos preparaciones extemporaneas a las
diversas condiciones a las que fueron sometidas.

Tabla No. 39 Tabla resultados de ANOVA y test de confirmacién Tukey's

Experimento F (tabulado) | R (Calculado) Analisis Test de Tukey's

Preparacion

Extemporanea No.1 0,6604 0,06836 Cumple N.A.
Luz a 5+2<C

Preparacion

Extemporanea No.1 Cumple N.A.
Luz a 25+2<C 2,127 0,1911

Preparacion
Extemporanea No.1
No Luz a 5+2C

0,9635 0,0967 Cumple N.A.

Preparacion

Extemporanea No.1
No Luz a 25+2C 1,576 0,149 Cumple N.A.

Preparacion

Extemporanea No.2

Luz a 5+2C 0,3775 0,04026 Cumple N.A.
Preparacion

Extemporanea No.2

Luz a 2542C 2,050 0,1855 Cumple N.A.

Preparacion

Extemporanea No.2
No Luz a 5+2C 05015 0,05278 Cumple N.A.

Preparacion
Extemporanea No.2 0,7971 0,08136 Cumple N.A.
No Luz a 25+2<C
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En la tabla No.39 se relaciona el tratamiento estadistico Anova, donde se relacionan los
porcentajes de recuperacion de los tres lotes comerciales a temperatura de 5+2C y
25+2TC, luz y no luz; a las dos preparaciones extem poraneas. En todos los experimentos
se encontré que el R calculado es inferior al F tabulado; por lo que se puede decir que
entre los resultados arrojados por los tres lotes, a las condiciones propuestas en la
metodologia, no se presenta diferencia significativa; lo cual permite que se puedan
combinar los lotes para determinar la velocidad de reaccion de cada uno de los

experimentos.

Tabla No. 40 Tabla tratamiento estadistico Preparacion No.1 Luz, a temperatura 5 = 2°C

Muestra
Tiempo Porcentaje Remanente
(Horas)
0 100,587
1 100,297
2 100,392
3 101,207 L1
5 100,155
10 99,146
15 99,191
0 99,854
1 98,980
2 99,765
3 100,142 L2
5 101,347
10 99,460
15 99,398
0 99,985
1 99,647
2 99,225
3 100,336 L3
5 99,786
10 100,562
15 98,257

* Porcentajes de recuperacion del principio activo sildenafil citrato

Tabla No. 41 Datos de regresion lineal para determinar velocidad de reaccion para el
experimento Preparacion No.1 Luz, a temperatura 5 + 2°C
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Tiempo YR (X-Xprom)”2 Yc Limite Y(.: L!'mite
superior inferior
0 100,2 26,449 101,2763 99,1727
1 100,2 17,1633 101,2047 99,115
2 100,1 9,8776 101,1346 99,0557
3 100,0 4,5918 101,0659 98,995
5 99,9 0,0204 100,9332 98,8691
10 99,6 23,5918 100,6274 98,5281
15 99,3 97,1633 100,3572 98,1516

102

100

98

96

94

% Remanente

92

90

88

Preparacion Extemporanea No.1

oo o L, 000,

A A A4 000 ¢
i—H—HI\.\.

| y =-0,0627x + 100,29

. R2=1

T @ Yc Limite Superior
i M Yc Limite Inferior
1 YR

0 ; 1I0 1I5 ZIO

Tiempo (Dias)

Figura No.7 Grafica concentracion remanente vs tiempo en dias para el experimento

Preparacion No.1 Luz, a temperatura 5 £ 2°C

En la figura No.7 se representa el grafico de concentracidon remanente vs tiempo en dias,

para el experimento Preparacién No.1 Luz, a temperatura 5 + 2°C; lo cual comprueba

que este experimento tiene un comportamiento lineal, puesto que la grafica arrojé una

linea recta y tiene un valor para el coeficiente de determinacion superior a 0,99; el valor

de este es de 0,9982; ademas nos permite clasificar el estudio de estabilidad en el orden

de la reaccion cero; y por medio de la ecuacion de la recta se calculé la velocidad de

reaccion. Por medio de la siguiente ecuacion:

C. = C, — Kt; despejando K (velocidad de reaccién) se tiene la siguiente ecuacion:

K = (C, - CY/t; reemplazando las incégnitas tenemos
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K=(99,1727 — 98,1516)/15
K =0,068

Es equivalente al valor de m que arroja la ecuacién de la recta; por lo cual se puede

decir, que K =-m

Tabla No. 42 Resultados de velocidad de reaccion, para cada uno de los experimentos.

Experimento Velocidad reaccion (K = -m) Intersecto R?

Preparacién

Extemporanea No.1 0,064 100,22 1
Luz a 5£2C

Preparacién

Extemporanea No.1 0,062 100,29 1
Luz a 25+2<C

Preparacion
Extemporanea No.1
No Luz a 5+2C 0,024 100,46 1

Preparacion
Extemporanea No.1 0.071 100,53 1
No Luz a 2542C ! ’

Preparacién

Extemporanea No.2

Luz 8 540C 0,038 100,19 1
Preparacién

Extemporanea No.2

Luz a 25420 0,045 100,29 1

Preparacion

Extemporanea No.2 0.074 100,490 1
No Luz a 5:2C ! ’

Preparacion
Extemporanea No.2 0,077 100,280 1
No Luz a 25£2TC

Se efectlia andlisis de varianza a los resultados arrojados por los ocho estudios

realizados a las diferentes condiciones de estabilidad, plasmados en el item de
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metodologia; para los parametros de pendiente (m) e intersecto. Para el primero se

obtuvo el siguiente resultado:

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,00127428 7 0,00018204 0,00040952 1 3,50046386

Dentro de los
grupos 3,55619598 8 0,4445245
Total 3,55747026 15

En el cual se observa que no hay diferencia significativa entre los intersectos; ya que el F
calculado (0,0004) es inferior al F tabulado (3,5005).

Para los intersectos:

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de las Suma de Grados de  Promedio de los Valor critico
variaciones cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad para F
Entre grupos 0,05919375 7 0,00845625 0,12719752 0,99330947 3,50046386

Dentro de los
grupos 0,53185 8 0,06648125
Total 0,59104375 15

En el cual se observa que no hay diferencia significativa entre los intersectos; ya que el F
calculado (0,1272) es inferior al F tabulado (3,5005).

En la tabla No.42 se reportan los valores de las velocidades de reaccion arrojados al
graficar los valores de regresion Y vs tiempo en dias; el valor tomado fue el m, o
pendiente de la recta; entre menor sea este valor, indica que el experimento es mas
estable; en la columna de la derecha se reportan los valores del coeficiente de
determinacién R? el cual debe ser mayor a (0,99), para confirmar la linealidad de la
recta; se demostrd que todos los experimentos tuvieron comportamiento lineal; y el
experimento que presentd menor velocidad de reaccion fue: Preparacién Extemporanea
No.1 No Luz a 5+2<C; el cual arrojo un resultado de 0,024; valor este menor a los demas
reportado; por lo cual se puede determinar que la condicion mas estable, es la de la

preparacion No.1, no luz a condicion de 5+2<C.

4.4. Estudio Microbiolégico:



70 Estudio de estabilidad fisico y quimica de una preparacion
extemporanea a partir de tabletas de Sildenafil Citrato

Tabla No. 43 Resultados del estudio microbioldgico efectuado a la preparacion
extemporanea con el vehiculo dextrosa 10% sometida a las condiciones de 5+2TC.y
25+2<C.

Pruebas  |Especificaciones Inicial Sdias | Sdias | 15dias | 15dias
5+2C 25+2C 5+2C 25+2C

R. Aerpbios 1000 ufc/Max <10ufc/g | <10ufc/g | <10ufc/g | <10ufc/g | <10ufc/g
Mesofilos
R. Mohos y 100 ufc/Max <10ufc/g | <10ufc/g | <10ufc/g | <10ufc/g | <10ufc/g
Levaduras
E. Coli Ausente/g Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple
E. Aureus Ausente/g Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple
Pseudomonas Ausente/g Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple
Salmonella Ausente/g Cumple | Cumple | Cumple | Cumple | Cumple

En las tabla 43 se evidencian los resultados de las pruebas microbioldgicas realizadas a
las preparaciones extemporaneas de sildenafil citrato en el tiempo inicial y final. Todas se
encuentran dentro de especificaciones exigidas por la norma, durante el tiempo de
exposicion e indicando las buenas condiciones de limpieza e higiene en las que se

elaboraron y envasaron.

4.5. Analisis general de los resultados:

Se demostré que la validacién de la técnica analitica para la cuantificacién de principio
activo sildenafil citrato; tanto el sistema como el método son lineales; ademas la
metodologia es: exacta, precisa y selectiva, puesto que los excipientes, fase mouvil,
solucién diluyente y productos de degradacién, no interfieren con la sefial especifica para
el principio activo en estudio; por ende se procedidé a implementarla en la cuantificacion
del analito de interés, en las preparaciones extemporaneas expuestas a las condiciones

de estabilidad propuesta en la metodologia.

Se procedié a someter a estudio estabilidad, tres lotes comerciales, de los cuales se

efectuaron dos preparaciones extemporaneas, uno con solucion de dextrosa al 10% vy el
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segundo solucion dextrosa al 10%:glicerina en proporcién de (9:1); sometiéndolos a
temperaturas de 25 +2°C y 5 #2° C; exponiendo ambo s a luz y no luz, en frascos de

vidrio transparentes y de color ambar; por un lapso de tiempo de 15 dias.

Durante el estudio de estabilidad fisica y quimica no se evidenciaron cambios
significativos, se conservaron las propiedades fisicas originales, entre ellas el aspecto, la
uniformidad y capacidad de suspension, se mantuvo la densidad y el valor pH de las
suspensiones que se mantuvo entre 4,96 y 5,45; lo cual demuestra que no presentaron
variacion fisica en las preparaciones extemporaneas; por ende se dice que las
preparaciones extemporaneas fisicamente son estables. Ademas no se obtuvo un
porcentaje de degradacion superior al 3.3%, por lo que se asumié cinética de orden
cero; debido a que con este, se obtienen porcentajes de degradacion mayores y se
asegura que para el tiempo de uso asignado, el paciente recibira, siguiendo los

procedimientos establecidos, la cantidad de farmaco que requiere.

Para demostrar la estabilidad quimica de las preparaciones extemporaneas, se procedio
a cuantificar por medio de cromatografia liquida de alta resolucion, la concentracion de
principio activo, sildenafil citrato en las preparaciones extemporaneas; se realizo
tratamiento estadistico, andlisis de varianza de un factor Anova y comprobacion con test
Tukey's, donde se combinaron los resultados arrojados por el estudio de estabilidad de
los tres lotes, y se procedié a graficar la regresion lineal de los valores de porcentaje de
recuperacion versus el tiempo en dias de exposicién, de cada uno de los experimentos; y
con la ecuacién arrojada por la linea recta, con el valor de la pendiente, se establece la
velocidad de reaccioén, con el cual se pudo determinar que la preparacion extemporanea
No.1 implementando como vehiculo de dispersion dextrosa al 10%, a 5 +2°C en frasco
ambar; ya que presento menor velocidad de reaccion, equivalente a 0.0282 y obtuvo un
valor para el coeficiente de determinacién que es igual o superior a 0,99; arrojando un

valor equivalente a (0,9864 = 0,99).

4.6. Protocolo de elaboracién de la preparacién ext  emporanea.

4.6.1. Objetivo:
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Establecer el procedimiento para realizar la preparacién extemporanea liquida a partir de
tabletas de 50 mg de sildenafil citrato, utilizada para el tratamiento de la hipertension
pulmonar crénica; de acuerdo a los resultados del estudio de estabilidad realizado.

4.6.2. Consideraciones importantes:

La adecuacion de formas farmacéuticas debe ser realizada en un area limpia, ya que
requiere la manipulacion directa del producto, retirando su envase original para ser
entregado en una presentacion no comercial; por tal motivo debe ser realizado en el area
gris de la Central de Mezclas. Después de cada actividad de adecuacién del
medicamento, se debe efectuar reempaque de las tabletas que contenga la presentacién
comercial a fin de no generar residuos de medicamentos sin identificar. Los estudios de
estabilidad que dieron origen a este protocolo, fueron realizados con los materiales e
insumos aqui presentados, se recomienda hacer uso de los descritos (se recomienda
usar en todos los casos tabletas de 50 mg). La estabilidad del principio activo permite el
almacenamiento a temperatura ambiente (5 + 2°C) y frasco ambar.

4.6.3. Materiales:

v" Mortero y pistilo de porcelana

v Jeringa desechable de 50 mL.

v' Frasco de vidrio &mbar o transparente con tapa rosca
v' Guantes de latex

v' Tapabocas

v' Pesa sustancias

v Balon aforado de 200 mL

v' Gotero plastico

v/ Etiqueta de identificacion de la preparaciéon extemporanea (dosis, concentracion,

recomendaciones, fecha de fabricacion y fecha de expiracion).
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4.6.4. Materia Prima:
v'  Tabletas de sildenafil citrato de 50 mg

v Vehiculo: dextrosa 10%

4.6.5. Procedimiento

4.6.5.1. Alistamiento de los materiales, posterior a la solicitud por parte del médico

prescriptor.
v" Recepcion orden médica
v' Adecuacién (alistamiento y verificacién de la limpieza de los materiales a utilizar).
v' Alistamiento del personal encargado para la realizacién de la labor.

4.6.5.2. Preparacion de 200 mL de la suspensién, en  concentracion de 1 mg/ mL

Extraer 4 tabletas de sildenafil citrato __ (etiquetadas en el blister con dosis de 50 mg),

teniendo cuidado de no quebrarlas.

v' Pesar las tabletas individualmente, utilizando guantes de latex y anotar el peso

promedio

v' Llevar las tabletas a un mortero de porcelana vy triturar, con ayuda de un pistilo de
porcelana, hasta obtener un polvo fino, tener cuidado de no botar el mismo.

v' Transferir el polvo fino a un balén aforado de 200 mL, lavar el pesa sustancias con
10 mL de vehiculo, dextrosa 10%, adicionando el resto del vehiculo al balén aforado

hasta completar el volumen de 200 mL.
v/ Agitar vigorosamente hasta obtener una suspension homogénea

v' Transferir la suspensién a un frasco de vidrio &mbar; en caso de ausencia de estos,

usar frascos de vidrio transparentes con tapa rosca.

v/ Etiquetar y almacenar en nevera a 5 + 2C; por un tiempo maximo de 15 dias.
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4.6.6. Recomendaciones preparacion extemporanea

* La homogeinizacion de la suspension previa administracion al paciente es de vital
importancia, por lo cual es de particular relevancia indicarle al paciente o acudiente,
la correcta agitacion de la preparacion extemporanea que le esta siendo entregada,
sobre todo si se va a mantener en condiciones de refrigeracion (tiempo de agitacion
vigoroso aproximado de veinte segundos).

e« Garantizar que el paciente o0 acudiente, entienda todas las instrucciones
Tabla de Dosificacion de tratamiento por peso. A partir de una suspension de

concentracion de 1 mqg / mL para administrar 1 mqg por kilogramo de peso del nifio

Tiempo de
P_(Eso del Dosis Diaria (mL) Volum,en total eStSaS;I;)d;iigﬁ la
Nifio (KQg) por dia (mL) A5+ 2C

Dias
3.0 3.0 cada 8 Horas 9.0 mL 15
3,5 3.5 cada 8 horas 10.5 mL 15
4.0 4.0 cada 8 horas 12.0 mL 15
4.5 4.5 cada 8 horas 13.5 mL 15
5.0 5.0 cada 8 horas 15.0 mL 15
55 55 cada 8 horas 16.5 mL 15
6.0 6.0 cada 8 horas 18.0 mL 15
6.5 6.5 cada 8 horas 19.5 mL 15
7.0 7.0 cada 8 horas 21.0 mL 15
7.5 7.5 cada 8 horas 22.5mL 15
8.0 8.0 cada 8 horas 24.0 mL 15
8.5 8.5 cada 8 horas 25.5 mL 15
9.0 9.0 cada 8 horas 27.0 mL 15
9,5 9.5 cada 8 horas 28.5 mL 15
10.0 10.0 cada 8 horas 30.0 mL 15
10.5 10.5 cada 8 horas 31.5mL 15
11.0 11.0 cada 8 horas 33.0mL 15
11.5 11.5 cada 8 horas 34.5mL 15
12.0 12.0 cada 8 horas 36.0 mL 15

Nota importante: La dosificacion debe ser la recomendada por el Médico tratante






5. Conclusiones y recomendaciones

CONCLUSIONES

La metodologia analitica empleada para la cuantificacion del principio activo sildenafil
citrato, es selectiva, lineal, precisa y exacta; lo que brinda confianza en los resultados

obtenidos.

Durante el tiempo de estudio y a las condiciones de temperatura, vehiculo y envases
utilizados, la suspensibn no presentd porcentajes remanentes con diferencia

estadisticamente significativas del 100%

La preparacion extemporanea de sildenafil citrato elaborada con el vehiculo dextrosa al
10% es quimicamente mas estable durante un tiempo de 360 horas a partir de su
preparacion, teniendo en cuenta la aceptacion habitual de limites de 90 — 110% de la

cantidad nominal del ingrediente activo.

Las preparaciones extemporaneas en forma de suspension de sildenafil citrato,
elaboradas siguiendo el protocolo a partir de tabletas de 50 mg, del mercado nacional,
llegando a una concentracién final de principio activo de 1mg/mL, utilizando como
vehiculo una solucion dextrosa a 10%, envasadas en frascos de vidrio ambar y a
temperatura (5 + 2C) en nevera, conservan su poten cia durante un periodo de quince
(15) dias y son recomendadas para su uso seguro.

Durante el periodo de estudio no se evidencié cambios fisicos en las suspensiones; en
ninguna de las condiciones evaluadas, lo que indica que la preparacion extemporanea
presenta estabilidad fisica, elaborada siguiendo el protocolo establecido.
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RECOMENDACIONES

Efectuar estudios de estabilidad, utilizando otros medios de dispersion de uso
hospitalario como la solucion de cloruro de sodio al 0.9 y 0.45 %, agua para inyeccion y
jarabe USP.

Realizar estudios de estabilidad de preparaciones extemporaneas de otras marcas

comerciales en Colombia de sildenafil citrato.






Anexo: Cromatogramas

Anexo 1. Cromatograma correspondiente a la hidroélisis basica

Chrom Type: Best Chromatogram
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Este cromatograma corresponde a la selectividad del sistema; donde se somete el
estandar del principio activo Sildenafil citrato, a estrés basico; donde se pone en contacto
la muestra con 5 mL de solucién de NaOH 1 N, sometido a calentamiento por 60 minutos;
y neutralizado con soluciéon de HCI 1 N y aforado con solucién diluyente; en este se
demuestra que la sefial del principio activo, Sildenafil Citrato, no se encuentra afectada
por alguna impureza o producto de degradacion; el cual pueda interferir en la

cuantificacion del analito de interés.
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Anexo 2. Cromatograma correspondiente a la hidrélisis acida

Chrom Type: Best Chromatogram
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Este cromatograma corresponde a la selectividad del sistema; donde se somete el
estandar del principio activo Sildenafil citrato, a estrés acido; donde se pone en contacto
la muestra con 5 mL de solucion de HCI 1 N, sometido a calentamiento por 60 minutos; y
neutralizado con solucion de NaOH 1 N y aforado con solucion diluyente; en este se
demuestra que la sefial del principio activo, Sildenafil Citrato, no se encuentra afectada
por alguna impureza o producto de degradacién; el cual pueda interferir en la
cuantificacion del analito de interés.
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Anexo 3. Cromatograma correspondiente a la oxidacion
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Anexo 5. Cromatograma correspondiente a la degradacion por exposicion temperatura
de 70 +/-2<C
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Anexo 6. Cromatograma correspondiente al placebo
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Indica que los excipientes presentes en el producto final, no interfiere con la sefial del
principio activo Sildenafil Citrato.
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Anexo 7. Cromatograma correspondiente a la solucion diluyente

Chrom Type: Best Chromatogram
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Indica que la solucién diluyente, implementada para aforar las muestras tanto en la
validacion de la metodologia analitica y estudio de estabilidad, no interfiere con la senal
del principio activo Sildenafil Citrato.

Anexo 8. Cromatograma correspondiente al estandar de Sildenafil Citrato
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Anexo 9. Cromatograma correspondiente a muestras preparacion extemporanea de
Sildenafil Citrato
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Anexo 1. Modelo de etigueta para una preparacion extemporanea a partir de tabletas de

sildenafil citrato.

SILDENAFIL CITRATO 1 mg/mL

Administracion por via Nasogastrica.

Agitar vigorosamente por espacio de 20 segundos antes de usar. Almacenara 5 C

Proteger de la luz. Mantener bien cerrado y fuera del alcance de los nifios.

Fecha de elaboracion: Hora:

Fecha de Vencimiento: Hora:

Lote No. Responsable:
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