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El SIDA es una enfermedad causada por el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH), que ataca a las células del sistema inmunitario. El VIH sigue siendo uno de los
agentes infecciosos causante de mas muertes en el mundo: en los ultimos 30 afios se ha
cobrado maés de 25 millones de vidas. En 2011 se estimd que vivian en el mundo unos
34 millones de personas infectadas por este virus (OMS, 26 julio 2013) [1], de los que el
68 % viven en el Africa subsahariana.

En 2012 habia en los paises de desarrollo bajo o medio mas de 9,7 millones de
personas infectadas por el VIH que recibian tratamiento antirretroviral (TAR) [1].

Para el tratamiento, se dispone de dos familias de compuestos: los inhibidores de la
transcriptasa inversa y los inhibidores de la proteasa, ambos dirigidos a enzimas
especificas producidas por el VIH. Se trata de farmacos que controlan la proliferacién
del virus, reduciendo la carga viral y mejorando el sistema inmune del paciente, por lo
que consiguen mejorar la calidad de vida de los individuos VIH positivos convirtiendo
la enfermedad en cronica. El tratamiento antirretroviral con combinaciones de tres
farmacos de estas dos familias constituye el tratamiento de inicio de eleccion de la
infeccion crénica por el VIH [2]. Sin embargo, la no adherencia al tratamiento,
incrementa de forma significativa el riesgo de enfermedades oportunistas 0 muerte por
la falta de control de la replicacion viral [3]

Se entiende por adherencia al tratamiento para los pacientes con infeccion por VIH a
la “capacidad del paciente de implicarse correctamente en la eleccion, inicio y control
del TAR, que permita mantener el cumplimiento riguroso del mismo con el objetivo de
conseguir una adecuada supresion de la replicacion viral” [4].

Un estudio de Patterson et al. evidencid grandes diferencias en la supresion viral con
leves cambios en el nivel de cumplimiento del TAR. Asi, el 81 % de los individuos VIH
positivos con méas del 95 % de adherencia consiguieron supresion viral completa,
mientras que solo la conseguian el 64 % de los que tenian una adherencia del 90-95 %,
y el 30 % de los que alcanzaban menos del 80 % de la adherencia [5].

Los estudios realizados muestran que entre un 20 % y un 50 % de pacientes con
TAR activo presentan una adherencia inadecuada al mismo [4]. Por ello, la falta de
adherencia al TAR constituye un problema clinico que es necesario abordar. Hay
distintos angulos desde los que tratar esta cuestion y uno de ellos es la simplificacion
del tratamiento [6, 7]. Desde el punto de vista de la tecnologia farmacéutica, esto se
puede lograr desarrollando formulaciones de liberacion sostenida de farmacos
antirretrovirales.

El desarrollo de sistemas que retrasan la liberacion de los farmacos una vez
administrados, permite dirigirlos hacia el 6rgano o célula diana, conseguir velocidades
de liberacion que se ajustan a un objetivo concreto, lo que constituye el objetivo de esta
tesis doctoral. Adicionalmente, este tipo de sistemas permite disminuir el nimero de
administraciones diarias, mejorando el cumplimiento y minimizando los efectos
secundarios de los farmacos.

De todos los sistemas de liberacion sostenida, los sistemas matriciales hidrofilicos
son de gran interés, y ampliamente utilizados, por ser uno de los mas sencillos de
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formular, con bajos costes de produccidn, buena industrializacién y buena correlacién in
vivo-in vitro [8, 9].

Una matriz hidrofilica es una dispersion homogénea de farmaco en el seno de un
entramado en el que uno o varios de los excipientes incorporados es un polimero
hidrofilico que se hincha en contacto con el agua. Algunos ejemplos de polimeros
hidrofilicos son los derivados de celulosa, los derivados del cido acrilico, almidones
modificados, o polimeros naturales como los carragenanos. La mayoria de las matrices
hidrofilicas comercializadas se obtienen por compresion, por lo que en muchos de los
casos se puede hablar de comprimidos matriciales.

Cuando las matrices entran en contacto con un medio acuoso, se hidratan por
relajacion de las cadenas del polimero, causando un aumento de su tamafio. Esto se
traduce en la formacion de una capa de gel a través de la que ocurren dos fenémenos de
transporte: la entrada del medio acuoso hacia el interior y la salida del farmaco al
exterior del sistema. Ademas pueden ocurrir fendémenos de erosién de la matriz.

La penetracion del medio en la matriz origina la formacion de los frentes de
penetracion, hinchamiento, difusion y disolucion o erosion, asi como de las
correspondientes zonas de la matriz formadas con la entrada del medio al sistema [10-
12]. Estos frentes y las zonas que delimitan, se pueden ver en la tabla 1.1.

ZONA 1 FRENTE ZONA 2
Zona gelificada Disolucion/erosion Medio de disolucion
Matriz gelificada con farmaco Difusion Matriz con farmaco solido sin
disuelto disolver
Polimero hidratado Hinchamiento Polimero no hidratado
Polimero vitreo-hidratado Penetracion Polimero vitreo-seco

Tabla 1.1. Relacion de los frentes formados en una matriz con la entrada del medio y las
distintas zonas que se originan

Los mecanismos por los que el farmaco es liberado de la matriz, son complejos e
involucran procesos distintos: entrada del medio acuoso al interior de la matriz,
hinchamiento de la matriz, disolucion del farmaco en el medio, difusion del farmaco a
través de la capa de gel y erosion de la matriz hinchada. En todos y cada uno de estos
procesos influyen diversos factores relacionados con el farmaco, con el polimero y con
el método de obtencién de la matriz. El profundo conocimiento de estos factores es
fundamental para conseguir modular la velocidad de liberacion del farmaco y asi
alcanzar concentraciones en sangre dentro del margen terapéutico, durante el periodo de
tiempo deseado.

Para caracterizar y predecir los procesos de liberacion de farmacos se dispone de
diversos modelos matematicos. Los hay empiricos y mecanicistas, siendo estos ultimos
los mas empleados por su correlacion con los procesos reales que ocurren en el sistema
[13]. Disponemos de ecuaciones que cuantifican los procesos de entrada del agua en las
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matrices poliméricas, de hinchamiento y erosion del polimero o de difusion del farmaco
[14]. Estos, junto a las ecuaciones que describen los procesos de disolucién del farmaco
en el medio [15], son de gran utilidad a la hora de entender los procesos involucrados en
el control de la liberacion del farmaco desde estos sistemas, para asi poder formularlos
con éxito. En los ultimos afios han surgido nuevos modelos que tienen en cuenta el
movimiento de los distintos frentes [16] y modelos que tienen en cuenta la
heterogeneidad del sistema [17].

Entre los factores criticos que condicionan la liberacion del farmaco desde matrices
hidrofilicas que estan relacionados con el polimero se encuentra el peso molecular del
mismo. La consistencia del gel determina la capacidad de erosién del polimero, asi
cuanto mayor es el peso molecular del polimero mayor es el grado de hinchamiento del
mismo y menor es su capacidad de erosionar [18]. A pesar de ser un condicionante
fundamental, el peso molecular del polimero por si solo no es capaz de predecir la
velocidad de liberacion [19]. Este hecho ha sido demostrado mediante técnicas de
resonancia magnética nuclear y técnicas gravimétricas en un estudio en el que se mide
el impacto del peso molecular de chitosan [20].

Si bien la velocidad de liberacion del farmaco estd muy influenciada por la
consistencia de la capa de gel, ésta a su vez, estd condicionada por la velocidad de
hidratacion del polimero, lo que depende en gran medida de la naturaleza de los
sustituyentes y el grado de sustitucion del polimero. La estructura de los sustituyentes,
si el grado y tipo de sustitucion de las cadenas de polimero es uniforme y la
homogeneidad de los sustituyentes del polimero son determinantes en la velocidad de
hidratacién. Estudios comparativos entre HPMC y goma xantana como polimeros
retardantes ponen de relieve distintos comportamientos, dando como resultado perfiles
diferentes de liberacion. Esto es debido a las diferentes propiedades de hidratacion de
ambos polimeros. Por ello, el tipo de polimero empleado y por supuesto las mezclas o
combinaciones de ellos, son otro factor a tener en cuenta en los procesos de desarrollo
de este tipo de sistemas. Actualmente, la conjugacion de dos polimeros formando los
Ilamados copolimeros, son una linea de investigacion interesante. Asi, un estudio
reciente que emplea un copolimero de HPMC y poliacrilamida (PAM) ha sido evaluado
in vitro como un vehiculo potencial para la liberacion controlada de acido 5-amino
salicilico (5-ASA) [21]. En este trabajo, se consigue controlar la liberacion del farmaco,
y disminuir la erosién. Se consigue ademas, que la velocidad de liberacion de 5-ASA
sea mas rapida en la regién del colon, lo que convierte a este copolimero en un
componente interesante para desarrollar formulaciones de liberacion colénica.

La amplia variedad de polimeros hidrofilicos y las multiples combinaciones posibles
a realizar entre ellos hacen que la formulacidn de sistemas matriciales sea un campo en
continuo crecimiento.

Los factores comentados hasta ahora, peso molecular, sustituyentes y grado de
sustitucion del polimero, estdn profundamente relacionados con la viscosidad del
polimero. Normalmente los polimeros de alto peso molecular y con alto grado de
sustitucién, aumentan la viscosidad de la solucién del polimero en el medio, lo que se
traduce en un aumento de la consistencia del gel resultante tras la entrada del medio en
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la matriz. Asi, la viscosidad del gel en uno de los parametros principales que controla la
liberacion del farmaco y determina su mecanismo de liberacion. Este hecho ha sido
demostrado por numerosos estudios realizados con distintos tipos de polimeros [22-29].
Estudios recientes apuntan que la influencia de la viscosidad del polimero es
determinante en los casos en que se ha superado el umbral de porcentaje de polimero
necesario para la formacién de una capa de gel consistente [30, 31]. Si este umbral no se
supera, la porosidad de la matriz es independiente de la viscosidad de polimero y la capa
de gel formada con la entrada del medio al sistema no es suficiente para ralentizar la
salida del farmaco [31].

Esta misma teoria se ha desarrollado para el tamafio de particula de polimero. En
general, es sabido que la aparicion de la capa de gel es mas rapida cuanto mas cercanas
estan las particulas unas de otras, es decir, cuanto mas pequefio es su tamafio. Asi,
cuanto mas rapido se forma el gel, mas lenta es la liberacion del farmaco. Sin embargo
son muchos los autores que aseguran que el tamafio de particula del polimero no es tan
decisivo como cabia esperar [19, 32-35]. Parece que otros factores, como el porcentaje
de polimero y su viscosidad son determinantes en el proceso de formacién de la capa de
gel, cobrando importancia el tamafio de particula del polimero, solo en aquellos casos
en los que la proporcién de polimero no supera un determinado umbral, a partir del cual
la capa de gel formada es sumamente consistente [30].

Por todo ello, se puede considerar, que el porcentaje de polimero resulta
fundamental en la velocidad de liberacion conseguida al formular matrices hidrofilicas.
Es en los casos en los que se pretende formular matrices de farmacos muy solubles en
agua, en los que el porcentaje de polimero pierde importancia. Se suele cumplir que, por
encima de un porcentaje determinado de polimero la velocidad de liberacion no
disminuye. A pesar de ello, cuanto mayor es el porcentaje de polimero menor es la
variabilidad en la cinética de liberacién, ya que se minimiza el impacto que tienen en
ella otros factores.

Un estudio que compara el efecto que produce sobre distintos grados de viscosidad
de HPMC la concentracién de iones del medio de disolucion, pone de manifiesto que la
fuerza ionica del medio solo repercute en la velocidad de liberacion del farmaco en el
caso de la K100LV, que presenta muy baja viscosidad (~ 100 mPa.s) [36]. Para grados
de viscosidad mayor, tales como K4M, K15M y K100M (4.000, 15.000 y 100.000
mPa.s respectivamente), no ha resultado decisiva. Sin embargo, si lo ha sido para otro
tipo de polimeros, como la goma xantana, pudiendo condicionar su capacidad de
hinchamiento [22, 37].

Algunos polimeros, como chitosan y dextrano presentan un grado de hinchamiento
sensible al pH [38]. Se trata de polimeros que presentan cambios bruscos en su
naturaleza fisica como respuesta a diversos estimulos como son cambios en la
temperatura, el pH o la fuerza iénica [39], lo que les convierte en sustancias sumamente
interesantes para la liberacion controlada de farmacos [40].

Tal y como se comenta anteriormente, en los casos que el farmaco es muy soluble en
agua, la velocidad de entrada del medio en la matriz es el proceso limitante de la
liberacion del farmaco [41]. Por tanto, en estos casos, la importancia del polimero es
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fundamental, ya que la entrada de agua al sistema depende en gran medida del peso
molecular del mismo. En el caso concreto de la HPMC, a medida que aumenta el peso
molecular, la velocidad de entrada del agua es mas lenta. Las HPMC de alto peso
molecular se hinchan muy rapidamente, y esa expansion rapida de las cadenas de
polimero bloquea los poros a los que podria acceder el agua [27].

Los factores criticos en la liberacion del farmaco desde matrices hidrofilicas que
estan relacionados con el farmaco son, el peso molecular, la solubilidad en agua, su
tamarfio de particula y la dosis.

Farmacos con pesos moleculares bajos suelen difundir a traves de la capa de gel con
mas facilidad que los que tienen pesos moleculares mas altos [22].

Mas estudiada que el peso molecular, ha sido la solubilidad del farmaco. Se cumple
en general que los farmacos solubles en agua siguen un mecanismo de liberacion basado
en la difusion a través de la capa de gel, mientras que los farmacos insolubles en agua lo
hacen principalmente por un mecanismo de erosion [42, 43]. Asi, los farmacos
insolubles en agua suelen presentar velocidades de liberacion mas lentas [44].

Anélisis realizados para estudiar la relacion entre el mecanismo de liberacion de los
farmacos desde matrices hidrofilicas y su solubilidad en agua [41], ponen de manifiesto
que para los farmacos poco solubles en agua, la erosion de la matriz es el proceso
limitante en la liberacién del farmaco, ya que la velocidad de disolucion es mas lenta
que la velocidad de erosion de la matriz. Este hecho ha sido probado recientemente
empleando la técnica del infrarrojo cercano (NIR) para el caso de un farmaco con una
solubilidad en agua de ~0,05 mg/mL formulado en matrices de HPMC [45]. En el caso
de los farmacos de alta solubilidad en agua (> 5 mg/mL), la velocidad de disolucién del
farmaco es similar a la de la entrada del agua en el sistema. Por tanto, en este caso, la
velocidad de entrada de agua es el proceso limitante en la liberacion del farmaco.

También la solubilidad del farmaco esta relacionada con la posicién del frente de
difusion en la capa de gel, ya que la cantidad de farmaco disuelto que hay en dicha capa
tiene que ver con la distancia que hay entre los frentes de difusion y erosion [10, 46,
47].

Todo ello, queda recogido en un modelo propuesto por Siepmann et al. [48] en el
que se tiene en cuenta, entre otras cosas, la difusion del agua en direccion radial y axial
en matrices cilindricas, por tratarse de fendmenos limitados por la solubilidad del
farmaco y el movimiento de los frentes.

Otro factor relacionado con el farmaco que tiene gran importancia en la velocidad de
liberacion del mismo desde sistemas matriciales, es su tamafio de particula. Un tamafio
de particula grande supone en general, tanto si el fArmaco es altamente soluble en agua
como si no, aumentos en la velocidad de disolucion del farmaco. En el primer caso, esto
es debido a que con la entrada del agua al sistema se forman canales que aumentan la
porosidad de la matriz [49, 50]. En el segundo caso, es debido a que se incrementa la
velocidad de erosion del sistema, que ademas es el principal mecanismo de liberacién
del farmaco [51].

No se puede olvidar la importancia que tiene la dosis de farmaco, ya que grandes
cantidades del mismo suponen una reduccion del porcentaje de polimero hidrofilico, lo
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que conduce a una disminucién de la consistencia de la capa de gel, y a una mayor
velocidad de liberacion del farmaco [52]. Grandes cantidades de farmaco potencian
ademas la presencia del conocido efecto burst [53]. Todo esto ha sido recientemente
demostrado en un estudio realizado por Kimber et. al. [54] mediante el método de los
elementos discretos (DEM), que es un metodo numérico que permite simular el
comportamiento mecanico de un sistema formado por un conjunto de particulas.

Un estudio reciente estudia las interacciones que se establecen en la elaboracion de
matrices hidrofilicas de una mezcla de dos polimeros anidnicos (6xido de polietileno y
carboximetilcelulosa sédica) con farmacos cargados positivamente [55]. Se consiguen
perfiles de liberacion lenta gracias al establecimiento de enlaces de hidrégeno entre el
polimero anidnico y el fA&rmaco cationico, lo que lleva a una formacién reversible de
complejos farmaco-polimero, dando lugar a una nueva forma de activo (sal), que tiene
una liberacién mas prolongada en comparacion con el principio activo original. Este
hecho demuestra que la carga del farmaco es otro factor a tener en cuenta a la hora de
formular matrices de liberacion sostenida.

En la formulacion de sistemas matriciales no se puede perder de vista la importancia
que tienen aquellos aspectos relacionados con la formulacién, como son la forma y el
espesor del comprimido, la presencia de otros excipientes, la porosidad y resistencia a la
rotura del comprimido, e incluso el proceso de fabricacion del mismo.

El conocimiento de todos y cada uno de los aspectos comentados, son fundamentales
a la hora de formular matrices hidrofilicas y comprender los complejos mecanismos
involucrados en la liberacion de los farmacos desde estos sistemas. De esta forma sera
mas facil desarrollar medicamentos con la biodisponibilidad en magnitud y velocidad
adecuada.

Estavudina (d4T; 2',3'-didehidro-3'-desoxitimidina) es wun inhibidor de la
transcriptasa inversa analogo del nucledsido (ITIAN) de timidina prescrito en
combinacion con otros agentes antirretrovirales, en el marco de la terapéutica
antirretroviral de alta actividad (HAART) [56]. En Espafia estan disponibles capsulas de
liberacion inmediata (20, 30 y 40 mg) que se dosifican dos veces al dia y una solucion
oral a la dosis de 1 mg/mL (Zerit®; Bristol-Myers Squibb, Middlesex, UK).

La estructura quimica de estavudina, se puede ver en la figura 1.1 y sus
caracteristicas farmacocinéticas en la tabla 1.2.
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Figura 1.1. Estructura quimica y propiedades de estavudina (18283 de Pubchem de NCBI)

<60 Kg:30mg /12 h

Dosis recomendada > 60 Kg: 40 mg /12 h

Biodisponibilidad oral (%) 86+18°

Semivida plasmatica (h) 1,3-23

Crnax (Ng/mL) 1215 + 32 (con 40 mg/12h)?
Cuin (ng/mL) 8 + 9 (con 40 mg/12h) ?

Vq (L/KQ) 0,74+20°

Cl (L/h/Kg) 0,30 +32°

AUC.1n (ng.h/mL) 2087 + 39 (con 40 mg/12h) ®
Metabolizacion Hepética

Excrecion Renal (50 % inalterado)

AUC: Area bajo la curva; @ Expresado como media = DE

Tabla 1.2. Caracteristicas farmacocinéticas de estavudina en el hombre [2, 57-59]

Al tratarse la estavudina de un farmaco muy soluble en agua y con unas
caracteristicas farmacocinéticas adecuadas, resulta un buen candidato para la
elaboracion de formas farmacéuticas de liberacion sostenida.

En el marco del proceso de desarrollo de formas farmacéuticas de liberacion
sostenida, y en una primera fase de trabajo, resulta fundamental establecer el tipo y la
velocidad de liberacidn optima del farmaco que garantice unos determinados objetivos
terapéuticos. Posteriormente se aborda la etapa de preformulacion y el desarrollo
tecnoldgico de la formulacion, que permita conseguir el perfil de liberacion del farmaco
previamente establecido. En esta fase resulta fundamental identificar las fases criticas
del proceso de elaboracién. Finalmente se procede a la evaluacion tecnolégica y
biofarmacéutica de la forma farmacéutica de liberacion sostenida.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?cmd=search&db=pccompound&term=18283%5buid%5d
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De acuerdo con estas premisas se han planteado diversos objetivos conducentes al
desarrollo y evaluacion de matrices hidrofilicas de estavudina que permitan controlar la
velocidad de liberacion y conseguir concentraciones plasmaticas dentro del margen
terapéutico durante periodos de 24 h.

El primer objetivo de este trabajo ha sido realizar una completa revision
bibliografica acerca de los factores mas criticos involucrados en la liberacion de los
farmacos desde sistemas matriciales hidrofilicos.

El segundo objetivo de este trabajo ha sido el disefio del perfil 6ptimo de liberacion
de estavudina desde matrices hidrofilicas de liberacion sostenida basado en criterios
farmacocinéticos y farmacodinamicos (PK/PD) y mediante simulacion de Monte Carlo.

El tercer objetivo de este trabajo ha sido, el disefio tecnoldgico y la evaluacién de las
matrices hidrofilicas de estavudina que respondieran a los criterios de comportamiento
biofarmacéutico previamente estudiados.

El cuarto objetivo de este trabajo ha sido, a partir de las curvas de disolucién de las
matrices elaboradas, llevar a cabo el ajuste de sus perfiles de liberacion a ecuaciones de
modelos matematicos mecanicistas que permitan interpretar y predecir los mecanismos
que intervienen en los procesos de liberacion del farmaco.

El quinto y ultimo objetivo ha sido estudiar la influencia del mecanismo de
liberacion del farmaco en las correlaciones in vitro in vivo (IVIVC) de nivel A,
utilizando simulacion de Monte Carlo.
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1. El estudio de revision bibliografica realizado pone de manifiesto que entre los
factores criticos involucrados en la liberacion de los farmacos desde sistemas
matriciales hidrofilicos se encuentran el tipo de polimero empleado, su viscosidad
y tamafo de particula, asi como el porcentaje utilizado en la formula o las
mezclas de varios polimeros y sus proporciones. Entre los factores relacionados
con el farmaco se encuentran su solubilidad en agua, o el tamafio de particula.
Factores relacionados con el método de obtencion de las matrices, como las
dimensiones de la misma o la fuerza de compresion pueden condicionar la
velocidad de liberacion del farmaco. EI conocimiento de estos factores junto con
el uso de modelos matematicos como herramientas para estimar la cinética de
liberacion del farmaco ha permitido optimizar las fases de pre-formulacion

durante el desarrollo de formulaciones de liberacion sostenida.

2. Utilizando informacién farmacocinética y farmacodinamica (PK/PD) y mediante
técnicas de convolucion y simulacion de Monte Carlo se ha disefiado el perfil de
liberacion dptimo de estavudina desde matrices hidrofilas de liberacion sostenida.
Valores de la constante de liberacién de primer orden de K; = 0,05 h™ y de la
constante de liberacion de orden cero de Ko = 4 mg/h, permiten alcanzar
concentraciones plasmaticas del farmaco dentro del margen terapéutico durante

periodos de 24 horas.

3. Los resultados de los estudios de preformulacion por calorimetria diferencial de
barrido ponen de manifiesto que el empleo de lubricantes como magnesio
estearato o estearil fumarato sédico, de dioxido de silicio coloidal, asi como de
carbémero 940 en las proporciones 1:1 podria dar lugar a incompatibilidades. El
uso de magnesio estearato y de didxido de silicio coloidal en la proporcion

1:0,025, no demuestran sospecha de incompatibilidad.

4. Se ha optimizado el proceso de elaboracion de matrices hidrofilas de estavudina
obtenidas por compresion directa. La utilizacion de hidroxipropil metilcelulosa
(100.000 mPa.s) como agente gelificante ha permitido obtener cinéticas de
liberacion de primer orden con una constante de liberacion de K; <0,1 h™. La
utilizacion de goma xantana ha permitido obtener cinéticas de liberacion de orden

cero con una constante de liberacion Ko de aproximadamente 4 mg/h durante 10
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horas. El uso de Avicel® DG como diluyente ha sido determinante para la

consecucion de los dos perfiles de liberacion propuestos.

Los resultados de la evaluacion de los perfiles de disolucion de los lotes
elaborados ponen de relieve que el uso del grado de HPMC de mayor viscosidad
ha permitido obtener perfiles de liberacion de primer orden mas lentos que los
grados de menor viscosidad. Asi mismo, la estructura molecular de los derivados
de la celulosa ha resultado mas eficaz para controlar la velocidad de liberacién del

farmaco que los derivados de carragenina.

Las matrices elaboradas con goma xantana no presentan efecto burst y dan lugar a
cinéticas de liberacion de orden cero hasta las 10 horas con pérdida de linealidad
en el tramo final de la curva de disolucién. En el caso de las matrices elaboradas
con carbémero y mezclas del mismo con HPMC, los perfiles obtenidos indican
una liberacién inicial mas rapida y una mayor pérdida de linealidad que los

perfiles de los lotes a base de goma xantana.

El ajuste de los perfiles de liberacion de las matrices elaboradas a ecuaciones de
modelos matematicos mecanicistas, ha permitido conocer los mecanismos
implicados en el proceso de liberacion. Los resultados obtenidos indican que
existe una combinacion de los mecanismos de difusion y erosion en la mayoria de
los lotes ensayados. Las matrices elaboradas con carragenanos han presentado

mecanismos basados en la erosion.

La ecuacién de Weibull ha presentado mejor ajuste de los perfiles de disolucion
que la ecuacién de primer orden. La ecuacion de orden cero modificada que tiene
en cuenta la fractalidad del sistema, ha mostrado mejor ajuste que la ecuacion de
orden cero. Las matrices de liberacion sostenida son sistemas complejos en los
que la cinética de liberacion del farmaco se puede explicar en términos de

fractalidad.

Se ha establecido una correlacion lineal multiple ente la constante de disolucion
de primer orden de estavudina y variables de tipo tecnoldgico. Utilizando
simulacion de Monte Carlo y mediante analisis de sensibilidad se ha podido

demostrar que las variables criticas con mayor implicacion en la cinética de
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disolucion de estavudina fueron la viscosidad de la HPMC, seguida del porcentaje

de diluyente y del porcentaje de polimero retardante utilizado en el comprimido.

Se han simulado los perfiles de liberacion in vitro e in vivo desde matrices
hidrofilas de estavudina mediante simulacion de Monte Carlo. El estudio de
correlacion IVIVC entre los datos simulados in vitro e in vivo pone de manifiesto
que el mecanismo implicado en la liberacion del farmaco puede afectar al tipoy a
la linealidad de correlacion. Se han obtenido mejores correlaciones in vitro/in vivo
cuando los datos de disolucion in vitro se correlacionan con los datos de
liberacion de farmaco in vivo obtenidos por deconvolucion entre los niveles
plasmaticos obtenidos después de la administracion de la forma farmacéutica de
liberacion sostenida y los niveles en plasma obtenidos después de la

administracion de la forma farmacéutica de liberacién inmediata.

Salamanca, 3 de Septiembre de 2013

Fdo. Cristina Maderuelo Martin
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En este anexo se recoge la puesta a punto y validacion del método analitico para la
cuantificacion de estavudina en el medio de disolucidn, necesario para los ensayos de
disolucion in vitro de las formulaciones estudiadas.

Se trata de una técnica de espectrofotometria de absorcion ultravioleta-visible. La
validacion de esta técnica se ha realizado tomando como referencia las guias ICH para
la validacidon de técnicas analiticas (ICH guideline Q2-R).

El equipo con el que se han llevado a cabo los ensayos de disolucion in vitro de los
comprimidos matriciales de estavudina, se trata de un sistema combinado (on/off line)
con dos posibilidades de muestreo:

— Sistema de automatizacion off line, que estd formado por un colector de
fracciones que recoge las muestras extraidas de los vasos de disolucion a los
tiempos prefijados. Estas muestras son posteriormente analizadas de forma
manual en el espectofotometro.

— Sistema de automatizacion on line, que consta de un dispositivo que recoge
las muestras de todos los vasos a cada tiempo y las conduce directamente
hasta las cubetas de lectura del espectofotometro. Tras la lectura de la
absorbancia esta muestra es devuelta al vaso de disolucion.

Cuantificacion de estavudina por UV-visible

Condiciones espectrofotométricas para el espectrofotometro Agilent 8453.
— Longitud de onda: 265 nm
— Cubeta de 1 mm de paso 6ptico

Validacion de la técnica analitica

1. Selectividad

Se analizaron, siguiendo las condiciones analiticas descritas anteriormente, una
solucion blanco (SB), una solucion placebo (SP) y una solucion de referencia de
estavudina (SR-D), no detectandose respuesta a la longitud de onda de trabajo para SB y
SP.
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Figura 1. Espectro ultravioleta de estavudina

2. Linealidad

Para realizar el estudio de linealidad, se prepararon dos curvas de calibraciéon de
soluciones de referencia:

SR-A: 10 % de la concentracion tedrica: 8,88 pg/mL
SR-B: 25 % de la concentracion tedrica: 22,20 pg/mL
SR-C: 40 % de la concentracion tedrica: 35,55 pg/mL
SR-D: 60 % de la concentracion tedrica: 53,33 pg/mL
SR-E: 80 % de la concentracion tedrica: 71,10 pg/mL
SR-F: 100 % de la concentracion teorica: 88,88 ug/mL
SR-G: 120 % de la concentracion tedrica: 106,66 pg/mL

Se analizaron siguiendo el procedimiento descrito anteriormente.
Los resultados obtenidos fueron un valor de r=1,00, un coeficiente de variacién del
factor relativo de respuesta del 0,73 %.

T 05 -

c

S 04 -
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S 03 1

8 02 - y=0.oo4_3x-o.oooz

= R2 = 1.00

2 01 -

<
0 , , .
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Concentracion (ug/mL)

Figura 2. Recta de regresion obtenida tras el ensayo de linealidad
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Concentracion teérica Concentracion real

Solucion  Absorbancia (mg/mL) (mg/mL) Factor de respuesta
SR-1A 3,80E-02 8,88 8,95 4,25E-03
SR-1B 9,53E-02 22,20 22,38 4,26E-03
SR-1C 1,51E-01 35,55 35,81 4,22E-03
SR-1D 2,30E-01 53,33 53,72 4,27E-03
SR-1E 3,05E-01 71,10 71,62 4,27E-03
SR-1F 3,80E-01 88,88 89,53 4,24E-03
SR-1G 4,57E-01 106,66 107,44 4,25E-03
SR-2 A 3,89E-02 8,88 8,94 4,35E-03
SR-2B 9,51E-02 22,20 22,36 4,26E-03
SR-2C 1,52E-01 35,55 35,77 4,25E-03
SR-2D 2,29E-01 53,33 53,66 4,28E-03
SR-2E 3,07E-01 71,10 71,54 4,29E-03
SR-2F 3,83E-01 88,88 89,43 4,28E-03
SR-2G 4,60E-01 106,66 107,32 4,29E-03

Media 4,27E-03
SD 3,10E-05
CV (%) 0,73

Tabla 1. Resultados del estudio de linealidad del método analitico

3. Exactitud

Indica la capacidad del método analitico de dar resultados lo mas proximos posible
al valor real. Si la diferencia entre el valor hallado, y el valor verdadero es pequefia, la
exactitud es buena. Una diferencia grande significa que la exactitud es inadecuada, y
revela la existencia de errores que deberan corregirse.

Se ha calculado el % de recuperacion para las concentraciones estudiadas a partir de
los datos obtenidos en la linealidad.

El valor medio del % de recuperacion experimental fue de 99,42 y la DER de la
recuperacion de 0,79 %.
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Concentracion Concentracion recalculada

Solucion  Absorbancia real (mg/mL) (mg/mL) % Recuperacion
SR-1A 3,80E-02 8,95 8,89 99,30
SR-1B 9,53E-02 22,38 22,22 99,27
SR-1C 1,51E-01 35,81 35,17 98,22
SR-1D 2,30E-01 53,72 53,43 99,47
SR-1E 3,05E-01 71,62 71,09 99,25
SR-1F 3,80E-01 89,53 88,39 98,72
SR-1G 4,57E-01 107,44 106,24 98,88
SR-2 A 3,89E-02 8,94 9,09 101,67
SR-2B 9,51E-02 22,36 22,17 99,17
SR-2C 1,52E-01 35,77 35,42 99,02
SR-2D 2,29E-01 53,66 53,41 99,54
SR-2 E 3,07E-01 71,54 71,49 99,92
SR-2F 3,83E-01 89,43 89,13 99,66
SR-2G 4,60E-01 107,32 107,12 99,82

Media 99,42
SD 0,79
CV (%) 0,79

Tabla 2. Resultados de la exactitud del método analitico

4. Precision

A. Repetibilidad o Precision intradia

Una bateria de seis réplicas de SR-A, SR-D y SR-G fue preparada y analizada.

El coeficiente de variacion de la respuesta fue de 2,95 % para la concentracion
inferior (8,88 ug/mL), de 2,13 % para la concentracion media (53, 33ug/mL) y de 0,99
% para la concentracion superior (106,66 pg/mL)

Solucién  Absorbancia Solucién  Absorbancia Solucién  Absorbancia
SR-1 A 4,14E-02 SR-1D 2,40E-01 SR-1G 4,68E-01
SR-1A 3,91E-02 SR-1D 2,32E-01 SR-1G 4,59E-01
SR-1 A 4,16E-02 SR-1D 2,28E-01 SR-1G 4,58E-01
SR-1A 4,12E-02 SR-1D 2,31E-01 SR-1G 4,60E-01
SR-1 A 3,95E-02 SR-1D 2,40E-01 SR-1G 4,67E-01
SR-1A 3,92E-02 SR-1D 2,34E-01 SR-1G 4,57E-01

Media 0,04 Media 0,23 Media 0,46
sSD 1,19E-03 SD 4,98E-03 SD 4,59E-03
CV (%) 2,95 CV (%) 2,13 CV (%) 0,99

Tabla 3. Resultados de la repetibilidad del método analitico
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B. Reproducibilidad o Precision interdia

Las muestras anteriores fueron preparadas y valoradas en tres dias diferentes.

La diferencia entre el coeficiente de variacion de la respuesta obtenida en los
distintos dias fue de 2,95 % para la concentraciéon inferior, de 2,15 % para la
concentracion media 'y de 1,07 % para la concentracion superior.

La técnica se considera reproducible si para cada concentracion, la diferencia entre
las medias de la absorbancia obtenidas parar los distintos dias es < 5 %.

Dia Solucion Absorbancia Solucion Absorbancia Solucion Absorbancia

1 SR-1A  414E-02 SR-1D  2,40E-01 SR-1G  4,68E-01
1 SR-1A 3,91E-02 SR-1D 2,32E-01 SR-1G 4,59E-01
1 SR-1A  4,16E-02 SR-1D  2,28E-01 SR-1G  4,58E-01
1 SR-1A 4,12E-02 SR-1D 2,31E-01 SR-1G 4,60E-01
1 SR-1A  3,95E-02 SR-1D  2,40E-01 SR-1G  4,67E-01
1 SR-1A 3,92E-02 SR-1D 2,34E-01 SR-1G 4,57E-01
2 SR-A 4,06E-02 SR-D 2,27E-01 SR-G 4,54E-01
2 SR-A 3,95E-02 SR-D 2,39E-01 SR-G 4,58E-01
2 SR-A 3,92E-02 SR-D 2,29E-01 SR-G 4,59E-01
3 SR-A 4,20E-02 SR-D 2,31E-01 SR-G 4,70E-01
3 SR-A 3,98E-02 SR-D 2,33E-01 SR-G 4,57E-01
3 SR-A 3,84E-02 SR-D 2,25E-01 SR-G 4,58E-01

Media 0,04 Media 0,23 Media 0,46
SD 1,18E-03 SD 5,01E-03 SD 4,91E-03

CV (%) 2,95 CV (%) 2,15 CV (%) 1,07

Tabla 4. Resultados de la reproducibilidad del método analitico
5. Estabilidad

La muestra 1 de concentracion intermedia, SR-D, preparada para el estudio de
repetibilidad se analizd por triplicado después de 24, 48 y 72 h conservadas a
temperatura ambiente, y a las 24, 48 y 72 h conservada en frigorifico entre 2 y 8 °C.

El valor de absorbancia, para todas las determinaciones, estuvo comprendido entre
0,24591 y 0,22249 (media de la muestra a tiempo cero + 5 %).
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Tiempo Condicion Solucion Absorbancia
0 np SR-1D  2,40E-01
np SR-1D 2,32E-01
np SR-1D  2,28E-01
np SR-1D  2,31E-01
np SR-1D  2,40E-01
0 np SR-1D  2,34E-01
24 h 22°C SR-D 2,32E-01
24 h 22°C SR-D 2,40E-01
24 h 22°C SR-D 2,31E-01
24 h 2-8°C SR-D 2,35E-01
24 h 2-8°C SR-D 2,42E-01
24 h 2-8°C SR-D 2,34E-01
48 h 22°C SR-D 2,34E-01
48 h 22°C SR-D 2,33E-01
48 h 22°C SR-D 2,32E-01
48 h 2-8°C SR-D 2,35E-01
48 h 2-8°C SR-D 2,33E-01
48 h 2-8°C SR-D 2,33E-01
72 h 22°C SR-D 2,24E-01
72 h 22°C SR-D 2,24E-01
72 h 22°C SR-D 2,29E-01
72 h 2-8°C SR-D 2,25E-01
72 h 2-8°C SR-D 2,30E-01
72 h 2-8°C SR-D 2,30E-01

Media 0,23
SD 4,83E-03
CV (%) 2,08

O O O o

* np: no procede

Tabla 5. Resultados de la estabilidad del método analitico

Validacion de la técnica analitica on line

Se comprobé con 12 datos, que los resultados obtenidos con la técnica on line y con
la técnica off line no difieren en més de un 10 %.

Para ello se tomaron los datos del Gltimo tiempo del test de disolucion (24 h) de dos
lotes fabricados (6 comprimidos por lote) y se analizaron tanto on line como off line.
Los lotes empleados fueron: F12-01 y F12-02.

La tabla 6 recoge los datos obtenidos. Se puede observar como los resultados se
ajustan al limite propuesto.



CVdela
Lote Condicibn Vaso Absorbancia diferencia
(%)
online wvasol 3,49E-01
manual  vaso 1 3,71E-01 6,15
online  vaso2 3,62E-01
manual  vaso 2 3,85E-01 6,32
online  vaso3 3,06E-01
5,' manual  vaso 3 3,01E-01 1,67
E on line vaso 4 3,21E-01
manual  vaso 4 3,30E-01 2,79
online vaso5 3,35E-01
manual  vaso 5 3,50E-01 4,36
online  vaso6 3,41E-01
manual  vaso 6 3,65E-01 6,94
online wvasol 3,59E-01
manual  vaso 1 3,77E-01 4,96
online  vaso 2 3,561E-01
manual  vaso 2 3,51E-01 0,03
online  vaso 3 3,18E-01
S manual  vaso3  3,19E-01 0,46
E online  vaso4 3,20E-01
manual  vaso 4 3,37E-01 5,18
online vasob 3,28E-01
manual  vaso 5 3,50E-01 6,38
online vaso6 3,47E-01
manual  vaso 6 3,53E-01 1,63

Tabla 6. Resultados de la validacién de la técnica on line
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La técnica analitica utilizada para la cuantificacion de estavudina en el medio de
disolucion es selectiva, lineal, exacta, repetible y reproducible para el rango de
concentraciones estudiado. Igualmente, las muestras preparadas a partir de los
comprimidos son estables conservadas durante 72 horas tanto a temperatura ambiente
(22 °C) como en frigorifico (5 °C). Por ultimo se ha demostrado que la técnica analitica

puesta a punto sirve para la cuantificacion on line de las muestras obtenidas.
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