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RESUMEN

La evaluacidn in vitro de liberacién de farmacos de formulaciones farmacéuticas de uso parenteral podria beneficiarse de mas
guias reglamentarias e informacién farmacopeica, ya que forma parte de las expectativas actuales para la aprobacion de
productos farmacéuticos. En este articulo de Estimulo se discuten los métodos in vitro de liberacion de farmacos para las
formulaciones farmacéuticas que no estan en solucidn, y se exploran los desafios que supone el uso de estos métodos para cada
tipo de formulacion.

INTRODUCCION

Este articulo de Estimulo es el resultado del trabajo de algunos miembros del Subcomité de Capitulos Generales de Formas
Farmacéuticas sobre Productos Parenterales. El subcomité esta de acuerdo con el contenido de este articulo y lo respalda.

Los medicamentos de administracion parenteral incluyen formulaciones farmacéuticas tanto inyectables como de implante. Las
inyecciones se administran a través del tejido de barrera externo, mientras que los implantes se colocan dentro del cuerpo para
permitir la administracidn directa de los farmacos en el sistema circulatorio o en el area local. Las inyecciones se presentan como
soluciones, suspensiones o suspensiones con un componente de liberacién modificada. Inmediatamente antes de la
administracién, se pueden reconstituir las formulaciones farmacéuticas a partir de polvos estériles para generar soluciones,
suspensiones y emulsiones. En esta categoria también se incluyen las combinaciones de farmaco y dispositivo, como los estents.

En Formas Farmacéuticas (1151) (1) se encuentran las definiciones y descripciones de estas formas farmacéuticas, asi como una
breve informacion sobre su composicién y proceso de produccion.

En el caso de formulaciones farmacéuticas parenterales (que no estan en solucion), el objetivo tanto de las pruebas de calidad
como de desempefio del producto es ofrecer garantia de calidad, reproducibilidad, confiabilidad y desempefio partida por partida.
Las pruebas de calidad del producto se realizan para evaluar atributos tales como la valoracién, identificacion, impurezas,
particulas y materia extrana, esterilidad, endotoxinas bacterianas, contenido de agua, contenido de aluminio y uniformidad de
contenido. Estas pruebas forman parte de la monografia farmacopeica [ver Medicamentos Inyectables y en Implantes (1) (2)].

La evaluacion in vitro de liberacion de farmacos para productos de uso parenteral que no estan en solucion podria beneficiarse
de mas guias reglamentarias e informacidn farmacopeica. La seleccion de métodos puede representar un desafio por muchas
razones, y cada formulacion conlleva sus propios obstaculos particulares. Procedimiento de Disolucidn: Desarrollo y Validacidon
(1092) (3) es un excelente material de referencia cuando se desarrolla el procedimiento de una prueba de liberacién in vitro.

En este articulo de estimulo se discute cada uno de los tipos de formulacion parenteral, y se incluye lo mas destacado en cuanto
a los desafios particulares de cada formulacion. Se ofrecen ejemplos de métodos para formulaciones actuales; estos ejemplos se
obtuvieron de varias fuentes, entre ellas, la base de datos sobre métodos de disolucion de la Administracién de Alimentos y
Medicamentos (FDA, por sus siglas en inglés) (4), informes de talleres (5,6), articulos de Estimulo del Pharmacopeial Forum (7, 8)
previos y datos publicados. Para varias formulaciones farmacéuticas parenterales, se podrian aplicar los procedimientos que se
describen en Disolucién (711) (9), Liberacion de Farmacos (724) (10), Medicamentos para Mucosas—Pruebas de Desempefio (1004)
(11), o Medicamentos Semisdlidos—Pruebas de Desempefio (1724) (12).

Debido a la naturaleza compleja de algunos productos de uso parenteral, los métodos de las pruebas in vitro de liberacién de
farmacos se presentaran con un enfoque individual en lugar de usar un modelo Unico; sin embargo, sera (til la inclusion de
enfoques generales y la presentacién de opciones. Las formulaciones farmacéuticas parenterales de implante son formas de larga
accidon que proveen una liberacion continua de farmaco(s), a menudo durante semanas, meses o afos. Para la liberacidon
sistémica, estas formas farmacéuticas se pueden colocar por via subcutdnea; para la liberacion local, se pueden colocar en una
region especifica del cuerpo. Las condiciones de la prueba in vitro deben imitar aspectos especificos del ambiente fisioldgico
previsto, tales como la osmolaridad, el pH o la capacidad amortiguadora. Las condiciones sin exceso de medio pueden ser
informativas en algunos casos.

Las pruebas de liberacion de farmacos de algunas formas farmacéuticas parenterales podrian exigir el uso de equipos
farmacopeicos modificados o no farmacopeicos. Por ejemplo, podria ser apropiado usar varios volumenes de medio de
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disolucion con o sin agitacidon. Se ha demostrado que el uso de membrana de dialisis es beneficioso para el caso de algunas
formulaciones inyectables de microesferas. También se han usado métodos de incubacion. El analisis acelerado es una solucion
practica para las pruebas de control de calidad; sin embargo, debe estar justificado como relevante en cuanto a la liberacién en
“tiempo real”.

A pesar de ser recomendables, las correlaciones in vitro e in vivo tal vez no sean posibles para las formas farmacéuticas
parenterales de liberacién modificada debido a la complejidad de los mecanismos de liberacion y a la falta de conocimiento sobre
las condiciones de liberacidn in vivo.

SUSPENSIONES

A pesar de que se considera que los liposomas, las microesferas y las nanosuspensiones son suspensiones, la discusion en esta
seccion esta limitada a las formulaciones de farmacos con poca solubilidad en agua o farmacos formulados con un componente de
liberacion controlada, que normalmente esta en suspension en un medio acuoso.

Nanosuspensiones

En los casos en que las suspensiones exhiben, en principio, tamafios de particula entre 1 y 100 nm, se llaman
nanosuspensiones y tienen una tolerancia en cuanto a extension de hasta 1000 nm (13). Esto sugiere que diluir la suspension
antes de las pruebas de disolucidon puede alterar de forma importante la liberacion inherente de farmacos y/o las caracteristicas
de disolucién.

Los parametros mas relevantes que se pueden modificar para las pruebas de desempefio in vitro son el contenido de
disolventes organicos, los agentes tensioactivos y el pH de los medios. El intervalo fisioldgico para las formas farmacéuticas
inyectables es un pH aproximado de 7,4, y es mas limitado que el de las formas farmacéuticas orales, incluso cuando se tienen
en cuenta las condiciones fisiopatoldgicas. En el caso de sistemas osmoticos, se debe prestar atencion a la osmolalidad de la
composicion del medio de liberacion de farmacos in vitro. Los mecanismos de difusion pueden prevalecer en el caso de
nanoparticulas incrustadas o recubiertas (14).

La Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) de los EE. UU. provee orientacidn sobre las pruebas de desempefio in
vitro de formulaciones parenterales de liberaciéon modificada o formulaciones farmacéuticas que contienen nanomateriales (13).
Las pruebas in vitro de liberacién deben basarse en los instrumentos farmacopeicos descritos en (711) (9) y (724) (10). Se
considera que los pasos mas importantes de las pruebas in vitro son la introduccion de la suspension en el vaso o celda y la
separacion de fases después del muestreo. Para la filtracion se prefieren los filtros de membrana. Se ha demostrado que la
filtracion de flujo cruzado resulta ventajosa (15). Los sistemas farmacopeicos, como la canastilla o la paleta, y el aparato de celda
de flujo permiten la introduccion de la suspension en una bolsa, que a menudo consiste en membranas de didlisis con corte
molecular definido. En su defecto, se aplican técnicas de didlisis inversa con la suspension distribuida en el volumen del medio de
disolucion.

Se ha demostrado que el uso de fibras opticas in situ, combinado con la espectroscopia derivativa, permite la
cuantificacion del farmaco disuelto en presencia de la parte del ingrediente activo unido a la nanoparticula (16).

La composicidon del medio de liberacion de farmacos puede mantenerse constante con respecto a los parametros fisioldgicos de
pH (pH 7,4) y presién osmoética (285 mOsm/kg). Debido a la solubilidad del farmaco y los requisitos de una prueba acelerada,
podria ser necesario afiadir agentes tensoactivos [p. €j., Tween 80 o lauril sulfato de sodio (SLS)] y/o disolventes organicos. Las
pruebas aceleradas se recomiendan ampliamente. Ademas de las pruebas in vitro de liberacion de farmacos, tal vez sea necesario
contar con datos sobre la actividad bioldgica del producto farmacéutico para llevar a cabo pruebas in vitro de desempefio
apropiadas, especialmente si el ingrediente activo es un producto bioldgico, o en el caso de la localizacion blanco especifica y la via
de administracién.

Liposomas

Los liposomas son microvesiculas compuestas de una bicapa lipidica y/o una serie concéntrica de varias bicapas, separadas por
compartimentos acuosos. Los compartimentos estan formados por moléculas anfipaticas, como los fosfolipidos, que encierran un
compartimento central acuoso. Generalmente, las formulaciones de liposomas comprenden el farmaco v lipidos, asi como
ingredientes inactivos no lipidicos y no liposémicos. En las formulaciones farmacéuticas liposomales, el farmaco es encapsulado en
compartimientos acuosos o es intercalado dentro de las bicapas lipidicas.

La liberacién de farmacos de formulaciones liposomales puede modificarse por la presencia de polietilenglicol (PEG) y/o
colesterol u otros posibles aditivos. Es oportuno mencionar que se ha demostrado que la presencia de PEG en la superficie del
transportador liposomal extiende el tiempo de circulacion sanguinea, lo cual provoca una prolongada liberacion del farmaco in
vivo. A pesar de que la liberacién de farmacos in vitro es uno de los atributos de calidad criticos (CQA, por sus siglas en inglés)
utiles para la caracterizacién de formulaciones farmacéuticas liposomales, y de que se han realizado investigaciones exhaustivas
sobre la técnica desde los afios ochenta, el desarrollo de pruebas discriminatorias y confiables de liberacién de farmacos in vitro
para sistemas de liberacion liposomales no ha llegado a ser universal.
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La falta de equipos estandar y de métodos de uso comun de evaluacion de la liberacion de farmacos de formulaciones
farmacéuticas liposomales es evidente cuando se compara con otras formas farmacéuticas y sistemas de liberacidon de
farmacos. Dos bases de datos sobre métodos de disoluciones, uno de la FDA y otro de la USP, no contienen pruebas in
vitro de liberacién de farmacos para liposomas. Sin embargo, hay una guia de la FDA sobre aspectos quimicos, de
fabricacidn y controles (CMC, por sus siglas en inglés) de liposomas (17). Actualmente, los desarrolladores de
formulaciones farmacéuticas liposomales cuentan con métodos in vitro de liberacidon de farmacos patentados para su uso
en el control de calidad de sus formulaciones. Es necesario que se lleven a cabo mas actividades de colaboracidon entre
la academia, la industria y los organismos reguladores para estandarizar las pruebas in vitro de liberaciéon de farmacos
de liposomas (18).

Las caracteristicas de una prueba in vitro de liberacion de farmacos para formulaciones farmacéuticas liposomales incluyen,
entre otras, las siguientes:

Imita las condiciones de liberaciéon de farmacos in vivo

Discrimina entre formulaciones liposomales de distintas composiciones

Demuestra la ausencia de liberacién de farmacos antes de que se alcance el tejido u érgano blanco
Se basa en la aplicacion prevista de la formulacion

Refleja la via de administracidn para establecer una correlacion in vitro in vivo (IVIVC, por sus siglas en inglés)
confiable durante el desarrollo del farmaco

Es bien sabido que la liberacion in vitro (incluyendo la disolucién) de un farmaco a partir de un producto farmacéutico
depende de la formulacién. Por lo tanto, no es posible disefiar un método universal de liberacién in vitro que pueda usarse
para la caracterizacion de la liberacion de farmacos de distintos tipos de liposomas. Asi, es crucial la evaluacidn de la aptitud
del método para el producto farmacéutico liposomal en cuestion. Los métodos de liberacién de farmacos que mas
frecuentemente se citan en las publicaciones para el caso de los liposomas, y los equipos (o aparatos) asociados, se resumen

en la Tabla 1 (19).

Tabla 1. Métodos comunes de liberacion de farmacos para liposomas y equipos asociados

Tiempo de Daiio Muestreo
Método liberacion liposomal continuo Ventajas particulares Limitaciones
Condiciones de exceso
Rapido y de medio/dependiente
Dialisis lento No Si Simple/econdémico de membrana
Rapido y Es necesaria una mayor
Dialisis fraccionada lento No Si Condiciones perfectas validacién
de exceso de medio
Rapido y Si/varias Simple/tiempo de Membrana que limita
Dialisis inversa lento No bolsas muestreo la velocidad
largo/econémico
Rapido y Manipulaciéon manual Farmaco dependiente
Microdidlisis lento No Si minima
Velocidad de
Ultracentrifugacion Lento Si No Farmaco independiente sedimentacion de
componentes
Ultrafiltracion Obstruccion de
centrifuga Lento Si No Fuerza centrifuga baja filtro/deformacion de
particulas
Ultrafiltracién a Rapido y Separacion suave a Obstruccion de
presion lento Si No baja presion filtro/deformacion de
particulas
Cromatografia de Rapido y Es necesaria la
exclusion por lento No Si Seleccidon de medios de presaturacion de la
tamano filtrado columna
. o Rapido y Polarografia y
Método in situ lento No Si Medicién directa limitaciones en
UV/visible
Mide la liberacidn
Método de flujo Rapido y directa Obstruccion de
continuo lento No No/Si filtro/limitaciones fisicas
Réapido y Grandes volumenes de
Aparato IV de la lento No Si Tiempo de muestreo medio de liberacion
USP largo
Répido y Area superficial
Aparato I de la USP lento No Si constante para la Difusién en dos etapas
liberacion
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Es aconsejable consultar con la agencia reguladora adecuada para confirmar la idoneidad de una prueba in vitro de liberacién
de farmacos desarrollada internamente para productos farmacéuticos liposomales antes de presentar la solicitud de
aprobacion.

Microparticulas (microesferas)

En esta categoria se incluyen las inyecciones que contienen particulas de liberacidon prolongada; estas pueden ser particulas,
microparticulas o microesferas. Hay dos desafios distintos cuando se realiza una prueba in vitro de liberacién de farmacos en esta
forma farmacéutica. Primero, es probable que las particulas floten al introducirlas en el medio. Por eso, la mezcla no seria
uniforme, ya que algunas de las particulas estarian flotando en la superficie del medio. Ademas, esta forma farmacéutica podria
requerir un tiempo prolongado de evaluacion, lo cual podria causar considerable evaporacion del medio de disolucion. La
estabilidad quimica del farmaco disuelto en el medio también es algo que se debe considerar.

Cuando se estd pensando en un aparato para inyecciones, la base de datos de la FDA (4) actualmente incluye 15 inyecciones, y
se ofrecen métodos para 9 suspensiones inyectables. En la base de datos, cuando no se ofrece un método especifico, las
instrucciones establecen lo siguiente: “Desarrolle un método de disolucién empleando el Aparato IV de la USP (celda de flujo) vy, si
corresponde, el Aparato II (paleta) o cualquier otro método apropiado, para la evaluacion comparativa por parte de la agencia”.
En el caso de las 9 suspensiones inyectables para las cuales se ha ofrecido un método, los Aparatos son el 4 y 2 de la USP, y el
medio incluye componentes tales como SLS, polisorbato, solucién salina, azida sddica y agua, con una pequefia cantidad de
etanol. Los intervalos de tiempo tienen una duracién que va desde 45 min hasta incluso 168 h. Los métodos que emplean
membrana de didlisis han sido comunicados en publicaciones (20), y se ha informado que los métodos de incubacion (p. €j., los
Implantes de goserelina, USP) (21) son métodos reglamentarios aprobados.

Emulsiones

En el caso de las emulsiones, el fdrmaco suele estar atrapado en una fase dispersa de agua en aceite o de aceite en agua.
Estas formulaciones parenterales requieren pruebas de desempefio in vitro menos complejas. Normalmente, los aparatos
descritos en (711)(9), (1724)(12) y (1004) (11) podrian ser adecuados; estos aparatos incluyen el Aparato 2 de la USP, una
celda vertical de difusién y un equipo de volumen reducido (p. €j., una minipaleta).

IMPLANTES

Para el caso de los implantes de larga accidn en particular, la prueba in vitro del desempefio del farmaco deberia incluir un
procedimiento para verificar que el farmaco se libera tal como fue previsto y para probar la robustez del producto farmacéutico.
Puede que se usen pruebas de liberacién de farmacos en tiempo real (a largo plazo) junto con pruebas aceleradas de liberacion de
farmacos. Algunas estrategias aceleradas incluyen temperaturas elevadas o un pH que no es neutro para aumentar la hidroélisis de
los polimeros que controlan la velocidad. Cuando son necesarias pruebas a largo plazo, se debe prestar especial atencién a la
evaporacion del medio de disolucion y al crecimiento bacteriano. En la monografia de Implantes de Goserelina de USP, el aparato
es un frasco sellado de incubacidn (21). También se emplean los Aparatos 4 y 7 (5-8). La base de datos de la FDA ofrece tres
métodos para implantes: el Implante de Goserelina emplea un método de incubacion, el Implante de Dexametasona emplea el
Aparato 7 y el Implante de Clorhidrato de Buprenorfina emplea el Aparato 2.

ESTENTS LIBERADORES DE FARMACO

Los estents liberadores de farmaco (DES, por sus siglas en inglés) son una combinacién de un dispositivo y un farmaco, en el
cual el farmaco suele estar dentro de una matriz polimérica que cubre un estent de metal. Asi como en el caso de los implantes y
las suspensiones de microparticulas de liberacion controlada, la naturaleza de larga accion de los DES hace que sean necesarias
pruebas largas para caracterizar por completo la liberacidn. Las pruebas largas conllevan los desafios de la evaporacion del medio
y la estabilidad del farmaco en el medio. La posibilidad de obtener condiciones aceleradas es una importante consideracion, ya que
la liberacidn in vivo podria ocurrir durante un largo periodo de tiempo. Otras consideraciones son la colocacién del DES en el
aparato para una mezcla adecuada y el uso de un volumen pequefio de medio debido a la baja concentracidn del farmaco.

Hay métodos de pruebas de desempefio in vitro que sugieren el uso de un aparato con paleta de volumen reducido, el Aparato 4
de la USP o el Aparato 7 de la USP con soporte de estents, que emplean pequefios volimenes de muestra (7). Para el DES
aprobado, sirolimus, se usé el Aparato 4 de la USP (velocidad de flujo de 25 mL/min) con un medio de elucién (50 mL) de 2% de
SLS y 10% de acetonitrilo a pH 4,5 a 37° (22). Esta es una configuracion de circuito cerrado.

El método necesita reflejar las fuerzas de transporte que son predominantes in vivo (23). Esto ha sido demostrado en
métodos que emplean un aparato con celda de flujo que simula un vaso sanguineo (24). Otro aparato que ha sido usado para
pruebas de desempefio in vitro de DES son las celdas de incubacion de distintos volimenes y agitacion desde 250 hasta 300
rpm a 37°, o el Aparato 7 de la USP con soportes oscilante de volumen pequefio en celdas de vidrio de 10 mL a velocidades de
inmersién de 5 DPM o 40 DPM (25).
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PRODUCTOS PARENTERALES DE USO
VETERINARIO

Hay muchos tipos distintos de formulaciones parenterales comercializadas en la industria veterinaria. La guia FDA Center for
Veterinary Medicine (CVM) Guidance for Industry N.° 238, publicada en junio de 2016, ofrece orientacién y estrategias para
considerar, como parte del programa de desarrollo de pruebas de liberaciéon de farmacos y especificaciones de productos (26).
Los métodos de las pruebas de liberacion de farmacos deberian desarrollarse en las primeras etapas del desarrollo del producto,
para que puedan ser empleadas en la caracterizacion de las formulaciones que se usan en los ensayos de seguridad y eficacia.
Los datos de liberacion de farmacos de los lotes empleados en estos estudios respaldan las especificaciones de la prueba de
liberacion de farmacos en el momento en que el producto se libera y cuando vence. La orientacion, por tipo de formulacién,
ofrecida en este articulo también deberia considerarse para las formulaciones de uso veterinario. Un ejemplo reciente informado
por Folger et al. describe el trabajo realizado en un producto farmacéutico de uso veterinario que consiste en un farmaco lipofilico
disuelto en una matriz oleosa de baja viscosidad (27). Este trabajo incluye la identificaciéon de un medio adecuado, que disuelve el
farmaco a lo largo del tiempo sin degradarlo, y el desarrollo de un sistema y método que podrian emplearse en el laboratorio de
control de calidad y que podrian discriminar un producto de calidad de uno que fue formulado o procesado de forma incorrecta.

Algunas formas farmacéuticas podrian ser fisicamente mas grandes que las formulaciones farmacéuticas convencionales para
seres humanos, lo cual exigiria modificaciones del equipo de laboratorio. Algunas de estas formulaciones de uso veterinario
estan disefadas para ofrecer un control a lo largo de una estacion, al liberar el farmaco por periodos prolongados de tiempo. Es
importante coordinar la estrategia del método in vitro de liberacién de farmacos para el desarrollo del producto con el método
de control de calidad (QC, por sus siglas en inglés) para la liberacién del producto. Esta estrategia es util en el manejo del ciclo
de vida del producto para apoyar los posibles cambios de produccion.

Tabla 2. Posibles aparatos para los procedimientos de evaluacion de la liberacién in vitro de formulaciones
parenterales

Seccion del Capitulo General (1) Aparato
Soluciones
Acuosa Ninguno
Oleosa Aparato 2
Polvos (para solucion) Ninguno

Suspensiones

Aparato 2, Aparato 4, volumen reducido, celda de dialisis

Nanosuspensiones

Aparato 2, Aparato 4, celda de dialisis

Liposomas

Aparato 1, Aparato 2, Aparato 4, celda de didlisis

Microparticulas (microesferas)

Aparato 2, Aparato 4, frasco de incubacion, celda de didlisis

Polvos estériles para
suspensiones

Ver Suspensiones

Emulsiones

Aparato 2, aparato de volumen reducido, celda de difusion
vertical

Implantes

Aparato 2, Aparato 4, frasco de incubacion, Aparato 7

Estents liberadores de farmaco

Aparato 7, Aparato 4, celda de flujo modificada

Formados in-situ

Ver Implantes

CONCLUSIONES

A pesar de que las agencias reguladoras, la industria y la academia reconocen la necesidad de demostrar el desempefio in vitro,
actualmente no hay guias farmacopeicas ni reglamentarias. EI Subcomité sobre Productos Parenterales de la USP tiene interés en
recibir comentarios sobre este articulo de Estimulo para colaborar con el desarrollo de un capitulo general informativo
complementario sobre la liberacidn in vitro de formulaciones farmacéuticas parenterales. Envie sus comentarios a Desmond Hunt,
dgh@usp.org.

Los autores declaran que no existen conflictos de interés aparentes o reales relacionados al tema que se trata en este articulo
de Estimulo. Las opiniones que se presentan en este articulo no representan necesariamente aquellas de las organizaciones
para las que trabajan los autores. No se pretende ni se debe inferir el respaldo o aprobacion oficial por parte de estas
organizaciones.
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