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Resumen

Furosemida, un diurético con amplias aplicaciones clinicas como el tratamiento de
edema por fallo renal e hipertensiéon. Es un medicamento de tipo IV, con baja
solubilidad y permeabilidad, lo que resulta en una pobre biodisponibilidad. Debido a
esto, se disefaron varias técnicas de formulacion para mejorar su solubilidad. Una de
ellas fue la de contraiones, que consistié en anadir excipientes como Meglumina, el
cual modificé el pH y funciond como agente solubilizante. Si bien modificar la
solubilidad puede comprobarse mediante ensayos in vitro, solo estudios in vivo
confirmaron de manera cualitativa su efecto en la absorciéon y biodisponibilidad.

El objetivo de esta investigacion fue comparar cualitativamente la biodisponibilidad in
vivo de dos formulaciones de furosemida, una al 4 % de Meglumina y la otra al 20 %.
La evaluacién de la biodisponibilidad se realizé en ratas macho, que se dividieron en
4 grupos: 3 de 21 ratas y 3 para control basal. Las muestras de plasma se analizaron
por HPLC-DAD, y el método fue validado mediante curva de calibracién, exactitud y
estabilidad.

Los resultados mostraron que el Tmax fue de 0.5 horas para las tres formulaciones. Se
alcanzé una concentracidon plasmatica maxima (Cmax) para la formulaciéon de
furosemida de 17,02 pg/mL, para el de furosemida con meglumina al 4% de 24,80
pug/mL y de 25,80 ug/mL para el de furosemida con meglumina al 20%. El andlisis
estadistico ANOVA de dos vias mostrd diferencias significativas (p<0,05) entre los
grupos, es decir las formulaciones con meglumina tienen una mayor concentracion
plasmatica maxima de furosemida; sin embargo, el area bajo la curva (AUC) de
furosemida sola fue mayor, lo que sugiere una mayor biodisponibilidad total en

comparacion con las formulaciones que contenian meglumina.

Palabras claves: Biodisponibilidad, Meglumina, Furosemida, Concentraciones

plasmaticas



Abstract

Furosemide is a diuretic with wide clinical applications, such as in the treatment of
edema due to heart failure and hypertension. It is a class IV drug, with low solubility and
permeability, which results in poor bioavailability. Therefore, various formulation
techniques have been designed to improve its solubility. One such technique involves
the use of counterions, including the addition of excipients such as meglumine, which
modifies the pH and functions as a solubilizing agent. While its effect on solubility can
be verified through in vitro tests, in vivo studies confirm its qualitative impact on
absorption and bioavailability.

The objective of this study was to qualitatively compare the bioavailability in vivo of two
formulations of furosemide: one with 4% meglumine and another with 20%. The
bioavailability evaluation was carried out in male rats, divided into four groups: three
groups of 21 rats each and a basal control group. Plasma samples were analyzed using
HPLC-DAD, and the method was validated through calibration curves, accuracy, and
stability.

The results showed that the T<sub>max</sub> was 0.5 hours for all three formulations.
The maximum plasma concentration observed (C<sub>max</sub>) was 17.02 pug/mL for
plain furosemide, 24.80 pug/mL for the formulation with 4% meglumine, and 25.80 pug/mL
for the 20% meglumine formulation. A two-way ANOVA revealed significant differences
(p < 0.05) between the groups, indicating that the formulations with meglumine
achieved higher peak plasma concentrations of furosemide; however, the area under
the curve (AUC) was highest for plain furosemide, suggesting greater total bioavailability
than in the groups containing meglumine.

Keywords: Bioavailability, Meglumine, Furosemide, Plasma concentrations



. Introduccion

Furosemida es un potente y efectivo diurético, impide de manera activa la reabsorcién
del ion cloruro en el segmento ascendente del asa de Henle, reduce la retencién de ion
sodio e impulsa la produccion de ciertas prostaglandinas, generando un efecto
vasodilatador. (1)

Posee numerosas aplicaciones clinicas, como la gestion de estados edematosos
relacionados con fallos cardiacos, renales e hipertensiéon. Ademas, funciona como un
adyuvante en el tratamiento de edema pulmonar agudo; también se usa en casos de
enfermedades hepaticas y situaciones acompafiadas por hipercalcemia y oliguria
producidos por falla renal (2—4)

Su farmacocinética es variable, ya que la misma enfermedad para la cual estd indicada
influye en esta. En general, la absorcién es rapida y los niveles pico ocurren entre los 60-
90 minutos luego de la administracidn. Tiene una alta unién a proteina plasmatica (97-
98%) (3,4). Se metaboliza por glucuronidacidn hepatica, y se elimina por filtracion renal.
Su vida media de es relativamente rapida (0.5- 2h); Sin embargo, la cinética de
eliminacion bifasica es lenta (20-30 h). En individuos sanos y para una formulacion oral
de 40 mg, la biodisponibilidad es de 50- 70%, la concentracién mdaxima se alcanza entre
1-1.5 horas. Por otro lado, en pacientes esto varia de acuerdo a la enfermedad, por

ejemplo, en sindrome nefrdtico esta se puede reducir a 30% (3).

II. Marco teodrico

Los métodos para superar la pobre solubilidad de medicamentos por via oral presentan
buenos resultados, asi como limitaciones. La modificacidon quimica se puede dar por
formacién de sales o por prodrogas. El principio de la formacion de sales es convertir los
compuestos insolubles en sales solubles estables, aunque mejora la solubilidad y
disolucién efectivamente y que también es una técnica muy empleada, requiere grupos
ionizables, ademds debe ser ionisable a pH fisiolégico. La técnica de prodrogas consiste
en administrar una forma quimica inactiva, que serd activado posteriormente por el
metabolismo. La gran limitante es disefar la nueva especie quimica con una estructura

viable (1).



Una modificacion fisica se produce por polimorfismo sélido estable o por reduccién del
tamafio de particula. El primero emplea el principio activo en estado amorfo, ya que
tiene la energia interna mas alta que otros polimorfos lo que la hace mas reactiva lo que
al mismo tiempo mejora su solubilidad, disolucidn y biodisponibilidad(2). La desventaja
es que tiene un tiempo de vida corta por su alta reactividad, la exposicidén a solventes o
humedad puede revertirlo a su estado cristalino (3). Ademas, es posible incrementar la
solubilidad del farmaco al disminuir el tamafio de las particulas, lo que incrementa la
superficie, lo que potencia la solubilidad y disolucion, tal como se demuestra con la
ecuacién de Noyes-Whitney. Para conseguir la reduccion del tamano de particula se
debe someter a estrés mecanico que puede degradar el medicamento (4).

dc/dt=kS (C_s-C) Ecuacidn Noyes-Whitney
Donde:

k= constantes

C= concentracién en un tiempo “t”

Cs= es la solubilidad de saturacion

S= area superficial
Otras técnicas es coadministrar con excipientes solubles, por ejemplo, los surfactantes.
La desventaja es que puede precipitar luego de la dilucién o que los excipientes resulten
ser toéxicos (5). Se pueden formar complejos con ciclodextrina, estas encapsulan
medicamentos en una cavidad hidrofébica, pero posee una superficie hidrofilica, la
técnica se ve limitada por el tamafiio del poro y también por su nefrotoxicidad con una
repetida administracion (6). Otra forma de encapsular medicamentos hidrofdbicos es
con nanoparticulas poliméricas, estas al ser de naturaleza anfipatica, ayuda a suspender
el principio activo en medios acuosos, el disefo del farmaco debe ser especifico para
cada especie quimica, lo que significa una desventaja en el uso de la técnica (7)
La formulacion con Meglumina se basa en la técnica de contraiones. Los contraiones son
moléculas que mantienen la neutralidad eléctrica de una especie idnica. La Meglumina
se encuentra dentro del grupo de iones farmacéuticos al igual que el sodio, cloruro,
potasio, lisina, maleato, entre otros. Segun el manual de excipientes farmacéuticos, la

Meglumina deriva del sorbitol, es organica; se utiliza como solubilizante y regulador de



pH. Sus propiedades quimicas son pH de 10.5, pKa= 9.5, punto de fusién 128-132°C y
una solubilidad acuosa de 1 en 1 a 20°C. Se ha demostrado que a los acidos débiles los
estabiliza e incrementa la tasa de liberacion de farmacos. Es ampliamente utilizada como
excipiente en formas farmacéuticas no parenterales, ademas la FDA aprobd su uso como
excipiente para formas farmacéuticas solidas (capsulas y comprimidos) y liquidas
(inyectables por via intravenosa e intramuscular) (8-11). La Meglumina ha sido
estudiada para incrementar la solubilidad de otros farmacos. Investigaciones de Zhu et
al. (2014), evaluaron diferentes concentraciones de Meglumina para incrementar la
solubilidad de repaglinida, evidenciandose que una proporcién 1:2 (repaglinida:
Meglumina) obtuvo mejores resultados. La Meglumina disuelta en etanol (50% v/v),
mostro un efecto beneficioso en la tasa de liberacidn del ingrediente activo, siendo
idoneo como excipiente para la fabricacidon de tabletas (12). En el 2017, Yamashita et.
al, desarrollaron formulaciones de telmisartan, siendo la variable el pH, demostrando
gue la saturacion excesiva de telmisartan entre un pH 5 - pH 6.8 incrementé de manera
notable la disolucién (11).

La mejora de los pardametros farmacocinéticos mejora la biodisponibilidad y la eficacia
de la dosis administrada, asi como su toxicidad mejorando el cumplimiento del paciente

al tratamiento (14).

2.1. Biodisponibilidad
La biodisponibilidad fue definida en 1995 por Amidon et al., como la velocidad y cantidad
de un farmaco que al ser absorbido a una dosis determinada se hace disponible en el
lugar de accién (15). Al presentar complicaciones al momento de evaluar la relacién
entre la velocidad y la absorcién con la disponibilidad del farmaco, la Asociacién de
Farmacéuticos Americanos (APhA) reinterpreté este concepto como la rapidez y
cantidad a la que, de acuerdo con la forma de dosificacion establecida, el principio activo
absorbido llega a la circulacién sistémica. (16). Al poder cuantificar la concentracion del
farmaco tomando una muestra de sangre u orina se puede precisar la adherencia del
principio activo en la circulacion sistémica, No obstante, este elemento también esta
sujeto a las caracteristicas fisicoquimicas y farmacocinéticas, a la dosificacién y al

sustrato bioldgico al que se dirige el medicamento.



2.2. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB)

El SCB clasifica los principios activos en cuatro clases basados en su solubilidad acuosa y
su permeabilidad intestinal; factores determinantes en la velocidad y la absorcién del
farmaco (Tabla 1). Este sistema facilita el conocimiento de las caracteristicas del
principio activo y orienta a las investigaciones para la optimizacién del desarrollo de las
formulaciones.

Un medicamento muestra una alta solubilidad cuando la dosis mas elevada se puede
disolver en menos de 250 ml de medio acuoso a un pH de 1-7.5. En cambio, una sustancia
se considera altamente permeable cuando la absorcidn registrada en investigaciones de
permeabilidad in vivo supera el 90% de la dosis que se administra.

Aquellos que se encuentran en la clase | tienen solubilidad alta en agua y se absorben
mas facilmente por la mucosa gastrointestinal, por ende, su biodisponibilidad es
practicamente del 100% (sin degradacién gastrointestinal o metabolismo presistémico).
En la clase Il se encuentran los farmacos que si son absorbidos con facilidad pero que no
son solubles, esto asociado a las caracteristicas lipofilicas de la molécula. Los fdrmacos
gue son muy solubles, pero con permeabilidad baja, por no poder atravesar las barreras
lipidicas, se encuentran en la clase Il y, los principios activos que se encuentran en la
clase IV son aquellos que representan un mayor desafio al momento de desarrollar
formas farmacéuticas dado a su solubilidad y permeabilidad baja.

Tabla 1: Sistema de clasificacion biofarmacéutica. Adaptado de Reddy et al(17).

Clase Solubilidad Permeabilidad Ejemplos

Acido acetilsalicilico
Alopurinol
Amoxicilina

Alta Alta
Acido ascorbico
Fluconazol

Propanolol

Ibuprofeno

Rifampicina
Il Baja Alta

Nevirapina

Verapamilo




Abacavir

Aciclovir
1] Alta Baja Cloxacilina

Metildopa

Metoclopramida

Furosemida

Albendazol
v Baja Baja

Ritonavir

Mebendazol

2.3. Métodos aplicados para mejorar la biodisponibilidad
2.3.1. Micronizacion
La nanosuspension o micronizacién se basa en la descomposicidon de un farmaco al
destruir sus enlaces internos lo que lleva a la modificacion de sus propiedades
fisicoquimicas y funcionales, incrementando asi la velocidad de disolucién y su
solubilidad. Este proceso se logra empleando molinos micronizadores que reducen el
tamafio de las particulas de hasta 0,5-10 um (18). No obstante, al utilizar una corriente
expansora en la cdmara de micronizacion, las particulas presentan alta carga eléctrica lo
que provoca que se aglomeren con mas facilidad, ademas, al triturarse el principio activo

puede degradarse debido al estrés fisico(19).

2.3.2. Dispersion solida

Este método permite dispersar ingredientes farmacéuticos activos (APIl), ya sea como
moléculas separadas, particulas amorfas o cristalinas, en un carrier o portador solido (en
estado amorfo o cristalino) utilizando sistemas de fusién y evaporacion del disolvente
(20). Este método permite disminuir la dimensién de las particulas hasta niveles
moleculares, lo que incrementaria la superficie y la rapidez de disolucion del
medicamento. Por otro lado, los polimeros utilizados en este método en su mayoria
absorben humedad provocando una reversion de un estado amorfo a cristalino del
farmaco. Ademas, esta reversion puede incrementarse con el aumento de la

temperatura facilitando el movimiento moleculary la recristalizacién (21).



2.3.3. Utilizacion de contraiones

Un contraién se refiere a una especie idnica que actla como acompanante de otra para
garantizar el equilibrio eléctrico. Estos contraiones se dividen en dos categorias: cationes
y aniones. Segun lo descrito por Paulekuhn et al., se han identificado diferentes tipos de
contraiones catidnicos. (22) Se encuentra el sodio, potasio, zinc, calcio, Meglumina,
entre otros. Pueden funcionar como reguladores del pH y acelerar la disolucién de los
principios activos, desempefiando asi el papel de agentes solubilizantes.

La salificacion es una manera de utilizar contraiones para transformar los farmacos. Las
sales pueden formarse debido al caracter acido o base débil de los grupos funcionales
de los principios activos, lo cual les permite ser ionizados. Este método puede utilizarse
cuando los farmacos presentan baja solubilidad en medio acuoso, problemas de
cristalizacién o inestabilidad quimica.

Tabla 2: Contraiones catidnicos mas utilizados para la formacidn de sales farmacéuticas.
Adaptado de Ortiz et al. (23)

Tipo Cation
Potasio
Sodio
Cation
Magnesio
metalico
Calcio
Zinc
Arginina
Aminodacido
Lisina
catidnico
Histidina
Trietilamina
Etanolamina

Trietanolamina
Amina

N-metil-D-glucamina (Meglumina)
organica

Etilendiamina

Trometamina

Colina




2.4. Furosemida
2.4.1. Estructura

La furosemida es conocida quimicamente como el acido 5-(Aminosulfonil)-4-cloro-2- [(2-
furanilmetil) amino] benzoico (23). Presenta un grupo acido carboxilico, sulfonamida y
amina, estos actlan como donadores de electrones formando enlaces puente de

hidrégeno. (24)

o OH
O
s
=3
| ~O
NH,  CI
Figura 1: Estructura quimica de la furosemida. Fuente:

http://estebanleonardorb.blogspot.com/1997

2.4.2. Farmacodinamia y farmacocinética

La furosemida es un medicamento empleado para tratar el edema asociado a
enfermedades del rifién, higado o corazén. Este fdrmaco funciona como un diurético,
bloqueando el cotransportador de Na+-K+-2Cl-, que se encuentra en la membrana
luminal de la rama ascendente del asa de Henle. Su accion impide la reabsorcidn activa
de sodio y cloro, lo que incrementa la eliminacion de sodio y agua a través de la orina,
al tiempo que optimiza el intercambio de potasio en el sistema renina-angiotensina. (25)
Modelos animales demuestran que la furosemida reduce la filtraciéon glomerular
inducida por la renina y prostaglandina, aumentado el flujo sanguineo renal lo que
mejora la cantidad de oxigeno intrarrenal (llustracion 2). Por otro lado, la enzima
prostaglandina deshidrogenasa es inhibida por la furosemida, disminuyendo la
resistencia vascular renal y aumentando el flujo renal sanguineo, lo que a la par también

aumentaria la capacitancia vascular y disminuiria la presién para el llenado del ventriculo



izquierdo, util en pacientes que sufren de enfermedad arterial periférica (26).

Porcién ascendente gruesa del asa de henle

Luz tubular
Capilar
i peritubular |

k—===>  Diyréticos |
. de asa

[
Nat, aesss Na* €-emenenccs Na* Na*
: p 4 K
K* K* 2CI

Figura 2: Accion de la furosemida en la nefrona. Adaptado de de la Espriella et al. (31)

Al administrarse de forma oral, el 60% -70% de la dosis es absorbida a nivel del tracto
gastrointestinal. La furosemida interactia con las proteinas del plasma, y las
concentraciones en el plasma pueden variar entre 1 y 400 ug/ml, incrementandose en
funcién de la dosis administrada. A nivel del higado no se observa un alto metabolismo,
por el contrario, su excrecién por via renal es del 88% mediante la filtracién glomerular
y la secrecidén tubular activa, ocurriendo a las 24 horas después de su administracion en
forma del metabolito glucurdnico (10% - 20%) o como farmaco sin modificacion (80%-
90%). La vida media en pacientes con insuficiencia renal y hepatica puede variar entre
las 11y 20 horas (27).

El componente activo es un acido de baja densidad con un pKa de 3.48. Al presentar
enlaces puente de hidrogeno, anillos de furano y falta de potencial de hidratacion, este
diurético posee baja solubilidad y depende del pH, debido a la ionizacién del carboxilo.
Valores de 2.3-10 de pH pueden modificar la solubilidad acuosa desde un 0.18 — 13.36
mg/ml (28).
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2.5. Mejora de la biodisponibilidad de la furosemida

Al ser la furosemida un farmaco utilizado para tratar varios problemas médicos como la
hipertensién arterial y cardiopatias, se han realizado multiples investigaciones para
mejorar su biodispobilidad.

Goud et al. (25) elaboraron cocristales equimolares de furosemida con la finalidad de
obtener una mayor solubilidad y estabilidad. Realizaron trituracion asistida por liquido
con urea, cafeina, acido aminobenzoico, acetamida, nicotinamida, adenina, citosina e
isonicotinamida, luego caracterizaron los productos por diferentes métodos como la
calorimetria de barrido diferencial o la difraccién de rayos x. Los cocristales con mayor
solubilidad fueron la furosemida-citosina, furosemida-adenina y la furosemida-cafeina
con valores aproximadamente de 11,7, 6 veces mayores respectivamente que la
furosemida normal y, la velocidad de disolucién fue dos veces mayor que el farmaco
puro.

Abraham (29) desarrollé estrategias para mejorar las propiedades biofarmacéuticas
como la solubilidad, permeabilidad, disolucion y estabilidad de la furosemida. Utilizo
aminodacidos, etanolaminas y oligosacaridos. Observd un incremento de 112 veces para
la furosemida al obtener un sistema soluble con arginina. Luego, evalud la formacidn de
solidos a partir de dichos sistemas solubles utilizando métodos como la molienda o la
liofilizacidon. El producto obtenido se caracterizé utilizando técnicas como la resonancia
magnética nuclear en estado solido o la difraccién de rayos X. Sales farmacéuticas
binarias formadas con furosemida se logré al utilizar trietanolamina o arginina vy, la
disolucién y la fotoestabilidad de la furosemida tuvo mayores resultados con la sal
farmacéutica de estequiometria 1:2 con arginina logrando estabilidad de casi el triple
del tiempo que es farmaco libre.

Gutiérrez et al. (30) determinaron la influencia del poloxdmero 407, excipiente
farmacéutico que actia como agente solubilizante, en el farmaco furosemida. Para
conseguirlo, empleé el procedimiento de granulacidn por fusién. Se elaboraron granulos
de furosemida y poloxamero 407, asi como mezclas fisicas a tres concentraciones (1:0,5,
1:1y 1:2), caracterizandolas luego por medio de la metodologia indicada en la USP 42-

NF 37. La concentracién que obtuvo mayor resultado en la velocidad de disolucion de la
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furosemida fue el de 1:2, donde se alcanzo hasta un 100% de disolucién del farmaco
para granulos y 95.45% para mezclas fisicas a diferencia de la furosemida que consiguid
un 72.62%. Por otro lado, en las pruebas estadisticas se mostro diferencias significativas
al compararla con la furosemida (p < 0.05).

Coty et al. (31) evaluaron el potencial del Spray Flash Evaporation (SFE) para
nanocristalizar la furosemida con el fin de reducir el tamano de las particulas y aumentar
la velocidad de disolucidn. El tamafio del polvo de furosemida y su morfologia se estudid
utilizando microscopia electrdnica de barrido y el perfil de disolucién se evalué antes y
después de la submicronizacién mediante el sistema de flujo a través de células (USP 4).
La disposicidon cristalina del polvo de furosemida después de SFE mostré una forma
polimorfa que no modifico el nanocristal. Mediante espectroscopia infrarroja el patrén
fue idéntico entre la furosemida antes y después del proceso de SFE, lo que confirmo
qgue la integridad quimica de la furosemida no fue alterada y, en el estudio de la
velocidad de disolucidn, la furosemida cristalizada tuvo una mejora en la velocidad de

4.5 veces mds que la furosemida normal.

2.6. Meglumina
2.6.1. Caracteristicas fisicoquimica

Denominado también N-metilglucamina, es un polihidroxi-amina y contraidn catidnico
utilizado como agente solubilizante y como modificador de pH. Presenta un pKa de 9.5
a 20° C, una solubilidad de 1 a 1 a 20°C, punto de fusién de 128-132° Cy pH de 10.5 en
solucién acuosa al 1% (p/v)(31). Debido a que no es toxico y puede mejorar la solubilidad
de varios farmacos su uso es aceptado para diferentes formas de presentacion de los
medicamentos como capsulas, comprimidos o inyectables (32). La solubilidad lograda al
formar complejos con los principios activos se debe a la atraccidon electrostatica de los
aminos cargados positivamente por parte de Meglumina y al oxigeno carbonilo rico en

electrones en los farmacos(33).
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Figura 3: Estructura quimica de Meglumina. Fuente: Aloisio et al. (20)

2.6.2. Investigaciones sobre el uso de Meglumina en farmacos

Yamashita et al. (11) estudiaron el proceso de disolucién y precipitacién de telmisartan,
un farmaco de baja solubilidad en la regién de pH neutro, aplicando Meglumina como
modificador de pH. Utilizaron granulos del farmaco mezclado con Meglumina al 18% y
33% y lo disolvieron en tampdn a valores diferentes de pH. El farmaco se diluyd en un
90% para ambos granulos mientras que el telmisartan en polvo solo se diluyd en un
0.5%. En la evaluacion por difraccion de rayos x en polvo, el pico de difraccion
pronunciada desaparecido a 8°26 en la solucién a 6.8 pH, lo que indicd una baja
cristalizacién. Esto permitié concluir que la Meglumina proporciona una alta solubilidad
al telmisartan dependiendo del pH.

Haiying et al. (34) utilizaron Meglumina para mejor la solubilidad y biodisponibilidad de
la glimepirida utilizando la técnica de hidrotopia. El complejo glimepirida-Meglumina se
distinguid tanto por la espectroscopia infrarroja como por la difraccién de rayos x en
polvo, evidenciando la creacidn de enlaces puente de hidrogeno en el mismo. La
solubilidad de la glimepirida se incrementd hasta 24.000 veces en una relacion de peso
de 1:10 (glimepirida: Meglumina) y, en la evaluaciéon de la disolucién in vitro, el
medicamento se disolvié en un 95% tras dos horas, en contraste con la glimepirida en
su estado purificado que se disolvié en 12 horas.

Zhu et al. (33) desarrollaron un método para mejorar la disolucion del farmaco
repaglinida en base a la adicién de Meglumina en etanol al 50%. La disolucién se realizé
a diferentes valores de pH y la concentracion del farmaco se midié utilizando
cromatografia de alta resolucién. Los resultados mostraron una mayor solubilidad al
aumentar la concentracion de Meglumina. También, se observd un aumento

significativo en la disolucion en relacién molar repaglinida y Meglumina de 1:2 (n/n). En
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la difraccién de rayos x no se evidencio picos en la solucion del fdrmaco con Meglumina,
lo que permitid inferir la formaciéon de complejos entre estos. Con ello, se concluyd que
la Meglumina podria ser utilizada para mejorar la solubilidad de este fdrmaco en especial
en la presentacion de tabletas.

Tabletas de desintegracién oral: Con la ayuda de Meglumina como excipiente
alcalinizador, se mejord la disolucién de telmisartan en un 80% durante los primeros 5
minutos. Para ello, se compararon las disoluciones de dos dispersiones sélidas binarias,
que contenian como excipiente, ademas del farmaco, un polimero hidrofilico en una se
adiciond un tercer componente (Meglumina). Ademas de emplear diferentes ratios de
Meglumina para encontrar la mejor concentracién, se realizaron diversas pruebas para
caracterizar las microparticulas de cada dispersion sélida. Como conclusidn secundaria,
se evaluaron diferentes matrices para tabletas de desintegracion oral, todas resultaron
compatibles con las dispersiones sélidas siendo Pharmaburst®500 la mas éptima.
Meglumina flunixina (MF): es un AINE de uso veterianrio, limitado por la irritacién del
tracto respiratorio. Se desarrollé una dispersion sélida de MF de desintegracion oral
mediante compresion directa con Eudragit ® como matriz junto con otros excipientes. El
perfil de disolucidén in vitro mostré MF en dispersién solida liberé de forma mas lenta
que una mezcla fisica. Las formulaciones con Eudragit ® mejoraron notablemente el
sabor de las tabletas, luego del estudio farmacocinético resultdé que los principales
parametros no diferian significativamente de los granulos comerciales, lo que ayuda a
inferir que tendrd un comportamiento similar en uso veterinario (41).

Co-molienda de Meglumina y nateglinida: La disolucién de nateglinida mejord con una
formulacidon con Meglumina mediante un proceso de co-molienda; ademas de esto, se
evaluod el efecto hipoglucémico en ratas diabéticas. Se prepararon tres formulaciones
con diferentes ratios molares de farmaco-Meglumina (1:1, 1:2 y 1:3). Se usaron técnicas
de espectroscopia infrarrojo de Fourier, analisis térmico diferencial y difraccién de rayos
X. La formulacidn con mejor perfil de disolucidon fue usada para la evaluar el efecto
terapéutico, teniendo como control nateglinida sélida. Los cambios en la prueba de
espectroscopia infrarroja demostraron la formacién de un enlace amida entre
nateglinida y Meglumina, esto fue confirmado por las otras pruebas mencionadas, esta

nueva especie presentaba por lejos una mejor disoluciéon a una mayor concentracion de

14



Meglumina. Esta disolucién se expresé también en las pruebas in vivo de
hipoglicemia(36).

Tabletas de Repaglinida y Meglumina: La diluciéon 50% de Repaglinida en una solucién
de Meglumina en 50 % v/v en etanol, adicionado a un binder mejord el perfil de
disolucion del farmaco. Se emplearon las mismas pruebas usadas por Alaa Y. et all. para
la caracterizacidn del farmaco, el cual confirmd la formacién de un complejo molecular.
El experimento de disolucidn se llevd a cabo en varios niveles de pH, y el estudio de la
concentracion de repaglinida se llevé a cabo mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC en inglés). Se descubrid una correlacion directa entre la concentracion
de Megluminay la disolucion del medicamento (10).

Composiciones ternarias amorfas de celecoxib y Meglumina: Se elaboraron
composiciones ternarias de celecoxib, un estabilizador (Polyvinilpirrolidona o PVP) y
Meglumina. La formulacidn con el ratio 7:2:1 w/w. mejoré la solubilidad de celecoxib
10,2 veces que la forma cristalina de celecoxib; también mantuvo la estabilidad
termodindmica del farmaco en forma amorfa. Sin embargo, Meglumina por si solo fue
incapaz de impedir la cristalizacién de la forma amorfa de celecoxib. Se demostrdé un
efecto sinérgico entre PVP y Meglumina para mejorar la disolucion de celecoxib; se
sugiere una posible interaccién a nivel molecular de PVP y Meglumina, pero pruebas de

caracterizacion no fueron realizadas (37).

2.7. Cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC)

Tipo de cromatografia en columna que permite separar, identificar y cuantificar
diferentes especies quimicas encontradas en una mezcla de solucién. Esta técnica es

indicada para la separacidon de compuestos orgdnicos semivolatiles y fijos (38).
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Figura 4: Esquema de un cromatdgrafo liquido de alta eficacia. Fuente: Skoog et al. (27)

El equipo esta conformado por un disolvente (fase mévil) y por un sélido que interviene
en la separacion de los compuestos activos (fase estacionaria). Presenta un reservorio,
el cual contiene la fase movil (liquido o fluido), unido a una tuberia que a su vez se une
a una bomba encargada de transportar el disolvente siguiendo un flujo de presién.
También posee inyectores que introducen la muestra a analizar en el sistema. Cuando
la muestra es colocada en los inyectores, viaja junto al disolvente hacia la columna
donde se encuentra la fase estacionaria, una vez alli los analitos son separados debido a
la interaccion de la fase movil con la fase estacionaria. Dicha interaccidn es traducida
como una sefial e identificada por un detector que muestra los tiempos de retencion y
el area de las moléculas analizadas despendiendo de la concentracién y del tipo del

compuesto (llustracion 4). Estos detectores deben tener un rango amplio de respuesta,
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tener una respuesta lineal y una sensibilidad adecuada (39).
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Figura 5: Tipos de cromatografia a utilizar basados en la masa molar y la polaridad del
analito. Fuente: Rigo et al. (28)

Para utilizar correctamente el equipo cromatografico se requiere el equilibrio entre las
fuerzas moleculares del analito, la fase mdvil y la fase estacionaria. Considerando las
interacciones entre estos tres componentes se debe seleccionar el tipo de cromatografia
a utilizar(40). Por ejemplo, para evaluar analitos con masa molar elevada, como las
enzimas o proteinas, es recomendable utilizar la cromatografia de exclusién molecular
0 para analizar iones inorganicos, como nitratos o nitritos, la cromatografia de

intercambio idnico es una buena opciodn (llustracion 5).
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2.7.1. Validacion de HPLC para analisis farmacoladgicos

El uso de medicamentos es esencial para la cura o el control de enfermedades, por ende,
evaluar su concentracidon y efectos en el organismo es de suma importancia. Los
métodos existentes para esta evaluacion por lo general son largos y costosos, pero al
utilizar el HPLC se podria lograr este objetivo de una manera simple y econdmica, debido
a ello, se estdn realizando investigaciones para validar el uso de HPLC como un método
analitico para la deteccién de multiples farmacos.

Por ejemplo, Huaynasi et al. (41) detectaron y cuantificaron fenitoina junto con
inhibidores de glicoproteina-P (elacridar y tariquidar) obtenidos del plasma de ratas
mediante el uso de HPLC-DAD. Como fase movil se utilizaron acetonitrilo. Hicieron
diluciones seriadas en plasma de rata para tener estandares de calibracién y soluciones
control. Para corroborar la utilizaciéon de HPLC-DAD, se fundamentaron en el estudio de
selectividad, linealidad, precisién, exactitud, recuperacién y estabilidad de la Guia de
Validacion de Métodos Bioanaliticos de la Administracién de Alimentos y Medicamentos
(FDA). Al evaluar la selectividad no encontraron picos que hayan dificultado la
determinacién de los analitos. En el analisis de linealidad observaron una relacion entre
el area y la concentracion de los analitos con un nivel de confianza del 95%. Obtuvieron
coeficientes de variacion del 15% y valores de exactitud entre 85%-115% lo que coincidio
con los establecido por la FDA y permitid indicar la precisién y exactitud del instrumento.
El porcentaje de recuperacién superior de fenitoina, elacridar y tariquidar fue del 97%,
96% y 94% respectivamente, cumpliendo lo establecido y demostrando la eficiencia del
método de extraccion. Con estos resultados concluyeron que el HPLC puede ser utilizado
para analisis farmacoldgicos de biodisponibilidad y monitorizacidon de los compuestos
activos.

Por lo visto anteriormente, emplear un procedimiento cromatografico esta determinado
por la validacién de los requisitos especificos para su utilizaciéon. Estas exigencias podrian
fundamentarse en normativas de entidades cientificas como la Federacidn Internacional
de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), el Instituto para la Normalizacion de Laboratorios
Clinicos (CLSI), la Agencia Europea del Medicamento (EMA) o la Administracion de

Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA); o también puede basarse
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criterios propios del laboratorio donde se realiza el procedimiento (42).

La guia EUROCHEM (2023) establece que “la extension de la validacién debe adaptarse
al propdsito del analisis” y que “una validacién parcial puede ser aceptable cuando el
método no se utiliza con fines regulatorios sino exploratorios o investigativos”. (46) El
estudio de Mannam y Yallamalli (2018) empled solo selectividad, linealidad, precision y
exactitud en un andlisis de furosemida en plasma de conejos; igualmente el articulo
titulado “Validacién de método para determinacion de furosemida en plasma y orina”
incluyé los parametros cldsicos como linealidad, precisidn, recuperacién, limites de
deteccidn y cuantificacion y especificidad, pero fue desarrollado bajo un enfoque mas
clinico y normativo, diferente al de la presente investigacion (47)

En consecuencia, se considera que una validacién parcial es suficiente cuando el estudio
no busca aprobar un método con fines clinicos o regulatorios, sino garantizar una

evaluacién comparativa fiable en un modelo animal.

2.8. Técnica de ensayo in vivo

Se entiende por ensayo in vivo aquel que se lleva a cabo dentro de un organismo vivo
como animales de laboratorio. Al tener identificadas las posibles variables que provocan
un fendmeno especifico se realiza el experimento in vivo controlado para obtener
resultados sin distorsiones. Si estos resultados se asemejan a los del fendmeno natural,
la investigacion cambiaria a un modelo in vitro, con ello, la informacidn resultante
permitiria poder manipular o controlar el fenédmeno natural observado (43).

Generalmente los modelos animales en un ensayo in vivo suelen ser ratas o ratones
debido a su alta disponibilidad, su facil manipulacién y el conocimiento extenso
disponible sobre ellos. Sin embargo, existen ensayos con especies no convencionales
como conejos, gallinas e inclusive conejillos de indias (cuyes), todos estos con una
justificacion cientifica para su uso. El numero y edad de los animales a utilizar en una
prueba cientifica dependerdn de la rigurosidad del efecto de la prueba, de la sensibilidad
esperada, de las concentraciones a suministrar y de la potencia estadistica deseada en
la evaluacién. Se debe considerar también el sexo de los individuos, pues en

investigaciones previas ha tenido efecto. (44).
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2.9. Planteamiento del problema

La furosemida, un diurético ampliamente utilizado para el tratamiento de edema
asociado a insuficiencia renal e hipertensién; sin embargo, presenta limitaciones
relacionadas con su baja solubilidad, lo que puede comprometer su absorcidon y
efectividad terapéutica. Diversas estrategias de formulacidon han sido exploradas para
superar este desafio, destacando el uso de meglumina como agente solubilizante. Sin
embargo, aunque estudios previos han senalado el potencial del meglumina para
mejorar la solubilidad de compuestos poco solubles, aln existe una falta de evidencia

cientifica sélida que evalle su impacto en la biodisponibilidad in vivo de la furosemida.

En este contexto, surge la necesidad de comparar la biodisponibilidad in vivo de dos
formulaciones de furosemida que emplean meglumina en concentraciones al 4% y al
20%. Esta evaluacidon permitira determinar si las modificaciones en la formulacién
afectan significativamente la absorcion del compuesto, proporcionando una base
cientifica para decisiones clinicas y el desarrollo de formulaciones farmacéuticas mas

efectivas.

El principal desafio de este estudio reside en la falta de informacién comparativa que
confirme la efectividad de estas formulaciones en cuanto a biodisponibilidad in vivo.
Resolver esta incégnita es crucial para optimizar el uso del meglumina como estrategia
de formulaciéon y, en ultima instancia, mejorar el tratamiento de condiciones médicas

graves como la hipertensién y el fallo renal.

2.10. Justificacion

El uso de la Meglumina como agente solubilizante se ha propuesto como una estrategia
para mejorar la solubilidad de la furosemida. Sin embargo, es crucial realizar una
evaluacion cualitativa de la biodisponibilidad in vivo para determinar si esta técnica de
formulacidn realmente mejora la absorcidon del compuesto.

La razdn detras de esta investigacidn radica en la necesidad de ofrecer sélidas pruebas
cientificas acerca de la efectividad de la formulacién de furosemida con Meglumina para

orientar decisiones clinicas y optimizar el tratamiento de pacientes con edema debido a
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fallo renal e hipertensién. Al evaluar la biodisponibilidad in vivo de estas formulaciones,
este estudio contribuirda a mejorar la comprensién de su efectividad terapéutica y
proporcionard informaciéon relevante para el desarrollo de futuras estrategias de

formulacion de farmacos.

lll. Pregunta de investigacion

¢Existe una diferencia significativa en la biodisponibilidad in vivo de la furosemida al
comparar dos formulaciones con distinta concentracion de meglumina (4 %y 20 %) con
una formulacion sin meglumina en un modelo animal de ratas macho Sprague-Dewley?

IV. Objetivos
4.1. Objetivo general:

Determinar si existe una diferencia significativa al comparar la biodisponibilidad de dos
formulaciones de furosemida con meglumina (4 %y 20 %) con una formulacién de

furosemida sin meglumina en un modelo animal de ratas macho.

4.2. Objetivo especifico:

e Determinar los valores de Tmax y Cmax luego de administrar por via oral
furosemida 20 mg sin meglumina, en un grupo de ratas macho Sprague-Dewley.

e Determinar los valores de Tmax y Cmax luego de administrar por via oral de una
suspension de furosemida 20 mg con meglumina al 4% en un grupo de ratas
macho Sprague-Dewley.

e Determinarlos valores de Tmax y Cmax luego de administrar por via oral una
suspension de furosemida 20 mg con meglumina al 20% en un grupo de ratas
macho Sprague-Dewley.

e Comparar los valores de Tmax y Cmax de la curva de biodisponibilidad de
furosemida sin meglumina y de dos formulaciones de furosemida con

Meglumina al 4 % y al 20%.
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V. Metodologia de investigacion
5.1. Materiales
5.1.1. Reactivos
Furosemida (Suleshvari pharma, India), Meglumina (Merck, Alemania), fosfato de
potasio monobdsico (Merck, Alemania), hidréxido sodico (Macron, EEUU), celulosa
microcristalina tipo 101 (Merck, Alemania), croscarmelosa sddica (JRS Pharma, EE.UU.),

povidona K-30 (ISP EEUU) y lactosa monohidrato (DMV, Inglaterra).

5.1.2. Equipos y aparatos
HPLC-DAD (Agilent. USA), Bafio Maria, Termohigrometro, Jaulas de animales, Balanza de
precision y analitica.

5.1.3. Animales de laboratorio
Se usaron ratas machos de dos meses, cepa Sprague-Dawley (n=66), con un peso
corporal de 200g - 240 g, provenientes del animalario de la Universidad Peruana
Cayetano Heredia (UPCH). Los animales estuvieron en un ambiente con un ciclo luz y
oscuridad de 12:12 horas, con temperatura de 22 °C y humedad relativa (HR) de 70 %.
Se emplearon jaulas de polipropileno, ubicando tres ratas por jaula para garantizar su
bienestar y facilitar el manejo previo al experimento. Durante su estancia, tuvieron
acceso libre a agua y alimento balanceado en pellets para roedores, elaborado en la
Universidad Nacional Agraria de la Molina. Esta investigacion fue aprobada por el Comité
Institucional de Etica para el Uso de Animales (CIEA) de la UPCH, en el marco del

proyecto identificado con SIDISI 203758, autorizado el 24 de febrero de 2019.

5.2. Métodos

5.2.1. Elaboracion de las formulaciones
Se pesaron los ingredientes en balanza analitica siguiendo la proporcién de la tabla 3
suficiente para 20 gramos. En otro vaso de precipitado se mezclaron por 5 minutos en
espiral de adentro hacia afuera, luego se agregdé el agua pura, como aglutinante,
mediante goteo constante sin dejar de mezclar. Luego se secé en una estufa durante 3

horas a 65°C.
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Tabla 3: Formulacién con meglumina al 4% y 20%.

Formulacién 1 Formulacién 2
(meglumina 4%) (meglumina 20%)

Meglumina 4 20
Furosemida 20 20
Celulosa microcristalina | 18 14
Lactosa monohidratada | 53 41
Croscarmelosa Sodica 2 2

Povidona K-30 3 3

5.2.2. Distribucién del tamaiio de particula

La distribucion del tamafio de particula en las formulaciones de furosemida con
meglumina, fue determinada utilizando el método de analisis por tamizado. Este
procedimiento implica pasar la muestra a través de varios tamices con aberturas de
malla decrecientes, separando las particulas segin su tamafio. Las fracciones retenidas
en cada tamiz se pesan para calcular el porcentaje de material correspondiente a cada
rango de tamafio. Este método es el mas utilizado, debido a su rapidez y eficacia en la
caracterizaciéon granulométrica de materiales en diversas industrias, incluyendo la

farmacéutica. (45)

5.2.3. Validacién del método analitico
Se optd por realizar una validacidn parcial del método analitico, enfocdndose en los
pardmetros esenciales para garantizar resultados confiables y suficientes para los fines
comparativos del estudio: linealidad, exactitud (recuperacidon) y estabilidad; con el
propésito de determinar los limites de deteccidn y cuantificacién, evaludndose ademas

el porcentaje de recuperacidn y estabilidad de la furosemida en el plasma.

5.2.3.1. Linealidad
Se utilizdé el método de extrapolaciéon lineal hasta una concentracion cero,

representando la curva de calibracion con niveles de furosemida de 0.50, 1.25, 2.50,

3.75,5.00y 6.25 pg/mL.
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5.2.3.2. Exactitud
El andlisis se realizé por triplicado en tres concentraciones porcentuales (%) de

furosemida en plasma al 80, 100 y 120. La recuperacion fue evaluada comparando las
areas de respuesta de los estandares con las obtenidas a partir de concentraciones

equivalentes de furosemida en el plasma de ratas.

5.2.3.3. Estabilidad
Se evalué la estabilidad, analizando las muestras tanto en el momento de su preparacion

como después de 24 horas, periodo en el que fueron almacenadas en refrigeracién a

una temperatura de entre 5 °Cy 8 °C.

5.2.4. Evaluacion farmacocinética in vivo y procedimiento para puncion
cardiaca y eutanasia.

El tamafio de muestra se realizé tomando como referencia a lo publicado por Hasan Ali
et al. (2017), para el estudio los animales fueron divididos en sub grupos de 3 animales
cada uno a los que se les tomo las muestras de sangre alas 0.5, 1, 2, 4, 6, 12 y 24 horas.
(23)

Para evaluar la biodisponibilidad, se utilizaron 66 ratas, distribuidas en cuatro grupos:
tres grupos de 21 animales cada uno y un grupo control de tres destinado como basal.
El primer grupo de animales se subdividié en siete subgrupos, cada uno conformado por
tres ratas, a las cuales se les administré furosemida 40 mg/kg por via oral utilizando una
canula de administracion oral. Treinta minutos después, se procedio a la extraccién de
muestras sanguineas mediante puncion cardiaca en los animales del primer subgrupo.
Posteriormente, las muestras fueron centrifugadas a 5000 r.p.m., y el plasma obtenido
se almacend en ependorf de propileno a-20 °C hasta su andlisis. Se les aplicd la eutanasia
a los animales inmediatamente después de finalizada la toma de muestra, se les
administré pentobarbital sddico (100-150 mg kg- 1). Para los otros subgrupos se realizé
el mismo procedimiento de extraccién a las 2, 4, 6, 12 y 24 horas respectivamente.

En el caso del segundo y tercer grupo, cada uno compuesto por 21 animales, se
administré por via oral una suspension de furosemida en meglumina al 4 % y 20 %,
respectivamente, a una dosis de 40 mg/kg. El procedimiento de recoleccidon de muestras

fue idéntico al utilizado en el primer grupo.
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Durante el estudio, todos los animales tuvieron acceso libre al agua. La concentracién
de furosemida en ambos grupos fue determinada mediante cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC). Cada muestra y estandar fueron analizados individualmente en el
HPLC, utilizando voliumenes de inyeccidn de 20 uL. Se utilizd una columna C18-5 um de
4.6 mm x 150 mm (Zorbax Extend), con un flujo de 1 mL/min y una deteccién a 254 nm.
Los cromatogramas fueron registrados y se midieron las respuestas de los picos
correspondientes, calculandose luego la cantidad de furosemida presente en cada

muestra.

Las muestras se mantuvieron a temperatura ambiente antes de ser diluidas con
acetonitrilo en una proporcién de 1:2. Posteriormente, fueron centrifugadas a 5000
r.p.m. y filtradas en viales ambar de 1 mL para su analisis por HPLC. Se cuantifico la
furosemida en la muestra, utilizando la ecuacion siguiente:

Furosemida (ug/mL) = (Am [/ Ae) x (PE /25)(3/25)(Pot E)(1000)(2)

Donde:

Am: Area de muestra

Ae: area de estandar

PE: Peso de estandar

Pot E: Potencia de estandar

Parametros farmacocinéticos, como el area bajo la curva (AUC), la concentracion
maxima(Cmax) y el tiempo maximo (Tmax), fueron calculados utilizando los datos
obtenidos de las curvas construidas para todos los animales.

Al finalizar el estudio los animales fueron eliminados de acuerdo a los procedimientos

del laboratorio del Servicio de Control de Calidad.

5.2.5. Analisis estadistico

Los pardmetros de Cmax observada y el Tmax necesario para alcanzar esta
concentracion se obtuvieron directamente de las curvas de concentracion de la muestra

en ratas.
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La media y la desviacion estandar de las concentraciones y los tiempos maximos fue
calculado. Ademas, se realizo la prueba de ANNOVA de dos vias para comparar los datos

de los grupos experimentales. Se empled R para el analisis estadistico.

5.2.6. Area bajo la curva

Para comparar la biodisponibilidad de dos formulaciones de furosemida con meglumina
al 4% y 20% en ratas, se calculd el AUC de las concentraciones plasmaticas frente al
tiempo utilizando el método del trapecio. Este método es una técnica de integracién
numérica que permite estimar el AUC dividiendo el perfil de concentracion-tiempo en
segmentos trapezoidales y sumando las areas de cada segmento. La férmula aplicada

para cada intervalo [t;, ti«] es:
AUG; = (Ci + Cis1) / 2 x (tisa - i)

donde C; y Ci.i son las concentraciones plasmaticas en los tiempos t; y ti,
respectivamente. La suma de estos segmentos proporciona una estimacion del AUC
total, que es fundamental para evaluar la biodisponibilidad de las formulaciones

estudiadas.

VI. Resultados

6.1 Linealidad
En la investigacidn se evaluaron seis niveles de concentracion teodricos: 0,4

ug/mL, 0,8 ug/mL, 1,6 ug/mL, 4 ug/mL, 8 ug/mLy 10 ug/m. Con estos datos, se
generd la curva de calibracién, presentada en la tabla 4 y la figura 6. Para la
furosemida, la ecuacién derivada de la curva fue y = 218,61x — 12,848, con un
coeficiente de correlacion (r) de 0,9996 y un coeficiente de determinacion (r?) de
0,9996. Estos indica que cumple con los criterios de aceptacidn para la linealidad
del método analitico, que exige un coeficiente de correlacién superior a 0,98 y

un coeficiente de determinacién mayor a 0,99. (48)
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Tabla 4: Curva de calibracion tabulada a partir de las areas de las diluciones realizadas para

la prueba de precisién por HPLC/DAD.

Concentraciéon Areal Area 2 Area 3 Promedio
ug/mL
0,4 135,81883 123,96185 63,68098 107,82055
0,8 195,02077 175,63148 213,10999 194,58741
1,6 167,20073 414,78311 419,74301 333,90895
4 918,98724 895,27106 881,0473 898,43520
8 1760,43811 1816,0769 1767,40723 | 1781,30741
10 2192,33569 2163,71729 2191,77197 | 2182,60832
2500,00000
y = 218,61x + 12,848
R2=0,9996 .-
2000,00000
o
3 £
2 .
S 1500,00000
o
5
< 1000,00000 .
1S '3
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0 2 4 6 8 10 12
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Figura 6: Curva de calibracion a partir de los datos tabulados.

6.2. Exactitud

Con muestras de Furosemida a tres concentraciones diferentes: 1,44 ug (pico 120%);1,2
ug (pico 100 %) y 0,96 pg (pico 80%) en 1 m L de plasma sanguineo de rata se realizaron
dos lecturas diferentes por cada muestra y se calculé el promedio con cada pico, los
cuales fueron 171,68 para pico 120%; 124,03 para pico 100%; y 115,54 para pico 80%.
En latabla 5 se presentan los valores correspondientes a los porcentajes de recuperacion

de furosemida.
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Tabla 5: Porcentajes de recuperacion de furosemida en concentraciones del 80, 100 y 120%.

Niveles de concentracion (%) Porcentaje de recuperaciéon
(Promedio + DS)
80 97,86 + 0,45
100 84,76 + 0,30
120 100.91+1,72

La prueba de exactitud muestra un pico a 9.448 nm en la muestra de plasma de rata
luego de una administrarle unas dosis de furosemida (figura 10), este pico coincide con
el de la muestra del estandar de furosemida (figura 9), ademas este pico esta ausente
en la muestra plasmatica de una rata a la que no se le administré furosemida (figura 8).

Asi mismo, se resalta que ningin componente del diluyente interfiere con la lectura del

plasma (figura 7).

PSRN )

Figura 7: Cromatograma de plasma sin diluyente.
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Figura 9: Cromatograma del estandar.
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Figura 10: Cromatograma de plasma con furosemida, el plasma no afecta el pico del
analito.

6.3. Estabilidad:

El analisis de la estabilidad de furosemida en muestra de plasma, almacenadas tanto a
temperatura ambiente como en refrigeracién durante 24 horas, indica que Ia
furosemida se mantiene estable, con niveles de cuantificacidn que oscilan entre el 96,93

%y el 99,60 % (Tabla 6).

Tabla 6: Concentracidn de furosemida a temperatura ambiente y en refrigeracion,
expresados como promedio + desviacion estandar (n=2).

No Concentracion inicial Concentracion final
1 97,45 + 0,52 98,90 + 0,70
2 98,12 £ 0,48 98,75 +0,92

6.4. Distribucion de tamaiio de particulas

El analisis de filtracidn de la furosemida en combinacion con meglumina al 4% vy al 20 %
se llevaron a cabo utilizando tres tamanos de malla: 30, 40 y 60. Los resultados
mostraron que para la malla de tamafio 30, los porcentajes de filtrado fueron 69,09% y
62,79% en las dos muestras analizadas; con la malla de tamafio 40, los valores obtenidos

fueron 12,69% y 1,09%; finalmente, para la malla de tamafio 60, los porcentajes de
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filtrado registrados fueron 18,22% y 36,11%, para cada formulacién respectivamente.

Tabla 7: Distribucién de tamafio de particula formulacién furosemida con meglumina 4y 20%

Tamaiio de malla % filtrado de furosemida % filtrado de furosemida +
+ meglumina 4% meglumina 20%

30 69,09 62,79

40 12,69 1,09

60 18,22 36,11

6.5. Evaluacion farmacocinética in vivo

A través de pruebas in vivo se determiné la concentracién plasmatica de furosemida
(ug/mL) en ratas, tanto para los granulados de furosemida con meglumina como para
la furosemida sola. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla 8, a partir de los

cuales se elabord la figura 11.

o
20 1
' + Tratamientos
) \ -8 Furosemida
- o Furosemida — Meglumina 4%
101 ' °- - " -e- Furosemida —Meglumina 20%
] .
I i ‘_ - ;
D . e

0 05075 1 2 4 6 12 24
Tiempo (horas)

Figura 11: Concentracién plasmatica de furosemida (ug/mL) vs tiempo en horas.

El analisis de la concentracién plasmatica de furosemida en ratas Sprague-Dawley,

mediante la prueba ANOVA de dos vias, mostré diferencias estadisticamente
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significativas a los 30 minutos (p < 0.05) posteriores a la administracién de las
formulaciones. Estos resultados sugieren que la concentracién de furosemida en plasma
fue mayor en los animales que recibieron la combinaciéon con meglumina a los 30
minutos. Se identificd una concentracién plasmatica mas elevada en los grupos tratados
con furosemida junto con meglumina al 20 % y al 4 %.

Por otro lado, los animales que recibieron las formulaciones sin meglumina mostraron
las concentraciones plasmaticas mas altas hasta las seis horas. En contraste, en las
muestras obtenidas tras la administracion de furosemida con meglumina al 20 %, no se
detectaron concentraciones a las seis horas. Esta diferencia resulté estadisticamente
significativa (p < 0.05), como se muestra en la Tabla 8.

Tabla 8: Nivel plasmatico de furosemida en pg/mL, expresado como promedio
desviacion estandar (n=3).

Concentracion plasmatica (Media £ Desviacion Estandar,n=3)

Tratamientos

Furosemida<® Furosemida 4
Tiempo Furosemida Meglumina 4% Meglumina 20%

(horas) ug/mL ug/mL ugfmL p=-value
.00 0x0 0x0 00 -
050 17.02 + 1.99" 24.8 + 0.81° 25.8 + 0.21° p<0.05
1.00 11.28 + 3.01" 6.38 + 1.39" 9.56 + 0.66" p=0.06
2.00 10.48 + 4.99" 5.1+ 0.26" 9.22 + 4.74° p=0.30
4.00 6.66 = 0.47" 4.52 = 0.947 4.81 % 1,18" p=0.06
&.00 6.18 & 1.88° 4,46 + 0.09° 00" p<0.05
12.00 0x0 00 0x0 -
24.00 0=x0 0+0 0+0 -

*letras distintas representan diferencias significativas (p<0.05).

6.5.1 Parametros Cmax y Tmax
Con respecto a la tabla 9, se observa que con un Tmax de 0.5 horas se alcanzé una

concentracion plasmatica maxima observada (Cmax) en furosemida con Meglumina al
4% con un valor de 24,88 pg/mL y furosemida con Meglumina al 20% con un valor de

25,8 pug/mL.

32



Tabla 9: Concentracién maxima de las tres formulaciones para un tiempo en horas.

Parametros Furosemida MEG4% MEG20%

farmacocinéticos

C max (ug mL-1) 17.02+1.99 24.88+0.81 25.8+0.21

Tmax(horas) 0,5 0,5 0,5

6.5.2 Area bajo la curva

En cuanto al area bajo la curva para la furosemida entre t=0,5 h y t=24 h equivale a la
concentracién de 4,25-70,75 pug/mL, para la furosemida con Meglumina al 4% con una
concentracién en un rango de 6,20-51,72 pg/mL, y para la furosemida con Meglumina

al 20% con un rango de concentracion plasmatica de 6,45-43,72 ug/mL. (Tabla 10)

Tabla 10: Area bajo la curva calculados a partir de las medianas de las
concentraciones plasmaticas.

Tiempo AUC Furo AUC Meg 4% AUC Meg 20%
0.5 4,25 6,20 6,45
11,33 14,00 15,29
22,21 19,74 24,68
39,36 29,36 38,81
6 52,20 38,35 43,72
12 70,75 51,72 43,72
24 70,75 51,72 43,72

En la figura 12 se comparan las tres formulaciones, los resultados reflejan que la
furosemida sin excipiente alcanza el drea bajo la curva mas alta a lo largo del tiempo,
mientras que en combinacién con meglumina, para ambas concentraciones, muestra
valores menores, siendo mas baja con el 2%. A partir de la sexta hora, la curva de

furosemida con MEG al 2% se estabiliza, mientras que la de MEG al 4% continda en

33



ascenso hasta las 12 horas, aunque sin superar la furosemida sola.

.....

vvvvv

Area bajolacurva (ug/mL)

Tiempo en horas

FURO™ FURO+
—e—FURDSEMIDA  =mgemMEG 4% MEG2U%

Figura 12: Area bajo la curva de los tres grupos vs tiempo en horas, la mayor ABC
encontrada es la de las concentraciones luego de administracion de furosemida sin
meglumina.

VII. Discusion

En cuanto a la biodisponibilidad por via oral de una suspensién de furosemida en un
grupo de ratas Sprague-Dewley, se evidencid que la concentracién maxima mas baja fue
la de furosemida, ambas formulaciones con meglumina fueron altas sin diferencia
significativa entre ellas. La formulacion con meglumina al 20% fue eliminado a la sexta
hora, mientras que a esa misma hora la formulacion de furosemida tuvo la mas alta
concentracion 6,18 pg/mL.

Con respecto a otras formulaciones de furosemida; Goud et al. (34) evidencié que los
cocristales con mayor solubilidad fueron la furosemida-citosina, furosemida-adenina y
la furosemida-cafeina con valores aproximadamente de 11,7, 6 veces mayores
respectivamente que la furosemida normal y, la velocidad de disolucién fue dos veces
mayor que el farmaco puro.

Gutiérrez et al. (36), también, determind la concentracidn que obtuvo mayor resultado
en la velocidad de disolucidon de la furosemida fue de 1:2, donde se alcanzé hasta un

100% de disolucién del fdrmaco para granulos y 95.45% para mezclas fisicas, a diferencia
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de la furosemida que consiguid un 72.62%. Sin embargo, en las pruebas estadisticas se
mostroé diferencias significativas al compararla con la furosemida (p < 0.05). Por ultimo,
Coty et al. (37) obtuvo que la furosemida cristalizada tuvo una mejora en la velocidad de

4.5 veces mas que la furosemida normal.

En cuanto a la biodisponibilidad oral de furosemida con Meglumina al 4% en un grupo
de ratas macho Sprague-Dawley, se registré una concentracidon de 467,04 ug/mL a los
0,5 h, 202,49 ug/mLa1h, 153,00 ug/mLa 2 h, 93,14 ug/mLa 4 hy 100,30 ug/mLalas 6
h. Por otro lado, para la furosemida con Meglumina al 20% en el mismo grupo de ratas,
se observd una concentracién de 361,37 ug/mL a los 0,5 h, 141,56 ug/mLa 1 h, 193,23
pug/mLa 2 h, 84,54 ug/mLa 4 hy 80,25 ug/mL alas 6 h.

En referencia a investigaciones en meglumina; Yamashita et al. (15) alcanzé que la
Meglumina proporciona una alta solubilidad al telmisartan dependiendo del pH. Asi
mismo, Haiying et al. (40) utilizaron Meglumina para mejor la solubilidad vy
biodisponibilidad de la glimepirida utilizando la técnica de hidrotopia, en donde se
observé la formacion de enlaces puente de hidrogeno en el complejo. La solubilidad de
la glimepirida aumentd hasta 24.000 veces en una relacion de peso de 1:10 (glimepirida:
Meglumina)y, en la evaluacion in vitro de la disolucion, el farmaco se disolvié en un 95%
a las dos horas, mientras que la glimepirida en forma pura se disolvié en el periodo de
12 horas.

El trabajo de Lévano y Vazques el 2021 concluyd que la capacidad de meglumina como
contraién incrementd la velocidad de disolucion de furosemida en estudios in vitro con
una diferencia estadistica significativa para todas las formulaciones con meglumina en
comparacion a la de furosemida (49). Este estudio in vivo complementa dicho andlisis,
si bien la concentracién maxima alcanzada es inferior en las ratas administradas con la
formulacidn sin meglumina, es decir las formulaciones con meglumina tienen una mayor
biodisponibilidad a la media hora, esta no se observa en una mayor area bajo la curva.
Por otro lado, cuando el proyecto fue aprobado, no se contaba con el resultado del
trabajo citado, y se desconocia que la formulacidon con mayor area bajo la curva seria de

la formulacién al 10%, no se descarta la posibilidad que esta formulacion en un estudio
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in vivo si obtenga una mejora en la biodisponibilidad de furosemida en concentracién
plasmdtica. En otras palabras, los resultados obtenidos en este estudio indican que la
administracion de furosemida con meglumina al 20% resulté en una concentracién
plasmatica maxima (Cmax) mds alta en comparacion con la furosemida sola, lo que
sugiere una mejora en la biodisponibilidad del farmaco (50). Este hallazgo es consistente
con estudios in vitro citado al inicio; meglumina al actuar como agente solubilizante y
modificador del pH, puede aumentar la solubilidad y, por ende, la absorcién de farmacos
con baja solubilidad acuosa, como la furosemida (49).

Por otro lado, Zhu et al. (39) demostré una mayor solubilidad al aumentar la
concentracion de Meglumina. También, se observd un aumento significativo en la
disolucion en relacion molar repaglinida y Meglumina de 1:2 (n/n). En la difraccion de
rayos x no se evidencio picos en la solucion del farmaco con Meglumina, lo que permitio
inferir la formacién de complejos entre estos y evidencié que la Meglumina podria ser
utilizada para mejorar la solubilidad de este farmaco en especial en la presentacion de
tabletas.

Los valores de Tmax y Cmax de la curva de biodisponibilidad de furosemida y de la
formulacidn de furosemida con Meglumina al 4 % y al 20%, en donde se obtuvo un valor
de concentracion plasmatica de 467,035 pg/mL de furosemida con Meglumina al 4% y
un valor de 361,37 de furosemida con Meglumina al 20%. En base a lo evidenciado
anteriormente cabe destacar que la Meglumina también es empleado como principio
activo, cuando forma enlaces con antimonios pentavalentes (Sb*) es util para el
tratamiento de leishmaniasis; Dr. Coelho et. investigaron el efecto de Meglumina
antimoniato en la actividad de diferente citocromos P450 (CYP) IA, CYP2A5, CYP2EI,
CYP2B9/10, CYP3AIl en higados de ratones hembra y macho (51).

Otro estudio reportd en el 2019 que este principio activo presenta un mejor efecto anti-
leishmania cuando son administrados como nanoparticulas. Una concentracién de 62,5
pug/mL de nanoparticulas sulfito antimonio de Meglumina inhibié el 50 % de
amastigotes. Dicha formulacion no disminuyd significativamente el tamano de la
lesiones en ratones BALB/c machos; sin embargo si mejord la disminucion de la carga
parasitaria (52).

Con respecto al drea bajo la curva, a pesar de esta mayor Cmax, se observé que el drea
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bajo la curva (AUC) fue menor para las formulaciones con meglumina al 20%. Esto se
corresponde con una eliminacién mas répida del farmaco, posiblemente debido a una
mayor solubilidad y absorcidén que aceleran su metabolismo y excrecién. Un resultado
diferente se reporté en la tesis de Pinedo (2019), donde una formulacién liquida
desarrollada experimentalmente logrd superar significativamente el AUC de la solucién
oral de referencia (53). Esta diferencia podria explicarse por las caracteristicas propias
del excipiente utilizado, es decir algunas modificaciones de formulacién pueden
disminuir la biodisponibilidad (como se observé en nuestro caso con meglumina).
Aunque no se encontraron estudios que relacionen directamente la mejora de la
biodisponibilidad con un aumento en la eliminacién de la furosemida, es plausible que
una mayor concentracion plasmatica inicial pueda inducir mecanismos compensatorios
gue incrementen la velocidad de eliminacién del farmaco.

Desde una perspectiva farmacodindmica, para un diurético de asa como la furosemida,
una eliminacién mds rapida podria ser desfavorable, ya que reduciria la duracion de su
accion diurética (54). Esto podria traducirse en una menor eficacia en el manejo de
condiciones como la insuficiencia cardiaca o la hipertensién, donde es crucial mantener
una diuresis sostenida para el control de los sintomas (54). Por lo tanto, aunque la
adicién de meglumina al 20% mejora la solubilidad y la absorcién inicial de la furosemida,

la aceleracion en su eliminacion podria limitar su efectividad terapéutica.
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Conclusiones

a.

La biodisponibilidad total (AUC) fue mayor en la furosemida sin meglumina, sin
encontrarse diferencias estadisticamente significativas frente a las
formulaciones con meglumina. Este hallazgo indica que, aunque la meglumina
modifique la absorcidn, no asegura una mayor exposicion global del farmaco, lo
gue resulta clave al considerar el objetivo terapéutico buscado.

Las formulaciones de furosemida con meglumina (4 % y 20 %) mostraron un
incremento significativo en la concentracion maxima (Cmax) respecto a la
furosemida sola, lo que sugiere que la meglumina actia como un solubilizante
gue favorece una absorcidn mas rapida, pero también podria asociarse a una

eliminacion acelerada del farmaco.
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ANEXOS

Anexo 1: Areas obtenidas por HPLC/DAD de las diluciones de Furosemida realizadas
para la curva de calibracion.

Dilucion Concentracion Areal Area 2 Area 3 Promedio Error
ug/mL

1/50

0,4 135,81883 | 123,96185 63,68098 107,82055 38,68299
2/501/50 0,8 195,02077 | 175,63148 213,10999 194,58741 18,74301
4/501/50 1,6 167,20073 | 414,78311 419,74301 333,90895 144,39485
10/50
1/50 4 918,98724 | 895,27106 881,0473 898,43520 19,16686
10/25 1760,4381
1/50 8 1 1816,0769 1767,40723 | 1781,30741 | 30,31221

2192,3356

5/101/50 10 9 2163,71729 | 2191,77197 | 2182,60832 | 16,36254

Anexo 2: Area bajo la curva de las concentraciones plasmatica tras la administracion
de las tres formulaciones de furosemida.

Area bajo la curva (AUC)

0 FUROSEMIDA PURA MEG4% MEG20%
TIEMPO 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0,5 85,52 67,63| 0,00|115,25|107,99| 0,00| 88,558| 90,04| 0,00
0,75| 156,20/ 101,45| 0,00|187,46|161,98| 0,00| 149,55|135,06| 0,00
1| 217,32 122,92| 21,49|214,00(175,20| 17,90| 182,91|152,68| 15,33
2| 393,44 336,72 219,21|305,18|274,55(137,41| 293,33(324,84 122,72
4| 609,37| 705,36| 560,41|465,42|468,36|303,08| 429,76 |604,83|293,28
6| 812,19 939,32| 817,22|617,63|649,48|454,82| 478,79 |681,48|371,74
12| 1032,70| 1302,90|1234,64|853,49 890,18 |700,49| 478,79|681,48|371,74
24| 1032,70| 1302,90|1234,64 853,49 890,18 |700,49| 478,79|681,48|371,74
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Anexo 3: Areas obtenidas por HPLC/DAD de las muestras del plasma tras

administracion de Furosemida sin Meglumina.

TIEMPO Areas muestras Rata 1 Areas muestras Rata 2 Areas muestras Rata 3
(horas) 1 2 1 2 1 2
0 0 0 0 0 0 0
0,5 934,8 871,8 796,4 632,3 0 0
0,75 589,1 590,3 0 0 0 0
1 651,4 751,4 581,7 325,1 452 455,9
2 230,93 226,42 656,1 695,23 457,99 722,43
4 335,53 347,4 293,26 302,22 306,43 314,98
6 188,02 200,15 326,92 313,1 367,42 367,37
12 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0

Anexo 4: Areas obtenidas por HPLC/DAD de las muestras del plasma tras

administracion de Furosemida con meglumina al 4%.

Areas muestras Rata

TIEMPO (horas) | Areas muestras Rata 1 2 Areas muestras Rata 3

1 2 1 2 1 2

0 0 0 0 0 0 0
0,5 1189,1 1245,5 1191,1 1090 0 0
0,75 304,5 311,3 0 0 0 0
1 254,6 250,9 285,2 273,4 373,5 382,7
2 229,6 228 230,9 259,8 273,05 232,97
4 190,2 198,4 288,3 244.5 184,6 184,27
6 211,6 203,6 209,4 214,3 222,73 209,74
12 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
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Anexo 5: Areas obtenidas por HPLC/DAD de las muestras del plasma tras

administracion de Furosemida con meglumina al 20%.

TIEMPO Areas muestras Rata 1 Areas muestras Rata 2 Areas muestras Rata 3
(horas) 1 2 1 2 1 2
0 0 0 0 0 0 0
0,5 953 918,2 912,4 989,6 0 0
0,75 356 348,7 0 0 0 0
1 352,5 352,1 367,3 377,2 329,4 318,4
2 243,2 218,4 541,3 532,5 224,79 261,6
4 130,8 128,1 214,7 190,1 207,16 207,18
6 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0

Anexo 6: Prueba de normalidad de la distribucion de datos de las concentraciones

plasmaticas de ratas Sprague Dewley.

Shapiro-Wilk Criterio
Sig<0.05
=<No
Tipo de Concentracion Estadistico gl Sig. normal
0.5 Minuto FUROSEMIDA PURA ,899 3 ,381 Normal
MEG4% , 7197 3 ,108 Normal
MEG20% , 762 3 ,027 No Normal
0.75 Minutos FUROSEMIDA PURA , 750 3 ,000 No Normal
MEG4% ,750 3 ,000 No Normal
MEG20% , 750 3 ,000 No Normal
1 Hora FUROSEMIDA PURA , 752 3 ,004 No Normal
MEG4% ,900 3 ,387 Normal
MEG20% ,990 3 ,809 Normal
2 Horas FUROSEMIDA PURA ,887 3 ,346 Normal
MEG4% ,957 3 ,601 Normal
MEG20% ,780 3 ,068 Normal
4 Horas FUROSEMIDA PURA ,948 3 ,559 Normal
MEG4% ,839 3 ,211 Normal
MEG20% , 796 3 , 105 Normal
6 Horas FUROSEMIDA PURA ,936 3 ,511 Normal
MEG4% 1,000 3 ,983 Normal
MEG20% 3 0.
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Anexo 7: Pruebas de Shapiro y Levene para las concentraciones plasmaticas de

furosemida.
Resumen de Plasma

istiins Tratamientos

(horas) Furona Muestra 20 Muestra4 p-value shapiro levene
0.00 0+0 0+0 0+0 - = 5
0.50  17.02+1.99° 258+0.21° 24.8+081° p<0.05 p=0.52 p=0.20
0.75 1241+ 0 9.64+0 6.48+0  p<0.05 p<0.05 -
1.00  11.28 +3.01° 956 +0.66° 6.38+1.39° p=0.06 p=0.29 p=0.70
200 10.48 +4.99° 9.22+4.74° 51+026° p=030 p=097 p=0.60
400 666+047° 491+119"° 452+0.94° p=0.06 p=071 p=0.83
6.00 6.18 + 1.88° 040" 4.46 + 0.09° p<0.05 p<0.05 p=0.18
12.00 0+0 0+0 0+0 - - -
24.00 0+0 0+0 0+0 - = -

*concentracion plasmatica en ug/ml (Media + Desviacion Estandar,n=3).

*letras distintas representan diferencias significativas (p<0.05).
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Anexo 8: Certificado de andlisis de furosemida.

SULESHVARI PHARMA

Bharoch

QUALITY CONTROL DEPARTMENT

FINISHED PRODUCT CERTIFICATE OF ANALYSIS
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—64—

FACTORY: - 6012/1, GIDC ind. Estate, Near Pasama Petrochem, Ankleshwar-393002, Dist.

Product Name FURGSEMIDE USP
Batch No. 17/FRS/A05 Product Code FRS
QC Referemce No. FP03-011 Quantity released 400.00 KG
Analysis Completed on 08.032017 Date | FEB, 2022
Specification No. SPE/APUFRS/00 Date of Mfg. MAR, 2017
Revision No. 00
A TEST SPECIFICATION DERERMATION
< - Y - - White
1 A White to Slightly Yellow, Odorless, Crystalline Powder Almost by
Parcically in soluble in water, Freely soluble in Acctone in | Complies
dimethyl formamide and in alkali hydroxide, soible in
2 | Solubility methanol, sparingly soluble in alcohol, slightly soluble in
ether, very slightly soluble in chiofrom,
Absorptivitics at 271 mm should not defer | Comnlies
e gV by more than 3.0 % i
The infrared absorption spectrum of the i
3 | Identification B ByIR | samole should be concorcant witls tise Coinpiies
spectruam of Furosemide WS
By color | Formation a red to red-violet color should Red —violet color
Test be produced formation
4 | Loss on drying NMT 1.0 % wiw 021 %
5 | Heavy Metals NMT 20 ppm Less than 20 ppm
& | Residue on ignition NMT 0.10 % w'w 0.04 wiw
5 a1 The sum of the response at
254 nm of those peaks eluting | Not More Than 0.25 % 0.08 %
5 | Related substance by | before Furosemide
HPLC The sum of the response at
272 nm of those peaks eluting | Not More Than 0.25 % 0.10%
after Furosemide
8 | Assay 98.00 % - 102.0 % on dry basis 99,52 %
9 | Residual solvent Acetic Acid :- NMT 5000 ppm 1130 ppm
Remark: The material y as per above specification
- Prepared by/date Reviewed by/date Approved by/date
N e -
Format No.: QC/GMP/14/F5400 Ha Coninol B Calcsd
04 SEP 2017
PO - T e )




Anexo 9: Certificado de analisis de meglumina.
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CERTIFICATE OF ANALYSIS
1.06187.1000 Meglumine EMPROVE® Essential Ph Eur, ChP, JP,
uspP
Batch E300007414
Spec.Values

Assay 9901006 =
Identifcation (IR) IR-Spectrum Conforms -
Identication A (USP) Compies N
Melting point 128131

Spoc. rotation (200, 105, waler, cade en -17.0--18.0 i
drad substance)
Appemance of soution (20% miv, waker) Clocar =,
Absortance of scluton (1 om; 20% miv; Not more $an 0030
water) (ot 420 nm)

Crioride (TI) Not move Tan 80 ppm
Sulgtala (S04) Net mosas fan 150 PR
Heavy mutals (s PD) Not mors $an 10 Ppm
Arsen (As) Not more Tan 1 pom
Nockal (N Not mome Tan 5 Ppm
Alumenkam (A1) Not maors San 8 Ppm
\ron {Fe) Not more #an 10 ppm
Reducng mattar Nol mors ®an 0.2 “«
Rednind substances (Ind. ) Not mors $an 025 -
Related substancos (Tosal) Not moee ®on 0.6 -
Sutpratod ash Not mose ®an 0.1 -
Loms on drying Not morm an 0.5 -
Mathanal (GC) Not mose $an 3000 pom
Other esidusl schvems (ICH O3C) E by =) -
Bacteral endotcens (LAL-tust) Lt thae 1.5 g

Date of release (DD MM YYYY): 04.07.2018

Minimum shell e (DD MM.YYYY): 31.07.2021

Batch Values
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Excluded by production -
Procasa
Camplus

Elemental impurily specifications have been set considenng (ICH Q30D (Guidetine for Elernental impunties).
Clags 1-3 elaments ave nol Kkely 1o be present sbove the ICH Q30D cption 1 imi, wifess specified and

indicated (*)

Corresponds fo Ph.Eur., ChP. JP, SP (general chapters) and USP.

Endotoxing performed by qualied axtemal lpboratoras

This document has been produced electronicaly and Is valid withowt a signatwre

Merok KGaA, Frankfurter Strafie 250, 64293 Darmstadt (Germany): +49 6151 720
FMD Mitipore Corporation - a subsidiary of Merck KGaA, Darmstac,
409 Summit Drive. Burlington, MA 01803, USA_ Phone +1 (T81) §33.6000
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