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Introduccion

El polimorfismo es la capacidad de una sustancia para existir como dos o mas fases
cristalinas que tienen diferentes conformaciones moleculares en su red cristalina." Los
polimorfos pueden diferir en sus propiedades fisicas y quimicas, incluyendo su punto
de fusion, reactividad quimica, solubilidad aparente y velocidad de disolucion.

Estas propiedades tienen impacto en el procesamiento farmacéutico (mezclado,
flujo de polvo) y en la calidad o el rendimiento de sus respectivos productos
formulados (estabilidad, disolucion y biodisponibilidad). Por ello, los entes reguladores
vienen manifestando un creciente interés en el desarrollo de metodologias analiticas
para detectar y cuantificar polimorfos.

Nimodipina (NIM) es un agente anti-hipertensivo bloqueante de los canales de
calcio, que se encuadra en la clase 2 del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica,
debido a que presenta baja solubilidad en agua y alta permeabilidad.? NIM presenta
dos formas polimérficas, conocidas como Modo | y Modo Il,3 siendo la solubilidad del
Modo | en agua a 25°C y 37°C el doble de la del Modo Il. Debido a esto, el Modo | es
el polimorfo de eleccién para el desarrollo de formas farmacéuticas.

La espectroscopia Raman es una de las técnicas mas utilizadas para analizar IFAs
en el estado solido, porque brinda resultados rapidos y presenta capacidad para la
identificacion quimica en pequenas moléculas. En este trabajo proponemos el uso de
espectroscopia Raman acoplada a un método quimiométrico como regresion por
minimos cuadrados parciales (PLS1), para identificar y cuantificar las diferentes
formas cristalinas de NIM.

Materiales y Métodos

Modo | se obtuvo partiendo de una solucién saturada de NIM en propanol agitada
bajo reflujo durante 2 dias, en presencia de un sedimento sdélido. Luego se filtré en
caliente y se llevd a estufa de vacio a 95°C durante 5 dias. El Modo Il se gener6
suspendiendo a temperatura ambiente 1 g de NIM comercial en 10 ml de isopropanol y
agitando la suspension durante 3 dias. Luego la mezcla se centrifugo y el sélido se
mantuvo en estufa de vacio a 50°C durante 4 dias. Los polimorfos se caracterizaron
mediante microscopia de barrido electrénico, calorimetria diferencial de barrido (DSC),
difraccion de rayos-X de polvo (DRX) y espectroscopias Raman e IR.34

Con el objeto de desarrollar un método cuantitativo para la determinacion del Modo
| de NIM, se tamizaron mecanicamente muestras de ambos polimorfos, seleccionando
las fracciones entre 50 y 100 mesh, las cuales fueron mantenidas en desecador.
Luego se procedié a preparar por pesada simple sendos conjuntos de muestras de
calibracion y validacidon, conteniendo mezclas de ambos polimorfos en diferentes
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proporciones. Dichas muestras fueron homogeneizadas a 30 rpm durante 15 min
utilizando un mezclador en Z.

Mediante microscopia de fluorescencia Raman, se obtuvieron un total de 60
espectros (Tabla 1) correspondientes a 10 muestras del conjunto de calibracion y 10
muestras del conjunto de validacion, a cinco niveles de abundancia (cada nivel fue
preparado por duplicado). Todas las muestras fueron analizadas por triplicado.

Tabla1. Detalles de la preparacion de muestras.

Conjunto Obietivo Abundancia del N° de N° de
de Muestras ) Modo | (%P/P) Muestras Lecturas
Calibracion  Optimizacion 100; 95; 90; 85; 75 10 30

Eficiencia,
o - 100; 97,5; 92,5; 85; 80 10 30

Validacion Precision y

Exactitud

Resultados y Discusion

Con el fin de reducir el ruido instrumental y la dispersion inherentes a la
espectroscopia Raman, los datos se sometieron a varios pre-tratamientos. Para la
correccion de la linea de base se utilizd el software Fityk,® y la intensidad de los
espectros se normalizé con referencia al pico a 806 cm'. Luego se realiz6 el promedio
de los tres espectros de cada mezcla, obteniéndose un total de 10 espectros promedio
tanto para el conjunto de calibracién como de validacion.

Los espectros promedio fueron dispuestos en forma matricial y procesados
mediante rutinas escritas para Matlab para el desarrollo y operaciéon de un modelo de
calibracion multivariante PLS.

Tabla 2. Parametros de la Calibracion.

Parametros NIM - Modo |
Intervalo Espectral (cm-") 1896,6-194,5
Intervalo lineal (% P/P de Modo ) 75-100
Numero de Factores 2
Numero de muestras 10
PRESS 14,04
RMSD (%) 1,18
REC 1,320
r’ 0,9802
Selectividad 0,890
Sensibilidad 0,110

Sensibilidad analitica (¥) 5,200
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La optimizacion de parametros fue realizada analizando el conjunto de calibracion.
El numero de factores (Tabla 2) se determin6 en base a la variancia explicada por los
factores PLS. La region espectral optima (1896,6-194,5 cm'), fue seleccionada
utilizando el algoritmo de ventana movil de ancho variable.® Como pre-procesamiento
adicional se utilizé el centrado en la media.

Se realizd una validacién interna analizando el conjunto de calibracion, donde se
examinaron las estadisticas, las cifras de mérito y la recta abundancia actual vs
predicha (Figura 1).
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Figura 1. A) Abundancia Actual vs. Predicha para el conjunto de calibracion (e) y
validacion (o). B) Elipse de confianza para la calibracién y validacion.

Seguidamente, se evalud el desempefio del método desarrollado (Raman/PLS)
analizando el conjunto de validacién, donde se examinod el nivel de recuperacion para
cada nivel, la dispersion de los resultados (Tabla 3) y la recta de regresion entre
abundancia real vs predicha. Ademas, se realizé la prueba de la elipse de confianza
conjunta (Figura 1).

La exactitud fue evaluada a 5 niveles de abundancia, calculando la recuperacién de
las muestras en el conjunto de validacion (Tabla 3), que en todos los casos no se
apartd significativamente del 100%. La precision del método fue evaluada
determinando la dispersion de los datos en los distintos niveles; las desviaciones
estandar relativas fueron menores de 10%.

Las elipses de confianza conjunta para la ordenada al origen y la pendiente fueron
evaluadas para el conjunto de calibracion y validacion. En todos los casos, éstas
contuvieron al punto (yo.= 0; m=1).
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Tabla 3. Validacion del método Raman/PLS.

Parametros Nivel1 Nivel2 Nivel3 Nivel4 Nivel 5
Abundancia (% P/P) 79,3 86,8 91,9 97,5 100,0
N° Muestras 2 2 2 2 2
Recuperacion (% P/P) 101,44 104,05 101,14 99,65 100,08
SD 4,63 3,84 1,11 2,05 1,26
Recuperacion total (% P/P) 101,27
SD 2,72
REP (% P/P) 2,769
Real vs Predicho

r’ 0,9127
Interseccion (yo) 0,895 £ 0,098
Pendiente (m) 10,63 + 8,94

ANOVA
SS Entre grupos 23,571
SS Dentro de los grupos 43,248
Fobs 0,681
Ferit 5,192

Conclusiones

La metodologia desarrollada, empleando espectroscopia Raman con analisis

multivariante PLS, demostro ser exacta y precisa cuando se evalud sobre muestras de
validacion. La misma es plausible de ser aplicada para el control de calidad rutinario
del tenor de Modo | de NIM en IFA a granel.
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