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RESUMEN

Las estatinas son una familia de medicamentos con un alto grado de eficacia para el tratamiento de
las dislipidemias. Son utilizadas como hipolipemiante de eleccién para la reducciéon del riesgo
cardiovascular por sus beneficios demostrados en disminuciéon de la mortalidad y morbilidad
cardiovascular. No obstante, estos compuestos se pueden degradar al exponerse a la radiacion
Ultravioleta (UV), generando radicales libres y especies reactivas de oxigeno, las cuales pueden

provocar reacciones de fototoxicidad y fotoalergia a la piel.

Este trabajo evalla el efecto de dos compuestos antioxidantes, acido ascoérbico (vitamina C) y
tocoferol (vitamina E) sobre la fotodegradacion de soluciones de atorvastatina expuestas a la
radiaciéon con luz UV-B monocromatica en presencia y ausencia de las vitaminas, utilizando dos

dosis de irradiancia de 216 y 426 yW/cm?2.

Los resultados en general demostraron que la presencia de acido ascorbico en la solucion a
irradiar de atorvastatina disminuye la fotodegradacion de este farmaco. Al respecto, se observo
que a los 70 minutos de radiacion utilizando la dosis menor, fue alcanzada una disminucién en la
fotodegradacion del farmaco de un 26,7% en comparacion con el porcentaje de degradacion de la
muestra en ausencia de esta vitamina. Con la dosis mayor esta disminucion alcanza un mayor

valor en comparacion a la menor dosis (39.35% a los 100 minutos de exposicion)

En el caso de la adicién de tocoferol a la solucién de atorvastatina los resultados mostraron que la
adicion de este compuesto no genera una disminucion significativa en la fotodegradacion de

atorvastatina.

Los resultados obtenidos en esta investigacion sirven de antecedentes para evidenciar el eventual
dafio que podria causar a los pacientes la exposicion al sol, cuando se encuentren en tratamiento
farmacoldgico con atorvastatina. Asimismo, podrian servir como estudios bases de investigaciones
a niveles in vivo, que evaluaran mecanismos que disminuyan los efectos adversos en personas
que se exponga por periodos prolongados a la radiacion UV-B o en aquellas horas del dia en la

gue radiacion UV es mayor.



ABSTRACT

Statins are a family of medications with a high degree of efficacy for the treatment of dyslipidemias.
They are used as a lipid-lowering agent of choice for the reduction of cardiovascular risk because of
their demonstrated benefits in reducing cardiovascular mortality and morbidity. However, these
compounds can degrade when exposed to ultraviolet (UV) radiation, generating free radicals and

reactive oxygen species, which can cause phototoxicity and photoallergy reactions to the skin.

This work evaluates the effect of two antioxidant compounds, Ascorbic Acid (Vitamin C) and
Tocopherol (Vitamin E) on the photodegradation of Atorvastatin solutions exposed to radiation with
monochromatic UV-B light in the presence and absence of vitamins, using two doses of irradiance

of 216 and 426 yW/cm?2.

The results in general demonstrate that the presence of Ascorbic Acid in the solution to be
irradiated from Atorvastatin controls the photodegradation of this drug. In this regard,
it was observed that at 70 minutes of radiation using a lower dose, a decrease in the
photodegradation of the drug of 26.7% will be achieved compared to the percentage of degradation
of the sample in the absence of this vitamin. At higher doses this decrease reaches a higher value

compared to the lower dose (39.35% at 100 minutes of exposure).

In the case of the addition of Tocopherol to Atorvastatin solution, the specific results that the
addition of this compound does not generate a significant decrease in the photodegradation of

Atorvastatin.

The results obtained in this background investigation to show the possible damage that could cause
patients exposure to the sun, when they are in the pharmacological treatment with Atorvastatin.
Likewise, it could serve as research base studies at in vivo levels, to evaluate mechanisms that
reduce adverse effects in people who are exposed to UV-B radiation for prolonged periods or

during the day in UV radiation is greater.



1. INTRODUCCION

1.1 Estatinas como farmacos hipocolesterolemicos

Las estatinas, una familia de farmacos que fueron introducidos al arsenal terapéutico hace
aproximadamente treinta afios, generan la inhibicion competitiva de la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-
coenzima A reductasa (HMG-CoA reductasa). Esta Ultima, es una enzima clave que cataliza la
conversion del HMG-CoA a acido mevalbnico, reaccion determinante en la velocidad de la
biosintesis del colesterol en el higado y de algunos metabolitos intermediarios que son importantes
en otros procesos. Al bloquear su funcién, disminuye la cantidad de colesterol intrahepatico, lo que
lleva a un aumento de la expresién de receptores de LDL (Low density lipoproteins) en la superficie
de los hepatocitos. Desde la sangre, estos receptores captan las LDL y otras lipoproteinas que
contienen apolipoproteina B (ApoB), disminuyendo, asi, los niveles de Colesterol-LDL plasmatico?l.
Ademads, las estatinas, por un mecanismo aun no establecido, disminuyen la sintesis de VLDL
(very low density lipoprotein), reduciendo también los niveles de Triglicéridos (TG)2. El efecto que
estos farmacos tienen sobre los niveles TG y Colesterol-HDL es limitado a dosis bajas, pero en
dosis mayores, alcanzan reducciones de 10-30% de los TG y un aumento de 5-10% del Colesterol-
HDL!. Asimismo, las estatinas reducen la morbimortalidad cardiovascular, siendo indicadas en el

sindrome coronario agudo y en la prevencion de accidentes cerebrovasculares.

Esta familia de farmacos conforma un grupo de medicamentos empleados inicialmente por su
efecto hipocolesterolémico, pero el avance de las investigaciones sobre sus propiedades bioldgicas
ha permitido determinar que estos compuestos exhiben a la vez importantes efectos pleiotropicos.
Dichos efectos son definidos como todas aquellas bioacciones de un medicamento que son
independientes de las originales para las que fue desarrollado. Entre los cuales destacan la
actividad antiinflamatoria y antioxidante, utilidad en tratamientos para desordenes
neurodegenerativos como el Alzheimer, uso en cardiopatias no isquémicas, enfermedades
autoinmunes, gastrointestinales, prevencion de fracturas, osteoporosis degeneraciones maculares,

entre otrass.

Las estatinas se pueden dividir en dos grupos bien diferenciados: las de origen natural
denominadas del tipo | y aquellas que son productos de sintesis o del tipo II*. No obstante, ambos
tipos poseen en comun Unicamente la porcion afin con la HMG-CoA reductasa responsable de su
accion inhibitoria®. Las estatinas del tipo | (Figura 1) presentan en comun el anillo
hexahidronaftaleno con un sustituyente éster a-metilbutirico y una B-hidroxi-d-lactona enlazada por
un puente etilénico. En tanto las del tipo Il (Figura 2) son moléculas méas grandes que las naturales

y tienen en comudn una cadena lateral fluoro-fenil y un acido heptenoicao®.
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En Chile, segun cifras del Ministerio de Salud a través de la encuesta nacional de salud 2016-2017,
existe una alta prevalencia de hipercolesterolemia en la poblacién adulta’?, con un 8% de la
poblacion con colesterol elevado. En este sentido, tanto estatinas del tipo | como del tipo Il son
frecuentemente prescritas (tabla 1). Al respecto, se ha determinado que las dosis minimas eficaces
de las estatinas en la prevencion de la enfermedad cardiovascular son: Atorvastatina 10 mg/dia,
Simvastatina 20-40 mg/dia, Lovastatina 20-40 mg/dia y Pravastatina 40 mg/dia8.

Los farmacos de esta familia prescritos en Chile han reportados algunos efectos adversos tales
como estreflimiento, nausea, dolor abdominal, diarrea, flatulencia, insomnio y cefalea, que suelen
ser leves y transitorios®. Ademas, se ha descrito una elevacion de las transaminasas hepaticas
aproximadamente en el 1-2% de los pacientes tratados®, como también, la aparicién de un cierto
grado de toxicidad sobre el musculo estriado el cual se ha presentado en cerca de un caso por
cada mil pacientes tratados!®. Cuando las estatinas se utilizan como monoterapia la intensidad de
estos efectos adversos puede variar desde mialgias no especificas hasta miositis, que en raras

ocasiones progresa a rabdomidlisis, potencialmente mortal por insuficiencia renal aguda®!.

TABLA 1: Clasificacién de las Estatinas y su actualidad en chile.

Origen Tipo Representante Actualidad @
I Lovastatina Con registro vigente
Natural Mevastatina Sin registro vigente
Pravastatina Con registro vigente
Simvastatina Con registro vigente
Il Atorvastatina Con registro vigente
Cerivastatina Sin registro vigente P
Sintesis Fluvastatina Sin registro vigente
Pitavastatina Con registro vigente
Rosuvastatina Con registro vigente

aDatos obtenidos del ISP, Sistema de consulta de Productos Registrados.
b Retirada del mercado el afio 2001 debido a las notificaciones de debilidad muscular, rabdomiolisis y muertes

asociadas a ella.



Entre las estatinas de origen sintético frecuentemente prescritas en nuestro pais se encuentra la
Atorvastatina (figura 3), y sus principales propiedades fisicoquimicas se pueden ver en la Tabla 2.
Es un miembro de la familia de las estatinas sintetizada por primera vez en 1985 y aprobada por la
Food and Drug Administration (FDA), para su comercializacion en 19962, Este compuesto esta
formado por un pirrol penta-sustituido formado por dos mitades contrastantes con una unidad
central heterociclica aquiral grupo fluorofenil y fenil, carbono dos y tres respectivamente. Asimismo,
tiene un grupo fenil-carbamoil sobre el carbono 4, un grupo propan-2-il y sobre el carbono cinco

una cadena lateral de acido 3,5-dihidroxiheptanoico?s.

Entre sus principales caracteristicas farmacocinéticas se pueden encontrar su rapida absorcion tras
su administracion oral la cual se incrementa en proporcidbn con la dosis. Ademas, sus
concentraciones plasmaticas méaximas se alcanzan en una o dos horas tras la administracion, tiene
una biodisponibilidad absoluta de 14% y se une a proteinas plasmaticas en un porcentaje cercano
al 98%. Presenta también un volumen medio de distribucién aproximado de 381L!4, se metaboliza
en un alto grado a derivados orto y para hidroxilados, y varios productos de beta-oxidacion, a
través del citocromo P450 3A4, aproximadamente 70 % de la actividad inhibitoria de la HMG-CoA
reductasa es atribuida a los metabolitos activos.

La Atorvastatina y sus metabolitos son eliminados primariamente por la bilis siguiendo metabolismo
hepatico y/o extrahepatico; sin embargo, la droga no parece sufrir recirculacion enterohepatical®.
La vida media de eliminacion plasmatica es de catorce horas aproximadamente, mientras que la
vida media de la actividad inhibitoria es de veinte a treinta horas debido al efecto de los metabolitos
activos?4, recuperandose al menos el 2% de la dosis de atorvastatina en la orina 16

FIGURA 3: Estructura Atorvastatina



TABLA 2: Propiedades fisicoquimicas de atorvastatina 17

Nombre comun Atorvastatina
Nombre IUPAC (3R,5R)-7-[2-(4-fluorofenil)-3-fenil-4-(fenilcarbamoil)-5-propan-2-
ilpirrol-1-il]-3,5-dihidroxiheptanoico
Peso molecular 558,65 g/mol
Férmula Quimica Ca3H3sFN20s
pKai 4,3
pKa 14,9

Libremente en metanol

Ligeramente en etanol

Solubilidad Muy ligeramente en acetonitrilo, agua destilada y buffer fosfato
(PH7,4)

Insoluble en soluciones acuosas de pH menor a 4

1.2 Radiacion UV v sus efectos sobre moléculas croméforas

La radiacion ultravioleta (UV) pertenece a la banda del espectro electromagnético con longitudes
de onda que van desde los 100 a 400 nm aproximadamente. La principal caracteristica de ella es

la posibilidad de producir excitaciones en los &tomos, generando reacciones quimicas.

La radiacion UV se divide en 3 zonas segun la longitud de onda (figura 4):

e Radiacion UV-A se extienden entre los 320 — 400 nm, es la parte menos energética de la
radiacién UV, esta a su vez esta se subdivide en radiacion de onda corta (320 a 350 nm) y
de onda larga (350 a 400 nm). Los rayos UV-A envejecen a las células de la piel y pueden
dafiar el ADN de estas. Estos rayos estdn asociados al dafio de la piel a largo plazo tal
como las arrugas, ademéas promueven el bronceado y debido a que penetran hasta la
dermis puede provocar eritema, también se considera que desempefian un papel en

algunos tipos de cancer a la piel.
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e Radiacion UV-B se extienden entre los 280 — 320 nm, mas energética que la radiacion
UV-A. Estos rayos pueden dafar directamente al ADN, ya que penetran profundamente la
epidermis, producen quemaduras solares y se cree que causan la mayoria de los canceres

de piel.

e Radiacion UV-C se extienden entre los 200 — 280 nm, es la porcién mas energética del
espectro UV, La mayor parte de los rayos UV-C procedentes de la radiacién solar son

absorbidos por el ozono atmosférico, de forma que no alcanzan la superficie terrestre’s,

Figura 4: Espectro electromagnético Ultravioleta. Fuente: Fisica Medica. Fisica de las radiaciones

ionizantes.
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Las radiaciones UV-A y en menor medida UV-B, penetran en la atmdésfera y contribuyen a la
fotosintesis de las plantas, y a la sintesis de vitamina D. La potencia de la radiaciéon UV que llega a
la superficie terrestre depende de multiples factores como: hora del dia, estacion del afio, latitud,
altitud, condiciones atmosféricas, reflejo en las superficies (agua, arena, pavimento, nieve, entre

otras), grosor de la capa de 0zono®-20,
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Actualmente el debilitamiento de la capa de ozono, la exposicion exagerada a la radiacion solar e
inadecuada proteccion frente a los rayos UV, ha desencadenado una serie de enfermedades y
problemas a la piel. Esto debido a que los componentes de la radiacion solar (fotones) pueden
interactuar con numerosas moléculas organicas u otras sustancias, generando fotoproductos, los

cuales pueden ser nocivos para la salud de las personas.

La radiacion solar ejerce varios efectos importantes, tanto beneficiosos como perjudiciales, sobre la
piel; la fotosensibilidad es el término utilizado para describir aquellas respuestas anormales a la
radiacion solar, sin especificar el mecanismo subyacente. Desde el punto de vista del mecanismo
fisiopatolégico y las manifestaciones clinicas, la radiacion UV puede inducir dos tipos de

reacciones: fototoxicas o fotoalérgicas

e Reacciones fototéxicas: son reacciones de fotosensibilidad de mecanismo no
inmunoldgico, es una respuesta inflamatoria inmediata o retardada, que refleja un dafio
directo producido por una reaccién fotoquimica resultante de las interacciones entre un
agente fotosensibilizante y la radiacion UV sobre la piel.

Generalmente el cuadro clinico de este tipo de reacciones cursa con ardor, picazon,
eritema, edema, hiperpigmentacion y descamacion, pero se caracterizan por producirse
solo en las zonas expuestas a la radiaciéon y aparecer luego de la primera exposicién?t,

Las reacciones fototdoxicas se caracterizan por ser dependientes o independientes de
oxigeno. Las reacciones dependientes de oxigeno ocurren mediante dos mecanismos. En
el primero denominado Tipo | se generan radicales libres, y en el segundo mecanismo
denominado Tipo II, una molécula excitada en un estado singlete transfiere el exceso de
energia al oxigeno triplete, produciendo la especie oxigeno singlete, altamente reactiva.
Ambos mecanismos producen dafio sobre las membranas celulares, con la consecuente

alteracion de la permeabilidad de la membrana y muerte celular 2223,
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e Reacciones fotoalérgicas: son reacciones de fotosensibilidad de mecanismo
inmunolégico mediada por linfocitos; este tipo de fotosensibilidad tiene una incidencia
mucho menor que las reacciones fototoxicas y cursan con eritema, eczema y/o erupciones
vesiculobulosas, que por lo general se producen en lugares expuestos a radiacion, sin
embargo, pueden extenderse a zonas no expuestas?!. Las moléculas luego de absorber la
radiaciéon UV, actian como un hapteno que al combinarse con proteinas de la piel forman
un nuevo antigeno (fotoantigeno), generando asi una respuesta inmune. Estas reacciones
requieren de una fase de sensibilizacidn (respuesta inmunoldgica primaria), por lo tanto, no
se producen luego de la primera exposicion al agente fotosensibilizador y poseen un

periodo de induccién de una a dos semanas antes de evidenciar reacciones en la piel®8.

En la actualidad el tratamiento de este tipo de reacciones es principalmente la suspension
inmediata de la exposicion a la fuente de radiacién UV a la zona afectada y en caso de no ser
posible se debe proteger las zonas. Asimismo, la suspension o la disminucién de dosis del agente
fotosensibilizante y la evaluaciéon del uso de farmacos para el alivio sintomatico como lo son

antihistaminicos y corticoides?4-25.

La radiacion UV también puede afectar a la estabilidad de farmacos resultando en una pérdida de
potencia y/o generacion de fotoproductos?®. Los farmacos fotosensibles son croméforos exdgenos
que absorben fotones, independientemente si son aplicados directamente sobre la piel (via tépica)
o administrados por via oral o parenteral, esto debido a la capacidad de penetracion que tiene la
radiacién UV?7. La estructura quimica de un croméforo determina las longitudes de onda de la
radiacion que absorbe. En este sentido es importante evaluar el comportamiento que tiene el
farmaco ante la exposicién a la luz no solo desde el punto de vista de su degradacion, sino que
también la posibilidad de formacion de fotoproductos y radicales libres que pueden ser de peligro

para los pacientes?”.
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1.3 Fotodegradacion de Atorvastina por radiacién UV.

La estructura base de la atorvastatina contiene croméforos que absorben a longitudes de onda
mayores que 290 nm, y por lo tanto, pueden ser susceptibles a la fotélisis directa por la luz solar. Al
respecto, existen diversas investigaciones sobre los mecanismos de fotodegradacion vy

caracterizacién de los fotoproductos generados luego de la exposicion a la radiacion UV.

Montanaro S. (2009) realiz6 un estudio fotoquimico de la atorvastatina encontrando que la
exposicién a la luz solar natural de una solucién acuosa conduce a la formacion de fotoproductos
resultantes de la oxidacién del anillo de pirrol y de la ciclacion a un derivado de fenantreno?s,
Asimismo, se encontré que la fototoxicidad de la atorvastatina puede atribuirse a la formacion de

oxigeno singlete con el fotoproducto de tipo fenantreno como fotosensibilizador2é-

Por otro lado, Cermola F. (2006) llevo a cabo un estudio de fotodegradacion de una solucion
acuosa de atorvastatina se logro identificar por medios espectroscopicos y aislar mediante
cromatografia, los fotoproductos generados los cuales presentan un anillo de lactama derivado de

una oxidacioén del anillo de pirrol®.

En 2005 Lam y colaboradores efectuaron un estudio del comportamiento fotoquimico de cuatro
productos farmacéuticos en aguas naturales, entre ellos la atorvastatina, determinando que todos
fueron susceptibles a la fotodegradacion directa formando fotoproductos que pueden generar

reacciones de fotosensibilizacion30.

Vukkum P. (2012) en un estudio acerca del comportamiento de degradacion de la atorvastatina en
condiciones de stress, entre las que se incluy6 la radiacion UV, determino mediante un analisis
quimico a través de Cromatografia Liquida de Alta Presion (HPLC), una fotodegradacién

significativa de este fArmaco y la formacién de fotoproductos3?,
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1.4 Inhibicién de |la fotodegradaciéon de Atorvastatina por radiacién ultravioleta

(UV) mediante incorporacién de compuestos antioxidantes.

La piel esta continuamente expuesta a las radiaciones UV-A y en menor medida UV-B influyendo
directamente en la formacion de especies reactivas generadas por fotodegradacion, como
radicales libres. En este sentido, en condiciones fisioloégicas los encargados de interferir con la
accion de estas especies reactivas actuando como sistemas protectores son los sistemas
enzimaticos en los que participan las enzimas catalasa, superdxido dismutasa, glutation
peroxidasa, y glutation reductasa®?. Ademas de sistemas no enzimaticos en los que se involucran
micronutrientes como vitaminas, principalmente, B-caroteno (pro-vitamina A), riboflavina (vitamina

B2), acido ascorbico (vitamina C) y tocoferol (vitamina E), entre otras.

Al respecto, los antioxidantes son uno de los compuestos mas estudiados para la proteccion contra
los rayos UV-B, ya que, son moléculas que tienen la capacidad de aceptar o donar electrones a los
radicales libres desapareados, y en consecuencia neutralizarlos, evitando asi la oxidacion del
sustrato. Algunos de los mecanismos de fotoproteccidon propuestos para los antioxidantes son:
desactivacion de estados excitados, transferencia de energia, reaccion con radicales libres
previniendo o reduciendo especies reactivas. Asimismo, mediante la absorcion de la radiacion UV,
se sugiere que los antioxidantes pueden tener una actividad de filtro absorbiendo parte de la

energia procedente de la luz UV33,

Entre los compuestos mas utilizados como agentes antioxidantes se encuentra el 4cido ascérbico,
el cual es una vitamina hidrosoluble que tiene caracteristicas reductoras por sus dos grupos

donadores de electrones, (Figura 5) 34.

Figura 5: Estructura quimica del 4cido ascorbico.
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Este compuesto es uno de los antioxidantes naturales mas potentes en fase acuosa, actlia tanto a
nivel extracelular como citolégico. Reacciona con diferentes especies radicalarias (02, H202, ROO-
, OH), oxidandose a &cido dehidroascérbico que es més estable a la luz UV y poco reactivo?s,
siendo reducido nuevamente a acido ascorbico por accion del dehidroascorbato reductasa. La
Vitamina C se clasifica como un antioxidante interruptor, ya que, actda interrumpiendo la reaccién
en cadena de formacidn de radicales libres, atrapandolos y reduciéndolos, a diferencia de los
antioxidantes, que evitan la iniciacién de la secuencia de reacciones3®. Esta vitamina también
posee la capacidad de regenerar vitamina E, y de esta manera la mantiene en un estado activo
contribuyendo a la accién antioxidante®¢. Entre las diferentes propiedades del acido ascérbico cabe

mencionar su capacidad de absorber radiacion UV y evitar el dafio fotoquimico.

Por otro lado, el tocoferol (vitamina E), es una vitamina liposoluble que actia como antioxidante
mediante la accidén directa sobre el oxigeno singlete o el aniéon superdéxido. No obstante, se ha
demostrado que puede interrumpir la reaccion en cadena de la formacion de radicales libres, por la
donacién de hidrégeno a los radicales libres que favorecen la formacién de compuestos de baja
energia®”38. La importancia de esta funciébn es mantener la integridad de los &cidos grasos
poliinsaturados de cadena larga en las membranas de las células y asi mantener su bioactividad.
(Figura 6)

Figura 6: Estructura quimica del tocoferol®°

Debido a la existencia de evidencias cientificas, que demuestran que la atorvastatina produce
reacciones de fotosensibilidad, y a su frecuente uso como farmaco hipolipemiante, este trabajo
estudio la capacidad del acido ascorbico (vitamina C) y del tocoferol (vitamina E) para inhibir la

fotodegradacion de la atorvastatina cuando se expone a la radiacién UV-B.
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2. HIPOTESIS

Compuestos antioxidantes como el acido ascérbico (vitamina C) o el tocoferol (vitamina E)

inhibirian la fotodegradacion inducida por radiacion UV-B de atorvastatina.
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3. OBJETIVOS
3.1 General:

Determinar el efecto del acido ascorbico y/o tocoferol en la velocidad de fotodegradacion de

atorvastatina.
3.2 Especificos:

e Determinar la cinética de fotodegradacién en soluciones de concentracion terapéutica de
atorvastatina, expuestas a la radiacién UV-B utilizando dosis de irradiancia de 216 y 426

uW/cm2,

e Determinar la cinética de fotodegradacién de soluciones de atorvastatina, en presencia de
Acido ascorbico, expuestas a la radiacion UV-B utilizando dosis de irradiancia de 216 y 426

uW/cm?2,

e Determinar la cinética de fotodegradacién de soluciones de atorvastatina, en presencia de
Tocoferol, expuestas a la radiacion UV-B utilizando dosis de irradiancia de 216 y 426

MW/cm?2,
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4. MATERIALES

Principios Activos

Atorvastatina Reutter S.A.
Acido ascérbico (vitamina C) Reutter S.A.

Tocoferol (vitamina E) Reutter S.A.

Reactivos

Acido acético Merck®
Acetonitrilo Tedia®
Buffer fosfato salinoPBS
Etanol Merck®

Metanol Merck®

Equipos y Materiales

Agitador magnético POBEL
Bomba de vacio R-400 POBEL

Balanza analitica Skinko Denski® modelo SH 210S

Cromatégrafo liquido de alta resolucion, HPLC Perkin Elmer® Series 200 TotalCrhom
v6.2.0.0.1

Columna C — 18 (250mm D.I. 4,6mm, 5um) RESTEK®
Espectrofotémetro GENESYS 10 UV

Filtros 0.22 um. RESTEK

Lampara de arco de mercurio de presion media. Hanovia.
Micropipeta p200 PIPETMAN. Gilson

Micropipeta p1000 bioclick. Sartorius

pH metro oyster PP-201K. GDO

Radiémetro digital UVX S-8954

Sistema de purificacion de agua EASY pure Il. Barnstead.
Ultrasonido Elma® Transsonic T-310

Viales &mbar 2 mL. RESTEK
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5. METODOLOGIA

5.1 Cinética de fotodegradacién de solucién de Atorvastatina

5.1.1 Preparacién de solucién

Se prepar6 una solucién de atorvastatina 0,7 mM disolviendo 0,04 g del principio activo en 100 mL
de una solucién de acido acético-acetonitrilo 30/70.

5.1.2 Proceso de fotodegradacion.

La soluciéon de Atorvastatina fue llevada a cubetas de cuarzo, tomando una muestra inicial a tiempo
cero de irradiacion y el resto de esta solucion fue irradiada con luz UV-B, a dosis de irradiancia de
216 pWicm? y 426 pW/cm?, utilizando una lampara de arco de mercurio. El tiempo total de
irradiacion para Atorvastatina fue de 120 minutos obteniendo muestras cada 10 minutos de
irradiacion. Se determiné la variacidn de la concentracién del principio activo, en funcion de la dosis

y el tiempo de irradiacion a la que fue sometido.

5.1.3 Método analitico

La concentracion inicial del principio activo y después de ser irradiado se obtuvo mediante
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) utilizando un cromatégrafo Liquido HPLC Perkin
Elmer® Series 200 TotalCrhom v6.2.0.0.1, con detector UV-Visible, utilizando una columna C-18
RESTEK. Este equipo entregd una sefial de absorbancia, que fue directamente proporcional a la

concentracién del principio activo en analisis.

Para determinar las condiciones para la deteccion y cuantificacion mediante HPLC se realizdé una
basqueda bibliogréfica y se seleccioné aquella que produjera una mejor sefial. Este método se
detalla en el anexo 1la.



20

5.1.4 Determinacién de la constante de cinética de fotodegradacion v tsp.

Se determinaron las constantes de fotodegradacién a las dos dosis de irradiancia, asumiendo una
cinética de primer orden. A través del calculo de estas constantes se determinaron los valores de
tso, los cuales corresponden al tiempo que debe ser irradiada la muestra para llegar a una

concentracion del 50 %.

Al considerar una cinética de primer orden, la constante se calcul6 mediante la aplicacién de
regresion lineal sobre el logaritmo natural de las concentraciones resultantes. Luego a través del
calculo de la pendiente de la ecuacién se obtiene la constante cinética de fotodegradacion. Una

vez obtenida la constante el tiempo tso fue calculado mediante la siguiente formula:
m= —k t50 = 0,693 /k

m = Pendiente, k = Constante de velocidad

5.2 Cinética de fotodegradaciéon de acido ascérbico (vitamina C) v tocoferol (vitamina E).

5.2.1 Preparaciéon de las soluciones

Se prepararon soluciones de acido ascoérbico y tocoferol en concentraciones de 2 mg/dL y 1,5
mg/dL respectivamente en una solucibn de acido acético-acetonitrilo 30/70, las cuales
corresponden a las concentraciones plasmaticas al consumir la dosis diaria recomendada de estas

vitaminas (90 mg/dia para acido ascérbico y 15 mg/dia para tocoferol).

5.2.2 Proceso de fotodegradacion.

Las soluciones de ambas vitaminas fueron llevadas a cubetas de cuarzo, tomando una muestra
inicial a tiempo cero de irradiacion y el resto de esta solucion fue irradiada con luz UV-B, utilizando

una lampara de arco de mercurio a dosis de irradiancia de 216 pW/cm? y 426 pW/cm?>.

El tiempo total de irradiacién para ambas soluciones fue de 120 minutos obteniendo muestras cada
10 minutos de irradiacién. Se determiné la variacién de las concentraciones de estas vitaminas, en

funcion de la dosis y el tiempo de irradiacion a la que fue sometida.
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5.2.3 Método analitico

Se utilizé6 un cromatografo Liquido HPLC Perkin Elmer® Series 200 TotalCrhom v6.2.0.0.1, con
detector UV-Visible, utilizando una columna C-18 RESTEK. Este equipo entrega una sefial de
absorbancia, que es directamente proporcional a la concentracion de las vitaminas en andlisis.

Para determinar las condiciones para la deteccion y cuantificacion mediante HPLC se realiz6 una
busqueda bibliografica y se seleccioné aquella que produjera una mejor sefial. Este método se
detalla en el anexo 1b.

5.2.4 Determinacion de la constante de cinética de fotodegradacion v tso.

Se determinaron las constantes de fotodegradacién de ambas vitaminas a las dos dosis de
irradiancia, asumiendo una cinética de primer orden. A través del célculo de estas constantes se

determinaron los valores de tso,

5.3 Cinética de fotodegradacion de soluciones de Atorvastatina en presencia de Acido

ascorbico y Tocoferol.

5.3.1 Preparacién de las soluciones

Se prepararon dos soluciones en matraces de 100 mL, una de atorvastatina mas acido ascérbico y
otra de atorvastatina mas tocoferol ambas en acido acético-acetonitrilo 30/70. En cada una de las
soluciones la concentracién de atorvastatina fue de 0,7 mM, mientras que para acido ascérbico fue
11,35mM (2mg/mL) y para tocoferol fue de 3,48mM (1,5 mg/mL).

5.3.2 Proceso de fotodegradacién.

Las soluciones de atorvastatina en presencia de acido ascérbico y tocoferol fueron llevadas a
cubetas de cuarzo, tomando una muestra inicial a tiempo cero de irradiacion y el resto de esta
solucion fue irradiada con luz UV-B, utilizando una lampara de arco de mercurio a dosis de
irradiancia de 216 pW/cm? y 426 pW/cm?.

El tiempo total de irradiacion para ambas soluciones fue de 120 minutos obteniendo muestras cada
10 minutos de irradiacién. Se determiné la variaciéon de las concentraciones de estas vitaminas, en

funcién de la dosis y el tiempo de irradiacién a la que fue sometida.
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5.3.3 Método analitico

Se utilizé un cromatégrafo liquido HPLC Perkin Elmer® Series 200 TotalCrhom v6.2.0.0.1, con
detector UV-Visible, utilizando una columna C-18 RESTEK. Con este equipo se determinaron
valores de absorbancia, que son directamente proporcionales a las concentraciones de las
soluciones de atorvastatina en presencia de acido ascérbico y de tocoferol. El método utilizado fue

el mismo descrito para la determinacién de atorvastatina.

5.3.4 Determinacién de la constante de cinética de fotodeqradacion v tso.

Se determinaron las constantes de fotodegradacion de ambas soluciones a las dos dosis de
irradiancia, asumiendo una cinética de primer orden. A través del célculo de estas constantes se

determinaron los valores de tso,
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6. RESULTADOS
6.1 Fotoestabilidad de Atorvastatina

6.1.1 Sequimiento de fotodegradacién de atorvastatina.

Los resultados de la variacion de la concentracion de la solucién de atorvastatina en funcién del
tiempo, al ser irradiadas con luz UV-B utilizando dos dosis de irradiancia (216 pW/cm? y 426
UW/cm?), se pueden observar en la figura 7. Estos valores se determinaron a través de los
cromatogramas obtenidos por HPLC durante el proceso de fotodegradacion de soluciones de
atorvastatina (anexo 2). En esta figura se incluyen los resultados del control de la muestra de
atorvastatina sin irradiar con la finalidad de descartar la descomposiciéon del principio activo por
algun otro proceso no radiativo. En dicha figura es posible apreciar que cuando la solucién del
farmaco se expuso a la radiacion UV-B a una dosis de 216 pW/cm?, su maxima degradacion
alcanzada fue de aproximadamente un 47,62 % a un tiempo de radiacion de 120 minutos.
Mientras que, en el mismo periodo de tiempo, pero utilizando una dosis de 426 pW/cm? la
degradacion aumenta a un valor aproximado de 73,12 %.
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Figura 7: Fotodegradacion de solucion de atorvastatina en funcion del tiempo, irradiado a 216
MW/cm? y 426 pW/cm?2. Se incluyen ademas los resultados de degradacion de la solucion control

de atorvastatina.



24

6.1.2 Cinética y porcentaje de fotodegradacién de atorvastatina expuesto a dosis de
irradiancia de 216 uyW/cm?y 426 uW/cm?.

La tabla 3 muestra los valores de las constantes de velocidad de fotodegradacién y de los tiempos
de vida media obtenidos de las soluciones de atorvastatina irradiadas a dosis de 216 pW/cm?y 426
MW/cm?, En dicha tabla se observa que la muestra irradiada a 216 pW/cm? presenta una constante
de velocidad de fotodegradacion equivalente a la mitad de la que presenta la muestra irradiada a la
dosis de 426 pW/cm?.  Respecto del tiempo tso los resultados muestran un esperado
comportamiento inverso, es decir, la muestra irradiada a la dosis de 426 pW/cm? presenta un
tiempo cercano a la mitad del exhibido por la muestra irradiada a 216 pW/cm?2.

Tabla 3: Constante de velocidad de fotodegradacion y tso de atorvastatina irradiado a 216
uW/cm?2y 426 pW/cm?

Dosis (UW/cm?) k (min't) tso (Min)
216 6x103 115,55
426 1,2x10? 59,74

6.2 Fotoestabilidad de atorvastatina en presencia de acido ascorbico.

6.2.1 Sequimiento de fotodegradacion de atorvastatina en presencia de acido ascorbico.

La figura 8 y 9 muestran los resultados de la variacion de la concentracion de las soluciones de
atorvastatina en funcion del tiempo en presencia y ausencia de acido ascérbico, en soluciones
expuestas a dosis de 216 pW/cm?y 426 uW/cm?, respectivamente. En ambas figuras se incorporan
los resultados del control de atorvastatina sin irradiar, estos valores se determinaron a través de los
cromatogramas obtenidos por HPLC durante el proceso de fotodegradacién de soluciones de

atorvastatina en presencia de acido ascoérbico (anexo 3).

En la figura 8 se observa un méaximo porcentaje de fotodegradacion de la solucién de atorvastatina
en presencia de acido ascoérbico de aproximadamente un 27,78 %, cuando esta solucion fue

irradiada a 216 pW/cm? por 120 minutos.
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Por otro lado, en la figura 9 se puede observar un porcentaje de fotodegradacién de la solucién de
atorvastatina, de aproximadamente un 35,54 %, cuando esta solucion se irradia en presencia de

acido ascorbico y a una dosis 426 pW/cm?.

En la tabla 4 se muestra la disminucién en la fotodegradacién de atorvastatina que se obtuvo al
comparar los resultados obtenidos en presencia de la vitamina con los valores de degradacion
obtenidos en ausencia de la vitamina (Figura 7) a los 120 minutos de irradiacion en ambas dosis.

Tabla 4: Fotodegradaciéon en ausencia y presencia de acido ascOrbico y disminucién de la

fotodegradacion.

Dosis Fotodegradacion en Fotodegradacién en Disminucién
(MW/cm?) ausencia de acido presencia de acido fotodegradacion
ascorbico ascorbico
216 47,62% 27,78 % 19,84 %
426 73,12% 35,54 % 37,58 %
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Figura 8: Comparacién entre la fotodegradacion de la solucién de atorvastatina en presencia y

ausencia de acido ascoérbico a una dosis de irradiancia de 216 pW/cm?2. Se incluyen ademas los

resultados de degradacién de la solucién control de atorvastatina.
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Figura 9: Comparacién entre la fotodegradacion de la solucién de atorvastatina en presencia y
ausencia de acido ascoérbico a una dosis de irradiancia de 426 pW/cm?2. Se incluyen ademas los
resultados de degradacién de la solucién control de atorvastatina.

6.2.2 Cinética vy porcentaje de fotodegradacién de atorvastatina en presencia de acido

ascoOrbico expuesto a dosis de irradiancia de 216 pW/cm?2y 426 uyW/cm?2.

En la tabla 5 es posible observar los valores de las constantes de velocidad de fotodegradacion y
de los tiempos de vida media obtenidos de soluciones de atorvastatina en presencia de acido
ascorbico, sometidas a las dosis de irradiaciéon de 216 pyW/cm?2y 426 pW/cm?. Los resultados de
dicha tabla muestran que el valor de la constante de velocidad de fotodegradacién de la solucién
irradiada a 216 pw/cm? corresponde aproximadamente a la mitad del obtenido a una irradiacién de
426 pW/cm?2. En el caso del valor de tso de la muestra irradiada a 426 pW/cm? se puede observar
que este disminuye en 82 minutos aproximadamente respecto del obtenido con la soluciéon de
irradiada a 216 pW/cm2,
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Al comparar los valores de las constantes de velocidad de degradacion de las muestras irradiadas
en presencia de acido ascorbico, se puede evidenciar una disminucidon cercana al 65% con
respecto al valor obtenido en la solucién irradiada en ausencia de esta vitamina, en ambas dosis
de irradiancia. Respecto a la comparacion del valor del tiempo tso en presencia y ausencia de este
compuesto, se observa que existe un aumento de 151 minutos a dosis de 216 pW/cm? y de 125
minutos a dosis de 426 pW/cm?2, cuando las muestras son irradiadas en presencia de &cido

ascorbico (tabla 3).

Tabla 5: Constante de velocidad de fotodegradacion y tso de atorvastatina irradiado a 216
uW/cm?y 426 pW/cm? en presencia de acido ascorbico.

Dosis (UW/cm?) k (min) tso (Min)
216 2,1x103 266,55
426 4,0x103 184,80

6.3 Fotoestabilidad de atorvastatina en presencia de tocoferol.

6.3.1 Sequimiento de fotodegradacion de atorvastatina en presencia de tocoferol.

Las figuras 10 y 11 muestran los resultados de la variacion de la concentracién de las soluciones
de atorvastatina en funcion del tiempo en presencia y ausencia de tocoferol, en soluciones
expuestas a dosis de 216 pW/cm? y 426 uW/cm?, respectivamente. En ambas figuras se incluyen
los resultados del control de la solucién de atorvastatina sin irradiar, estos valores se determinaron
a través de los cromatogramas obtenidos por HPLC durante el proceso de fotodegradacion de
soluciones de atorvastatina en presencia de tocoferol (anexo 4).

En la figura 10 se observa una fotodegradacion de la solucién de atorvastatina en presencia de
tocoferol de un 48,25 % al ser irradiada a 216 pW/cm? durante 120 minutos, en tanto en la figura 11
se observa una fotodegradacién de la solucién de atorvastatina en presencia de tocoferol de un
74,39 % al ser irradiada a 426 pW/cm? durante 120 minutos.

La tabla 5 muestra que no se registraron cambios significativos en la fotodegradacion de
atorvastatina al comparar con los resultados obtenidos en presencia de la vitamina con los valores
de degradacién obtenidos en ausencia de la vitamina (Figura 7) a los 120 minutos de irradiacion en

ambas dosis.
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Tabla 5: Fotodegradacion en ausencia y presencia de tocoferol y disminucién de la

fotodegradacion.

Dosis Fotodegradacion en Fotodegradacién en Disminucién
(LW/cm?) ausencia de tocoferol | presenciade tocoferol | fotodegradacién
216 47,62% 48,25 % No significativa
426 73,12% 74,39 % No significativa
0.8
0.7 —3 f oo
. ,"'5_'[‘».1
0.6 - "o ¥y
: 1 ]
—~~ = l .? o i -
% 0.5 R
. 1 .z m .
2 04 ¢ ..‘ ¥ e
g | A NS B
< B =
© 0.3 4
(&)
= ]
o
O o024 o ATV 216 pW/cm®
A ®m  ATV+TF 216 pW/em®
® CONTROL
0.1
0.0 y T ! T J T T T T T ! T !
0 20 40 60 80 100 120 140
Tiempo (min)

Figura 10: Comparacién entre la fotodegradacién de la solucién de atorvastatina en presencia y
ausencia de tocoferol a una dosis de irradiancia de 216 pW/cm?. Se incluyen ademas los
resultados de degradacién de la solucién control de atorvastatina.
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Figura 11: Comparacién entre la fotodegradacion de la solucién de atorvastatina en presencia y
ausencia de tocoferol a una dosis de irradiancia de 426 pW/cm? Se incluyen ademas los
resultados de degradacién de la solucién control de atorvastatina.

6.3.2 Cinética y porcentaje de fotodegradacién de atorvastatina en presencia tocoferol

expuesto a dosis de irradiancia de 216 yW/cm?y 426 pW/cm?.

En la tabla 6 se detallan los valores de las constantes de velocidad de fotodegradacién y de los
tiempos de vida media obtenidos de soluciones de atorvastatina en presencia de tocoferol
sometidas a dosis de irradiacion de 216 pW/cm?y 426 pW/cm?. En esta tabla se observa que la
muestra irradiada a 216 pW/cm? presenta una constante de velocidad de fotodegradacion
aproximadamente equivalente a la mitad de la correspondiente a la muestra irradiada a la dosis de
426 pW/cm?. Respecto de los valores del tiempo tso se puede observar en la misma tabla 5, que la
muestra irradiada a la dosis de 426 pW/cm? presenta una disminucion de 56 minutos

aproximadamente respecto a muestra irradiada a 216 pW/cm?.
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Los valores obtenidos para la constante de velocidad de degradacién de atorvastatina en presencia
tocoferol, utilizando ambas dosis de irradiancia, son similares en presencia y ausencia de vitamina.
Respecto del tiempo de vida se observa una disminucién de 11 minutos cuando se utiliz6 una dosis
de 216 pW/cm?, mientras que para dosis mayores solo se evidencia un aumento cercano a los 2

minutos.

Tabla 6: Constante de velocidad de fotodegradacion y tso de atorvastatina irradiado a 216
MW/cm?y 426 pW/cm? en presencia de tocoferol.

Dosis (UW/cm?) k (mint) tso (Min)

216 6,6x103 104,69

426 1,1x10? 61,28
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7. DISCUSION

En el desarrollo de esta investigacion inicialmente se habia propuesto utilizar soluciones de
atorvastatina en concentraciones similares a las plasmaticas, las cuales estaban en el orden de los
13 ng/mL. Sin embargo, debido a la baja solubilidad del farmaco en buffer fosfato salino (PBS) a
pH 7,4 se debi6 disolver en una mezcla acetonitrilo y acido acético 70/30 a pH cercano a 7,
utilizando ademas una concentracion mayor a la plasméatica. Esto con el objetivo de generar una

sefial analitica confiable y cuantificable en el cromatograma del equipo HPLC.

En el caso de las soluciones de las vitaminas ambas fueron utilizadas a una concentracion similar
a la plasmética, Sin embargo, el efecto observado en este rango de concentracion es totalmente
extrapolable a concentraciones menores. Respecto a su solubilidad en trabajos anteriores*?-41, se

sefiala que el solvente utilizado permite su disolucion.

El rango de radiacién utilizado en este trabajo fue elegido en la region UV-B (280-315 nm) debido a
que esta radiacién es la que llega con mayor intensidad a la superficie de la Tierra, mientras que la
radiaciéon UV-C es filtrada por la capa de ozono y la UV-A se desestima por tener menor energia.

Las intensidades de ambas dosis de irradiacion utilizadas en el transcurso de este estudio fueron
establecidas en un trabajo anterior#?, las cuales equivalen a las dosis de mayor irradiacién solar del
dia en la cuidad de Valparaiso en época de verano (216 pW/cm?) y el doble de la irradiancia

determinada a medio dia (426 pW/cm3).

7.1 Fotoestabilidad de atorvastatina.

En la figura 7 es posible observar que cuando soluciones de atorvastatina son expuestas a la
radiacion UV-B, se observa una disminucion en la concentracion de este farmaco, por ende, una
fotodegradacion en ambas dosis de irradiancia utilizadas. Sin embargo, dicha degradacion
aumenta con el incremento de la dosis alcanzando un maximo valor de 73,12% a un tiempo de

exposicion de 120 minutos, cuando fue utilizada una irradiancia de 426 pwW/cm?2.

En este sentido se ha descrito que la principal ruta de degradacién de este farmaco seria cuando la
porcion con estructura similar al estilbeno presentaria una electrociclacién generando un estado
transitorio denominado dihidrofenantreno. Posteriormente, este Ultimo compuesto se oxidaria
formando finalmente una estructura de fenantreno (figura 12), que es un compuesto que posee
mayor estabilidad frente a la fotolisis*3. Adicionalmente a esta ruta, existen otras que siguen tres
diferentes vias, que incluyen hidroxilaciones en el anillo aromético que se deshidratan
intramolecularmente para formar lactonas hidroxiladas, clivaje del grupo N-fenilamida y finalmente

una via en la que el oxigeno singlete ataca el anillo pirrol generando una apertura de este ciclo 4.



33

OH OH
H COOH

Figura 12: Estructura fotoproducto de atorvastatina.

Debido a que la cuantificacion de los valores de degradacién de atorvastatina fue realizada sélo en
funcion de la medicién de la sefial principal que representa a la molécula del farmaco en el
cromatograma de HPLC (Anexo 2), no se cuantificaron las sefiales de los fotoproductos de
degradacion. Esto debido principalmente a que no se contaba con muestras patrones que

permitieran la identificacion analitica de dichas moléculas intermediarias.

De manera anexa a los ensayos de degradacion de atorvastatina utilizando ambas dosis de
irradiancia, fue medida una solucion control la cual no fue expuesta a la radiacion UV. La
determinacion de este control permite asegurar que la descomposicion del farmaco sélo se realiza
por un proceso fotodegradativo y no por otros factores externos como son el pH y temperatura de

la solucién o el porcentaje de humedad.

Los valores de la constante de velocidad de fotodegradacién calculados para atorvastatina
descritos en la tabla 3 indican que a medida que el farmaco es expuesto a una mayor dosis de
irradiancia existe un aumento en la velocidad de degradacién y por ende una disminucion en el
valor de tiempo tso. Cabe destacar, que el calculo de la constante de velocidad y del tso fue
realizada asumiendo que la degradacion de este farmaco sigue una cinética de primer orden, de

acuerdo con lo establecido en estudios previos*?45,
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La importancia de determinar cémo afecta la radiacion UV-B a la estabilidad de atorvastatina, a
través de la determinacién de parametros como la constante de velocidad y tso radica en que, a
nivel bioldgico, se podria cuantificar la disminucién de la concentracion plasméatica del farmaco en

funcion de dosis de radiacion recibida por el paciente.

Debido a la probada inestabilidad que presentaron soluciones de atorvastatina frente a la radiacién
UV-B, es objeto de interés el estudio de la incorporacion de agentes antioxidantes, que permitan
una disminucion de su fotodegradacion. En esta investigacion se utilizéd el &cido ascoérbico
(vitamina C) como agente inhibidor de la fotodegradacion, debido a su alta reactividad con los
agresivos radicales de oxigeno, siendo un antioxidante importante*é, ademas en trabajos anteriores
realizados por el grupo investigativo se demostré su capacidad de disminuir la fotodegradacion de
diversos farmacos 4245, Por otro lado, adicionalmente se estudi6 el efecto de la incorporaciéon de
tocoferol, ya que, este compuesto organico liposoluble es conocido por su alta capacidad
antioxidante, siendo capaz de capturar los radicales libres y detener las reacciones en cadena de

la peroxidacion lipidica®7-48.

Ambas vitaminas se encuentran entre los sistemas antioxidantes mas estudiados para la

proteccion del stress oxidativo en sistemas biolégicos*°.

7.2 Fotoestabilidad de atorvastatina en presencia de acido ascérbico

Los resultados del efecto de acido ascorbico sobre la fotodegradacion de atorvastatina utilizando
ambas dosis de 216 pW/cm? y 426 pW/cm? se muestran en las figuras 8 y 9 respectivamente. En
ambas figuras se puede observar una disminucidon en los porcentajes de degradacion de

Atorvastatina en presencia de vitamina C, en todo el rango de tiempo de radiacion ensayado

Al utilizar una dosis mayor de irradiacion (figura 9) se observa de igual manera una disminucién en
la degradacion de la atorvastatina en todo el rango de tiempo estudiado. Sin embargo, esta
disminucién alcanza un mayor valor en comparacién a la menor dosis, debido a que a los 100
minutos de exposicién se observa un porcentaje de degradacion 39,35% mas bajo que la muestra

del farmaco en ausencia de la vitamina.
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Al observar los valores de las constantes de fotodegradacion (tabla 4) se evidencia que los valores
para ambas dosis de irradiancia tienen una disminucion cercana al 35%, en comparacion con los
valores obtenidos en ausencia de la vitamina. Respecto al tiempo tso para ambas dosis de
irradiacion 216 pW/cm? y 426 pW/cm? existe un aumento del valor aproximadamente de 44% y un

32% respectivamente, en comparacion con los valores obtenidos en ausencia de acido ascorbico.

El andlisis de los cromatogramas obtenidos por HPLC de acido ascérbico luego de la
fotodegradacion por la luz UV-B (Anexo 5), no muestran sefales atribuibles a subproductos, lo que

evidencia que dicho compuesto no generaria especies reactivas.

7.3 Fotoestabilidad de atorvastatina en presencia de tocoferol.

Los resultados del efecto de tocoferol sobre la fotodegradaciéon de atorvastatina utilizando ambas

dosis de 216 pW/cm?2 y 426 pW/cm? se pueden observar en las figuras 10 y 11 respectivamente.

Un analisis general de ambas figuras permite observar que la presencia de tocoferol en la solucion
de irradiacion de atorvastatina disminuye levemente la fotodegradacién de este farmaco, y sélo en
un rango de tiempo entre 40 y 70 minutos para la dosis de 216 pW/cm? y entre 50 y 80 minutos en
la dosis de 426 pW/cm2. A tiempos mayores de irradiacion no se observa alguna disminucién

significativa en los porcentajes de degradacién de atorvastatina.

Al observar los resultados utilizando la dosis de irradiancia menor es posible ver (figura 10) que el
efecto de la vitamina en la disminucién de la fotodegradacion del farmaco es méaximo a los 60
minutos obteniendo un 14,10% menos de degradacién en comparacion con la muestra irradiada en
ausencia de la vitamina. Asimismo, es posible evidenciar que el efecto del tocoferol en la
fotodegradacion del farmaco es hasta los 80 minutos de irradiacion presentando una
fotodegradacion de 34% lo que equivale a una disminucién de sélo un 5,33% en la fotodegradacion

de la atorvastatina.

Los resultados que se muestran en la figura 11, permiten observar que utilizando una dosis mayor
de irradiacion el efecto maximo de la vitamina se evidencia sélo a los 80 minutos obteniendo un
13,31% menos de fotodegradacién en comparaciéon con la muestra del farmaco en ausencia de la
vitamina. Se observa, ademas, que el efecto de tocoferol sobre la fotodegradacion del farmaco es
significativo hasta los 110 minutos de irradiacién presentando una fotodegradacion de 74,40% lo
que equivale a un 2,8% menos de fotodegradacion. A tiempos superiores no se observa un efecto

significativo de la vitamina E en la disminucion de la degradacién de atorvastatina.
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Este comportamiento, puede ser cuantificado al observar los valores obtenidos para la constante
de velocidad de fotodegradacion de atorvastatina y para el tiempo tso (tabla 6) en presencia
tocoferol. Los resultados evidencian que no hubo cambios significativos de estos parametros

cinéticos, cuando se realiz6 la fotodegradacion del farmaco en presencia de tocoferol.

Los resultados obtenidos en esta investigacion podrian servir de antecedentes para evidenciar el
eventual dafio que podria causar a los pacientes la exposicion al sol, cuando se encuentren en
tratamiento farmacolégico con atorvastatina. Asimismo, podrian servir como estudios bases de
investigaciones a niveles in vivo, que evaluaran mecanismos que disminuyan los efectos adversos
en personas que se exponga por periodos prolongados a la radiacién UV-B o en aquellas horas en

la que radiacion UV es mayor.
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8. CONCLUSIONES

Soluciones de atorvastatina son degradas cuando se exponen a la radiacion UV-B a dosis de
216 pWicm?y 426 pW/cm?

La adicion de &cido ascoOrbico a una solucion de atorvastatina logra disminuir la
fotodegradacion del farmaco, frente a la radiacion UV-B debido a su alto poder reductor lo que
le permite interactuar con diferentes especies radicalarias

La adicion de tocoferol a una solucién de atorvastatina no genera una disminucién significativa
de la fotodegradacién de atorvastatina

El acido ascorbico resulta ser una buena alternativa para ser utilizado como agente inhibidor de

la fotodegradacién en farmacos fotosensibles.
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ANEXOS

Anexo 1: Condiciones para la deteccién y cuantificacion de muestras de atorvastatina, acido

ascorbico y tocoferol

a. Condiciones para la deteccién de atorvastatina.

atorvastatina

acido acético 0,1 % /

Fase movil
acetonitrilo (25:75)
T° columna 25°C
Longitud de onda 238 nm
Velocidad de flujo 1 mL/min
Volumen de inyeccion 5L
Tiempo de analisis 8 min

b. Condiciones parala deteccion de &cido ascorbico y tocoferol.

acido Ascorbico tocoferol

L acetonitrilo/metanol
Fase movil agua UP/metanol (80:20)

(70:30)

T° columna 25°C 25°C
Longitud de onda 230 nm 325 nm
Velocidad de flujo 1 mL /min 1 mL/min

Volumen de inyeccion 10 uL 10 L

Tiempo de analisis 10 minutos 10 minutos
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Anexo 2: Cromatogramas fotodegradacion atorvastatina son irradiar e irradiado a 216 pW/cm?2y
426 pW/cm?.

1. Atorvastatina 0,7 M sin irradiar.

a) Tiempo 0 minutos.
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2. Atorvastatina 0,7 M expuesta a 216 pW/cm?,
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3. Atorvastatina 0,7 M expuesta a 426 pW/cm?2.
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Anexo 3: Cromatogramas fotodegradacion atorvastatina en presencia de acido ascorbico sin
irradiar e irradiado a 216 pW/cm?y 426 pW/cm?.

1. Atorvastatina 0,7 M en presencia de acido ascérbico expuesto a 216 pW/cm?2.
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2. Atorvastatina 0,7 M en presencia de acido ascérbico expuesto a 426 pW/cm?2.
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Anexo 4: Cromatogramas fotodegradacion atorvastatina en presencia de tocoferol sin irradiar e
irradiado a 216 pW/cm?y 426 pW/cm?2.

1. Atorvastatina 0,7 M en presencia de tocoferol expuesto a 216 pW/cm?.
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2. Atorvastatina 0,7 M en presencia de tocoferol expuesto a 426 pW/cm2,

a) Tiempo 0 minutos
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Anexo 5: Cromatogramas fotodegradacion de acido ascérbico irradiado a 216 pW/cm? y 426
uW/cm?,

1. Acido ascérbico expuesto a 216 pW/cm2.

a) Tiempo 0 minutos
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2. Acido ascorbico expuesto a 426 pW/cmz2.

a) Tiempo 0 minutos
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