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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Los estudios de biodisponibilidad y/o bioequivalencia se aplican para la comparacion de
niveles plasmaticos de un farmaco entre dos medicamentos, si los niveles son semejantes,
entonces se establece la equivalencia entre ellos, por lo tanto, se puede garantizar el resultado
favorable al sustituir un medicamento por otro. La Administracibn de Medicamentos y Alimentos
de los Estados Unidos (FDA por sus siglas en ingles), fue la primera administracion sanitaria en

regular y obligar a la realizacién de estudios de bioequivalencia.

En 1995 se da a conocer el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB), el cual tuvo gran
impacto en las practicas regulatorias. Estd basado en principios cientificos y divide a los

farmacos en cuatro clases de acuerdo a su solubilidad y permeabilidad.

En el 2000 la FDA emite una gufa para la industria, titulada: ‘Waiver of in vivo Bioavailability
and Bioequivalence Studies for Immediate-Release Solid Oral Dosage Forms based on a
Biopharmaceutics Classification System, la cual, menciona que aquellas formulaciones orales
solidas de liberacion inmediata que contengan farmacos que estén dentro de la clasificacion | y
gue demuestren una disolucién rapida in vitro pueden exentar los estudios de biodisponibilidad
y/o bioequivalencia in vivo (bioexencion). Esto significa la aprobacion como nuevo producto
genérico evitando pruebas en voluntarios y con costo significativamente mas bajo por el

desarrollo del mismo.

El fundamento de ésta guia radica en una relacion in vitro-in vivo; si el medicamento muestra
una disolucién rapida in vitro, y ademas el farmaco es altamente soluble y altamente permeable

dificilmente habra diferencias en la velocidad e intensidad de absorcion del farmaco in vivo.

Posteriormente, en una revision del listado de farmacos esenciales de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS), se consideré6 importante incluir algunas especialidades
farmacéuticas de clase Il (Alta solubilidad, Baja permeabilidad), ya que reportan una
permeabilidad consistente en mas del 80%, quiere decir, que si no existe problema con la
solubilidad y la permeabilidad es aceptable, pueden ser adicionalmente considerados como
candidatos potenciales para la bioexencién.
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Entonces, si se cuenta con el antecedente de solubilidad y permeabilidad del farmaco, el
siguiente paso es la prueba de disolucion in vitro de la forma farmacéutica de liberacion
inmediata, lo cual requiere de la validacion del método analitico y la realizacién de la prueba de
perfil en tres diferentes medios de disolucién pH 1.2, 4.5 y 6.8, si ambos medicamentos se

disuelven mas del 85% en menos de 30 minutos se consideran de disolucion rapida.

En México, aumenta la importancia en la actividad de la industria farmacéutica, incluyendo
ahora los medicamentos genéricos intercambiables, los cuales, han tenido gran auge debido a
la bausqueda de medicamentos de calidad a un bajo costo. A nivel mundial, el uso de genéricos

no tiene menor importancia, por el contrario, el porcentaje de utilidad de los mismos es mayor.

La finalidad de éste proyecto es corroborar que algunos farmacos clase lll, ademas de poseer
alta solubilidad y baja permeabilidad presentan una disolucién rapida in vitro, se eligi6
paracetamol como principio activo, el cual, integra la lista de farmacos esenciales de la
Organizaciéon Mundial de la Salud y de acuerdo a la revision de la misma, esta reportado como
un farmaco clase lll.
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GENERALIDADES

1. GENERALIDADES

1) Ensayos de bioequivalencia.®*®

En la década de los sesenta, se pusieron de manifiesto una serie de fracasos terapéuticos
ocasionados por la sustitucién de una marca por otra. Dichas especialidades cumplian con los
requisitos oficiales de las Farmacopeas, por lo tanto, debia existir una laguna cientifica que

explicase la razén por la cual no presentaban actividad terapéutica semejante.

Las diferencias observadas tenian una causa comun: una disminucién importante de la

biodisponibilidad del farmaco.

Parecié razonable considerar que para proceder a la sustitucion terapéutica, ambas
especialidades deberian proporcionar concentraciones plasmaticas similares. Este razonamiento
llevé a la conclusion de que se pueden utilizar los datos farmacocinéticos para establecer la

equivalencia entre formulaciones, conocida como bioequivalencia.

Hoy en dia la prueba de bioequivalencia es aceptada como un criterio fundamental para la
aprobacién de cambios en la manufactura y la confirmacién de la eficacia de productos

geneéricos.

2) Conceptoy relevancia de los estudios de biodisponibilidad.®
La biodisponibilidad se define como la proporcion del farmaco que se absorbe a la circulacion

general y la velocidad a la cual lo hace.

Para determinar la biodisponibilidad de un farmaco se hace uso del estudio del transito del
farmaco a través del organismo, bien sea de su niveles plasmaticos en la circulacién sistémica o

a través de la cuantificacion del farmaco en otros fluidos biolégicos, como puede ser la orina.

3) Exencién de estudios de biodisponibilidad y bioequivalencia.® 9
En 1995 la FDA disefid una guia para la industria intitulada: Immediate Release Solid Oral
Dosage Forms: Scale-Up and Post-Approval Changes [Formas farmacéuticas orales sdlidas de

liberacion inmediata: escalamiento y cambios posteriores a la aprobacion].
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Una guia de estudios de biodisponibilidad y bioequivalencia a los cuales deben someterse

aquellos medicamentos que han sufrido un cambio.

Posteriormente, en el 2000 se emitid la guia intitulada: Waiver of in vivo bioavailability and
bioequivalence studies for immediate-release solid oral dosage forms based on a
biopharmaceutics classification system. Esta guia explica cuando se puede solicitar la exencién
de estudios de biodisponibilidad y bioequivalencia (bioexencién) para formas farmacéuticas
orales solidas de liberacion inmediata en base a un sistema llamado Sistema de Clasificacion

Biofarmacéutico.

4) Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica (SCB).®
El SCB es un marco cientifico para clasificar los farmacos en base a su solubilidad acuosa y
su permeabilidad intestinal.
Segun el SCB, los farmacos se clasifican de la siguiente manera:
Clase I: Alta solubilidad-Alta permeabilidad
Clase II: Baja solubilidad-Alta permeabilidad
Clase lllI: Alta solubilidad-Baja permeabilidad
Clase IV: Baja solubilidad-Baja permeabilidad

5) Determinacién de las caracteristicas de disolucion y la similitud de los perfiles de
disolucién del producto farmacéutico.®
En la guia de la FDA se proponen diferentes condiciones de trabajo para realizar los perfiles
de disolucion:
= Aparato | (Canastillas) a 100 rpm 6 Aparato Il (Paletas) a 50 rpm.
= 900 mL de medio de disolucion.
= Medio de disolucion:
= HCI 0.1 N 6 Fluido Gastrico Simulado USP sin enzimas.
= Soluciéon amortiguadora de pH 4.5.

= Solucién amortiguadora de pH 6.8 o Fluido Intestinal Simulado USP sin enzimas.

Se debera evaluar un minimo de 12 unidades de un medicamento y recolectar muestras

suficientes para caracterizar el perfil de disolucién. Comparar los perfiles de disolucién de los
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productos de prueba y referencia usando un factor de similitud (f;). Los dos perfiles se
consideran similares cuando el valor de f, es =2 50. Cuando los productos tanto de prueba como
de referencia disuelven el 85% o0 mas de la cantidad indicada en marbete en < 15 min usando
los tres medios de disolucion recomendados, la comparacion de perfiles con la prueba f, no es
necesaria.
6) Genéricos y bioequivalencia en México.*%*1"

En México los medicamentos se encuentran clasificados en dos grupos: medicamentos de
marca (innovadores y no innovadores) y medicamentos genéricos. Para el otorgamiento del
registro sanitario, el cumplimiento de BPM (Buenas Practicas de Manufactura) es un requisito

indispensable.

Los medicamentos genéricos emplean el término «genérico intercambiable», el cual se
encuentra sefalado en el envase del medicamento por la sigla «Gl». El registro de estos
medicamentos figura en la pagina electronica de la COFEPRIS (Catalogo de Medicamentos

Genéricos Intercambiables).

Para que un medicamento genérico ingrese a la categoria de Gl, puede pasar por alguna o
los tres tipos de pruebas que se describen a continuacion:
*Prueba «Ax»: Cumplimiento de BPM.
*Prueba «B»: Cumplimiento de BPM mas perfil de disolucion.

*Prueba «C»: Cumplimiento de BPM mas perfil de disolucion mas pruebas de bioequivalencia.

El uso de medicamentos genéricos fue la principal estrategia para lograr el objetivo de ofrecer
a la poblacién medicamentos de calidad a un precio menor. En efecto, se obtuvieron
medicamentos intercambiables con un precio 57% menor que el del innovador. Se puede
observar que en México, se ha establecido una definicibn mas amplia del término «medicamento
intercambiable», no siendo siempre necesaria una prueba de bioequivalencia para esta

categoria de medicamento.

De acuerdo al SCB, en el listado de farmacos esenciales de la OMS, paracetamol se

encuentra dentro de la clasificacion Ill, con alta solubilidad y baja permeabilidad. Posee una
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permeabilidad consistente con mas del 80 % de absorcion oral, por lo tanto, puede ser

adicionalmente considerado como candidato potencial de una bioexencion.

Por otro lado, en México la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios
(COFEPRIS) recomienda el tipo de prueba B para aquellos medicamentos que contienen
paracetamol y que son susceptibles de incorporarse al Catalogo de Medicamentos Genéricos

Intercambiables.

7) Medicamentos administrados por via oral.?)

La via oral es la via de administracién que la naturaleza ha destinado a toda sustancia que
debe ser absorbida por el organismo y reabsorbida en el medio interior: la funcion del aparato
digestivo es la absorcion de la mayor parte de los alimentos necesarios para el mantenimiento de
la vida. Es, por tanto, la via mas natural para la introduccién de un medicamento en el organismo.
Por otra parte es la mas utilizada, al menos fuera del medio hospitalario. Es la via principal de la

automedicacion y la mejor aceptada generalmente por los pacientes.

8) Factores fisiolégicos que influyen sobre la absorcién por via oral.®

El estbmago esta considerado como un érgano de secrecion antes que como un 6rgano de
absorcion. Sin embargo, es la primera mucosa capaz de absorber el farmaco administrado por
via oral y segun los casos, la duracién del contacto puede tener importancia, permitiendo una
absorcion pasiva notable de los principios activos lipéfilos y de las formas no ionizadas al pH

acido del estobmago.

El pH del jugo gastrico es proximo a 1 pero debido a eventuales diluciones se admite

generalmente que el pH se situa entre 1y 3.

La superficie absorbente del intestino delgado es mucho mas importante que la del estémago.
La absorcion pasiva puede ser intensa pero no se debe olvidar el gradiente de pH que, ionizando

los principios activos o haciéndolos precipitar, sélo permite la absorcidn en determinadas zonas.
Los jugos digestivos vertidos en el intestino delgado son generalmente alcalinos: alrededor de

pH 8. Esta alcalinidad neutraliza la acidez del quimo gastrico aunque el contenido intestinal es

todavia ligeramente acido en el duodeno. El pH va aumentando progresivamente hasta la
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neutralidad a medida que el quimo recorre el yeyuno y hasta una ligera alcalinidad pH 7 (5-8) en

las ultimas fracciones del ileon.

9) Medios de disolucién.®

Agua destilada: Este disolvente, todavia utilizado para los ensayos de disgregacion, también
se cita para algunos ensayos de disolucion de comprimidos; sin embargo, su capacidad de
disolucion frente a cierto numero de sustancias puede ser muy distinta de la de los liquidos
fisiolégicos, en particular los compuestos idnicos para los que la influencia del pH es decisiva.

Soluciones idnicas: Son ampliamente utilizadas con el fin de aproximarse al maximo a las
condiciones de pH que se encuentran en el organismo:

Soluciones &cidas (pH 1,2): se preparan con acido clorhidrico diluido, adicionado o no con
cloruro sédico o potasico, para aproximarse a la composicidn del jugo gastrico.

Soluciones reguladoras alcalinas de pH comprendido, generalmente, entre 7 y 8, se
utilizan para simular el pH intestinal y ensayar las formas de accién prolongada o sostenida,
después del tratamiento en medio acido.

Soluciones reguladoras de pH intermedio: de pH comprendido entre 4 y 6, mas
corrientemente entre 5 y 6, corresponden al pH duodenal y se usan como intermediarias entre las

soluciones acidas y alcalinas.

10) La liberacién como factor limitativo de la absorcién gastrointestinal.®
Como es sabido, los procesos de LADME se inician con la liberacién de un farmaco a partir de
un determinado sistema de liberacion o forma farmacéutica, de manera que aquél quede

disponible para su absorcion.

Practicamente todos los farmacos deben estar disueltos y, en general, en forma no ionizada

para que puedan absorberse.

Se deduce que el proceso de liberacion puede desglosarse en tres fases principales:

disgregacién o desagregacion, disolucion y difusion:

La disgregacion se produce mediante la penetracion del agua en forma capilar hacia el

disgregante, de esta forma sus particulas en contacto con el agua y se hinchan, lo que provoca
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que la forma farmacéutica se separe, favoreciendo mediante ésta accién el contacto del farmaco

con el agua y facilitando su disolucion.

El fendmeno de la disolucion comporta convertir el farmaco en un soluto, que, hasta aquel

momento, era un soélido contenido en una forma agregada.

El farmaco ha de llegar, por difusién, en forma de soluto en un medio de disolucién (fluido
gastrointestinal, etc.) hasta el lugar de absorcion, la membrana absorbente. Este paso es
caracteristico e imprescindible pata todas las formas de dosificacion, excepto, naturalmente, para
las soluciones destinadas a la administracion intravenosa. Esta fase de la liberacién no se
considera que influya muy directamente en la absorcién, puesto que las moléculas en solucion
libre suelen difundir rapidamente; sin embargo, existe un caso en el cual la difusiéon puede ser
importante, e incluso decisiva: en las formas orales que deben absorberse a nivel gastrointestinal
y que llevan adicionados agentes viscosizantes o que se administran después de comidas
copiosas y con elevada proporcion de componentes grasos. En estos casos hay que comprobar

si la difusion del farmaco viene afectada.

La velocidad de absorcion esta claramente limitada por la liberacion; en estos casos, la

liberacion sera el factor limitante de la absorcion.

11) Relacién entre los procesos de disolucién y de absorcion.®

En general, la absorcion de los principios activos, depende del proceso de disolucién
(velocidad de disolucion) que se desarrolla en la zona anatémica a la que ha accedido la forma
de dosificacion, y de la permeabilidad del farmaco a través de la membrana absorbente. En el
caso de la via oral y de formas farmacéuticas de liberacion rapida, el proceso de disolucion se
concretaria en la velocidad de disolucion del farmaco en el lumen intestinal y, el de permeabilidad

en el paso del farmaco a través de la membrana duodenal.
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2.1 Monografia de Paracetamol

Nombre quimico:  N-acetil-p-aminofenol

Formula Molecular: CgHgNO» H

M CH,
Estructura molecular: Tr

0
HO™

Peso Molecular: 151.16

Nombre genérico: Paracetamol; Acetaminofén

Nombre comercial: Tylenol; Temperal; Tempra; Acephen; Alba-Temp; Anuphen; Atasol; Bakese;
Calpol; Campain; Capital; Datril; Dolanex; Exdol; Febrigesic; Febrilix; Fendon; Hedex; Forum;
Liquiprin; Lyteca; Nebs; Oraphen-PD; Paldesic; Panol; Panadol; Panaleve; Panasorb; Panets;
Panofen; Phenaphen; Pendes; placidez; Proval; Q-Panol; Robigesic; Rounox; Salzone; SK-

APAP; Tapar; Ticelgesic; Tivrin; Valadol.

Propiedades Fisicoquimicas.®
Aspecto: Polvo cristalino blanco
Solubilidad en agua: 1.40E+04 mg/L a 25°C
Constante de Disociacién, pKa: 9.38
Log P (octanol-agua): 0.46
Punto de Fusion: 168° a 172° C

Propiedades Farmacolégicas. '

El paracetamol es un farmaco eficaz que puede utilizarse como analgésico-antipirético; sin
embargo, es poca su actividad antiinflamatoria y por ello no es Util para combatir trastornos
inflamatorios. El paracetamol es bien tolerado y no genera muchos de los efectos colaterales de
la aspirina y puede obtenerse sin receta, razon por la cual ha ocupado un sitio destacado como

analgésico casero comun.

La actividad antipirética reside en su estructura aminobenceno. La introduccién de otros
radicales en el grupo hidroxilo del para-aminofenol y en el grupo amino libre de la anilina aminora
la toxicidad sin pérdida de su accion antipirética. Los mejores resultados se logran con los éteres

de alquil fendlicos, como la fenacetina y con las amidas (como el acetaminofén y la fenacetina).

9 Biofarmacia



GENERALIDADES

Propiedades Farmacocinéticas. ®

Después de ingerir paracetamol, éste se absorbe en forma rapida y casi completa en el tubo
gastrointestinal. Su concentracion plasmatica llega a un maximo de 30 a 60 min y la vida media
en plasma es de unas dos horas después del consumo de dosis terapéuticas. Se distribuye de
manera relativamente uniforme en casi todos los liquidos corporales. Es variable la unién de este
farmaco a proteinas plasmaticas. Después de dosis terapéuticas, en orina es posible identificar

90 a 100% del farmaco, en las primeras 24 horas.

Aplicaciones terapéuticas. "

El acetaminofén es un sustituto util de la aspirina, como analgésico o antipirético; es
particularmente util en sujetos en quienes aquélla esta contraindicada (p. €j., enfermos con ulcera
péptica) o cuando seria desventajosa la prolongacion del tiempo de sangrado causada por el
acido acetilsalicilico. La dosis ingerible habitual de acetaminofén es de 325 a 1 000 mg (650 mg
por via rectal); la dosis diaria total no debe rebasar los 4 000 mg. En nifios, la dosis Unica es de
40 a 480 mg, segun la edad y el peso, y es mejor no administrar mas de cinco dosis en 24 h. La

dosis de 10 mg/Kg de peso también puede utilizarse.

Contraindicaciones. ®

Hipersensibilidad al ingrediente activo, enfermedades hepaticas, ulcera péptica activa.

Reacciones secundarias y adversas. @
Las reacciones de sensibilidad son raras, manifestandose en forma de erupcion cutanea tipo
eritema o urticaria, nauseas, vomito, dolor epigastrico, somnolencia, ictericia, dafio hepatico,

renal, metahemoglobinemia.
Interacciones medicamentosas y de otro género.®
Dosis muy grandes de paracetamol podrian potenciar la accion de los anticoagulantes orales.

Puede aumentar la toxicidad del cloramfenicol.

Alteraciones de pruebas de laboratorio. @

No se han reportado hasta el momento.
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Precauciones y relacién con efectos de carcinogénesis, mutagénesis, teratogénesis y
sobre la fertilidad. @

No se ha demostrado hasta la fecha ninguna relacion con efectos de carcinogénesis,
mutagénesis o sobre la fertilidad. Si la fiebre persiste por mas de 72 horas o si el dolor no mejora,
debera reevaluarse al paciente. Las tabletas masticables contienen aspartame y no deberan

administrarse a fenilcetonuricos.

Sobredosificacién o ingesta accidental: manifestaciones y manejo (antidotos). ®

Dosis muy superiores a las recomendadas podrian producir lesiones del higado o en la
sangre. Se ha utilizado con éxito la acetilcisteina como antidoto para las reacciones de
hepatotoxicidad.
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3. OBJETIVO GENERAL

A partir de un estudio de disolucion de medicamentos que contienen como principio activo
paracetamol en tres soluciones con distinto pH, demostrar que ciertos farmacos clase Il con alta
solubilidad y baja permeabilidad también presentan una disolucién rapida in vitro como para

recibir una bioexencion.

3.1 Objetivos particulares.

» Llevar a cabo las pruebas de valoracion y uniformidad de dosis para las tabletas del

medicamento tanto de referencia como de prueba.

» Realizar la validaciéon del método analitico para cuantificar paracetamol en tres

soluciones o medios de disolucion con distinto pH:
v" Solucion de acido clorhidrico 0.1 N
v Solucion amortiguadora de acetato de sodio trihidratado 0.05M pH 4.5+ 0.05

v Solucién amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M pH 6.8 + 0.05

» Realizar el perfil de disolucion de los medicamentos en estudio en los tres medios de

disoluciéon antes mencionados.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 Reactivos, materiales y equipos.
Sustancia de Referencia

@ Sustancia de Referencia de Paracetamol. Proveedor: Quimica Alkano, S.A. de C.V.
No. Lote: 128-03. Pureza: 99.71%

Medicamentos para el analisis

@ Tylenol. Tabletas. Paracetamol 500 mg. Lote GLEO075. Caducidad AGO O07.
Laboratorio Janssen-Cilag.

@ Temperal. Tabletas. Paracetamol 500 mg. Lote 43801. Caducidad SEP 06.
Laboratorio Allen.

Reactivos

@ Acetato de Sodio Trihidratado, Cristal. J.T. Baker. Lote A29C14. P.M. 136.08.
Ensayo 100.2%

@ Fosfato de Potasio Monobasico, Cristal. J.T. Baker. Lote A14C03. P.M. 136.09.
Ensayo 100.2%

@ Acido Clorhidrico. J.T. Baker. Lote Y44C13. P.M. 36.46. Ensayo 100.2%
Hidroxido de Sodio. J.T. Baker. Lote 3722-01. P.M. 39.9. Ensayo 88%
Acido Acético Glacial. J.T. Baker. P.M. 60.05. Ensato 100.2%

Materiales

Matraz volumétrico de 10, 50, 100 y 2000 mL
Vaso de precipitados de 250 mL

Probeta de vidrio de 250 mL

Probeta de plastico de 1000 mL

Tubos de ensayo de 13 x 100 mm

¢ ¢ 0 ¢ ©
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Tubos de ensayo con tapén de rosca de 10 mL

Espatula

Navecilla para pesar

Muestreadores de plastico

Jeringas de plastico de 10 mL

Filtros de teflén de 10 micras 1/8" Pharma Alliance para disolucion.
Puntas para micropipeta de 100-1000uL

Micropipeta 100-1000uL y 500-5000 uL. Marca Eppendorf.

¢ © ¢ © © © © ¢

Equipos

Balanza Analitica Sartorius
Potenciometro Thermo Orion

Vortex Maxi Mix. Barnstead Thermolyne.
Bario de Ultrasonido

Termdémetro

Crondémetro

Espectrofotometro Shimadzu

e ¢ ¢ © © © ¢ ¢

Disolutor Hanson Research
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4.2 Preparacion de soluciones.

= Solucién de acido clorhidrico 0.1 N
Medir 17.0 mL de acido clorhidrico, colocar en matraz volumétrico de 2 L conteniendo aprox.

50 mL de agua destilada y llevar a volumen con el mismo disolvente. Agitar.

»= Solucién amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05M pH 6.8 £ 0.05
Pesar 13.61 g de fosfato de potasio monobasico, colocar en matraz volumétrico de 2 L y
disolver con agua destilada. Llevar a volumen con el mismo disolvente y agitar. Ajustar a pH de
6.8 con hidréxido de sodio 0.2 M.

» Solucion de hidréxido de sodio 0.2 M
Pesar 1.6 g de hidréxido de sodio, colocar en matraz volumétrico de 200 mL y disolver con

agua destilada. Llevar a volumen con el mismo disolvente y agitar.

= Solucién amortiguadora de acetato de sodio trihidratado 0.05 M pH 4.5 £ 0.05
Pesar 5.98 g de acetato de sodio trihidratado, colocar en matraz volumétrico de 2 L y disolver
con agua destilada. Llevar a volumen con el mismo disolvente y agitar. Ajustar a pH de 4.5 con

acido acético glacial concentrado.
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4.3 Prueba de Valoraciéon y Uniformidad de dosis.

De acuerdo con la NOM-177-SSA1-1998 " se realizan las pruebas de valoracion vy

uniformidad de dosis a los medicamentos tanto de referencia como de prueba, siguiendo los

métodos descritos en la FEUM.

Tabla No. 1. Datos generales de los medicamentos en estudio.

Medicamento de Referencia

Medicamento de Prueba

Producto Innovador

Producto Genérico

Farmaco Paracetamol Paracetamol
Nombre comercial Tylenol Temperal
Dosis 500 mg 500 mg
Forma farmacéutica Tabletas Tabletas
Lote GLEO75 43801
Caducidad AGO 07 SEP 06
Laboratorio Janssen-Cilag Allen
Clave asignada TYL TEM

4.3.1 Prueba de Valoracion.

La prueba de Valoracion por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) segun lo

descrito en la monografia de Paracetamol. Tabletas de la FEUM

Tabla No. 2. Condiciones cromatograficas.

Detector

UV-Visible

Columna cromatografica

5um

L1 ODS C18, 30cm. x 3.9 mm,

Fase movil Agua-Metanol (3:1)
Longitud de Onda 243 nm
Flujo 1.5 mL/min
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Preparacion de la solucidn de referencia.

Se prepara una curva de calibracién con intervalo de concentracion 50-150% de 10 ug/mL;

concentracion a la cual, debe estar la solucion de referencia.

Preparacion de curva de calibracion.

a) Pesar el equivalente a 10 mg de paracetamol, colocar en matraz volumétrico de
100 mL y disolver con solucién fase maévil. Llevar a volumen con la misma solucién
y agitar. Concentracién (100 pg/mL).

b) A partir de la solucion estandar anterior se prepara una curva de calibracién de

acuerdo a la tabla siguiente:

Tabla No. 3. Curva de calibracién para la prueba de valoracién.

Sol. estandar
Paracetamol Volumen total | Concentracion Nivel
100 pg/mL (mL) (pg/mL)
(mL)
0.5 10 5 50%
0.7 10 7 70%
1.0 10 10 100%
1.3 10 13 130%
15 10 15 150%

Preparacion de la muestra.

a) Pesar con exactitud 10 tabletas del producto en estudio, calcular su peso promedio y
triturar hasta polvo fino evitando pérdidas.

b) Pesar polvo de tabletas equivalente a 20 mg de paracetamol, colocar en un matraz
volumétrico de 25 mL y agregar 10 mL de fase movil. Agitar mecanicamente durante
10 min. Someter a la accion del bafno de ultrasonido durante 5 minutos y llevar a
volumen con fase movil, mezclar. Concentracién (800 ug/mL).

c) Pasar una alicuota de 0.625 mL de la solucion anterior a un matraz volumétrico de
50 mL y llevar a volumen con fase moévil, mezclar. Concentracién (10 pg/mL).

d) Filtrar una porcion de la solucion anterior a través de un filtro de tamano de poro de

0.5 ym descartando los primeros 10 mL.
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e) Utilizar el filtrado claro para la prueba.
f) Llevar a cabo la preparacion con el medicamento de referencia y el medicamento de
prueba.
Se inyectan en el cromatografo 10 yL de la curva de calibracion y muestras tanto del
producto innovador como del producto de prueba, las ultimas se inyectan por triplicado.

Obtener sus correspondientes cromatogramas y calcular el area.

Detalle de Calculo.

Cabe aclarar que, la concentracién de cada muestra se obtiene al interpolar en la curva de

calibracion su correspondiente respuesta (area bajo el pico).

Férmulas:
Cantidad de paracetamol Concentracion de
por unidad de dosis = la muestra * FD * Peso promedio tableta
1000 Peso polvo tableta
FD= Factor de dilucion de la muestra
% Paracetamol con Cantidad de paracetamol 100 %
respecto al marbete = por unidad de dosis * Cantidad en marbete

Criterio de aceptacion

Contiene no menos del 90.0 por ciento y no mas del 110.0 por ciento de la cantidad de
paracetamol indicada en el marbete, de cuerdo a lo establecido en la FEUM.

El Medicamento de Prueba no difiere en mas del 5% con respecto al Medicamento de
Referencia, segun la NOM-177-SSA1-1998.
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4.3.2 Prueba de Uniformidad de Dosis.

Los medicamentos de referencia y de prueba deben cumplir con los criterios de Uniformidad
de Contenido descritos en el Método General de Analisis (MGA 0299) de la FEUM, en este caso,
la prueba correspondiente es Variacion de Masa ya que la cantidad del principio activo es mayor

a 50 mg y es mas del 50% de la masa total.

Preparacion de la muestra.

a) Pesar con exactitud 10 tabletas del producto en estudio y calcular su peso
promedio.
b) Con el resultado de la prueba de valoracién del principio activo se determina el

contenido de principio activo para cada una de las diez tabletas.

Detalle de Calculo.

Foérmulas:
% Paracetamol % Paracetamol con
Tabq ... Tab, = respecto al marbete * Peso Tabq ... Taby

Peso promedio tableta

Criterio de aceptacion:

La cantidad de principio activo de cada tableta debe estar dentro del intervalo 85-115 % de la

cantidad indicada en el marbete y el coeficiente de variacién (CV) debe ser menor o igual al 6%.
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4.4 Validacion del Método Analitico para cuantificar paracetamol en tres soluciones

con distinto pH.

Segun la NOM-177-SSA1-1998, el Método Analitico que se utilice para realizar el perfil de

disolucion debe estar debidamente validado, y cumplir al menos con los siguientes parametros:

441 Parametros de Validacion del Sistema.

4411 Linealidad del sistema.

Para ésta prueba, se prepara curva de calibracién por duplicado, la cual, tiene cinco puntos

como intervalo de concentracién (3,5,7,9 y 11 ug/mL).

Preparacion de curva de calibracion.

a) Pesar sustancia de referencia equivalente a 10 mg de paracetamol y colocar en
un matraz volumétrico de 100 mL, disolver con 20 mL de medio de disolucion
correspondiente y llevar a volumen con la misma solucion. Agitar. Concentracion
(100 pg/mL)

b) A partir de la solucién estandar anterior preparar curva de calibracién por

duplicado de acuerdo a la tabla siguiente:

Tabla No. 4. Curva de calibracion para validacion.

Sol. estandar
Paracetamol Volumen total | Concentracion Nivel
100 pg/mL (mL) (pg/mL)

(mL)
0.3 10 3 1
0.5 10 5 2
0.7 10 7 3
0.9 10 9 4
1.1 10 11 5

c) Utilizar espectrofotometro para determinar los valores de absorbancia a una
longitud de onda de 243 nm, utilizando como blanco de ajuste el medio de

disolucion correspondiente.
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Detalle de Calculo.

Cabe aclarar que se realiza la correccién por pesada para calcular la concentracidon correcta
en cada nivel de la curva de calibracion.

Con lo datos de absorbancia obtenidos de las curvas de calibracion calcular por minimos
cuadrados la pendiente (m), intercepto (b) y coeficiente de regresion (r), ademas del error relativo
debido a la regresion (ERR).

Férmulas:

% ERR

Jzy AZy B Y xy

y/xr - X].OO

Criterio de aceptacion

El valor de “r" debe ser igual o mayor a 0.99 y el ERR menor al 2%.

4.41.2 Precision.

Este parametro se obtiene a partir de los datos de absorbancia de las curvas de calibracion en
la linealidad.

Detalle de Calculo.

Obtener el coeficiente de variacion (CV) del Factor de Respuesta de las curva de calibracion.

Férmulas:

Factor de respuesta = Respuesta muestra
Concentracion muestra

Criterio de aceptacion.

El CV del Factor de Respuesta no debe ser mayor al 2%.
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4.4.2 Parametros de Validacion del Método

4421 Efecto de Filtro.
Determinar la influencia del filtro de teflon de 10 micras 1/8" Pharma Alliance para disolucion
en la prueba de perfiles de disolucion de paracetamol.
Preparar muestras de concentracién 3 y 11 ug/mL (nivel 1y 5 de la curva de calibracion) de

paracetamol, separar en porcion filtrada y sin filtrar para determinar la influencia del filtro.

a) Pesar el equivalente a 20 mg de paracetamol Sustancia de Referencia y
colocar en un matraz volumétrico de 100 mL, disolver con 20 mL de medio de
disolucion correspondiente y llevar a volumen con la misma solucién. Agitar.
Concentracion (200 pg/mL)

b) A partir de la solucion estandar anterior tomar una alicuota de 750 y 2750 L,
colocarlas en matraces volumétricos de 50 mL cada una, llevar al aforo con
medio de disolucién correspondiente y agitar. Concentracion de 3 y 11 ug/mL,
respectivamente.

c) De cada solucion se separan 5 muestras filtradas y sin filtrar; aquellas filtradas
con ayuda de una jeringa, extension de plastico y filtro de teflon de 10 ym,
determinar los valores de absorbancia a una longitud de onda de 243 nm en el
espectrofotometro comparando contra un blanco de medio de disolucion

correspondiente.

Detalle de Calculo.

Con los datos de absorbancia obtenidos en las muestras filtradas y sin filtrar calcular el

promedio, DE y CV para cada rubro. Determinar %DEA

Formula:

%DEA: [ prom muestra sffiltrar - prom muestra filtrada J * 100

prom muestra sffiltrar

Criterio de aceptacion.

La diferencia entre la muestra sin filtrar y la muestra filtrada no debe ser mayor al 2 %.
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4422 Estabilidad de la muestra.

Determinar las condiciones de temperatura y tiempo en las que el compuesto permanezca

estable.

Preparar por triplicado muestras con concentracion 3 y 7 ug/mL (nivel 1 y 3 de la curva de

calibracion) de paracetamol y mantenerlas en refrigeracion (4 °C) durante 1, 2, 3,4 y 24 horas.

Preparacion de soluciones.

a) Pesar sustancia de referencia equivalente a 20 mg de paracetamol y colocar
en un matraz de 100 mL, disolver con 20 mL de medio de disolucion
correspondiente y llevar a volumen con el mismo. Agitar. Concentracion (200
Mg/mL).

b) A partir de la solucion estandar anterior tomar una alicuota de 750 y 1750 L,
colocarlas en matraces volumétricos de 50 mL cada una, llevar al aforo con
medio de disolucion correspondiente y agitar. Concentracion 3 y 7 ug/mL,
respectivamente.

c) En los tiempos antes establecidos, determinar los valores de absorbancia a
una longitud de onda de 243 nm en el espectrofotdmetro comparando contra

un blanco de medio de disolucién correspondiente.

Detalle de Calculo.

Con los datos de absorbancia obtenidos en cada tiempo de prueba, calcular %DEA

Formula:

%DEA: prom tiempo inicial - prom tiempo prueba * 100
prom tiempo inicial

Criterio de aceptacion.

La diferencia no debe ser mayor al 3 % entre la muestra tiempo inicial y muestra tiempo de

prueba.
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4.4.2.3 Selectividad.

Demostrar la selectividad del Método Analitico para el principio activo ante otros

componentes de la muestra.

Preparar una solucion de concentracion de 7 pg/mL de paracetamol tanto de la sustancia de

referencia como de cada uno de los medicamentos en estudio.

Preparacion de soluciones.

a) Pesar sustancia de referencia equivalente a 10 mg de paracetamol y colocar
en un matraz volumétrico de 100 mL, disolver con 20 mL de medio de
disolucion correspondiente y llevar a volumen con la misma solucion. Agitar
Concentracion (100 pg/mL).

b) A partir de ésta solucion estandar preparar aquella de concentracion 7 pg/mL
(nivel 3) de acuerdo a la tabla de preparacion de curva de calibracion.

c) Pesar polvo de tabletas equivalente a 5 mg de paracetamol y colocar en un
matraz volumeétrico de 50 mL para disolver con 10 mL de medio de disolucion
correspondiente, llevar al aforo con la misma solucion y agitar. Concentracion
(100 pg/mL).

d) A partir de la solucién anterior filtrar una porcién de 10 mL con ayuda de una
jeringa con extension de plastico y filtro de teflon de 10 ym. Tomar una
alicuota de 3.5 mL y colocar en un matraz volumétrico de 50 mL, llevar al aforo
con medio de disolucién correspondiente y agitar. Concentracion (7 pg/mL).

e) Realizar barridos en el espectrofotometro de 200 a 350 nm comparando
contra un blanco de solucién amortiguadora correspondiente y obtener los

datos de maxima absorbancia para cada una de las soluciones.

Criterio de aceptacion.

De los medicamentos en prueba se obtendra el espectro de absorcion para garantizar que
cualquier otro componente en la muestra no absorbe a la misma longitud de onda que la

sustancia de referencia de paracetamol.
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4424 Linealidad del método.

Para ésta prueba, se prepara curva de calibracion por triplicado, la cual, tiene cinco puntos

como intervalo de concentracioén (3,5, 7,9 y 11 ug/mL).

Preparacion de curva de calibracion.

a) Pesar polvo de tabletas equivalente a 10 mg de paracetamol y colocar en un
matraz volumétrico de 100 mL, disolver con 20 mL de medio de disolucién
correspondiente y llevar a volumen con la misma solucién. Agitar. Concentracion
(100 pg/mL).

b) Filtrar la solucién anterior desechando la primera porcion y recolectando aprox.
50 mL.

c) A partir de la solucion filtrada anterior preparar curva de calibracion por triplicado
de acuerdo a la Tabla No. 4

d) Repetir el procedimiento de preparaciéon de curva de calibracion para el producto
de referencia y prueba en cada medio de disolucion.

e) Determinar los valores de absorbancia a una longitud de onda de 243 nm en el
espectrofotdmetro comparando contra un blanco de medio de disolucion

correspondiente.

Detalle de Calculo.

Cabe aclarar que se realiza la correccion por pesada para calcular la concentracion correcta en
cada nivel de la curva de calibracion.
Con los datos de absorbancia obtenidos de las curvas de calibracién calcular por minimos

cuadrados la pendiente (m), intercepto (b) y coeficiente de regresion (r), ademas de %ERR.

Criterio de aceptacion

El valor de “r’ debe ser igual o mayor a 0.99 y el ERR menor al 3%.
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4425 Exactitud.
En el parametro de exactitud se calcula el porcentaje de recuperacion de cada nivel de los
datos de linealidad del método y enseguida la desviacion estandar absoluta con respecto a la

cantidad nominal.

Detalle de Calculo.

Interpolar los datos de absorbancia del método en la curva de calibracién promedio del
sistema para obtener la concentracion real, a partir de ésta y la concentracién nominal como el
cien por ciento recuperado, se obtienen los porcentajes de recuperacion correspondientes.

Posteriormente se calcula el %DEA con respecto a la cantidad nominal

Criterio de aceptacion.

Para que el método cumpla el parametro de exactitud el %DEA no debe ser mayor que el

3% en cada nivel.

44.2.6 Precision
Se determina con los resultados obtenidos en los parametros de repetibilidad vy

reproducibilidad.

44.2.6.1 Repetibilidad
En éste parametro se calcula el coeficiente de variaciéon del porcentaje de recuperacién de los

datos de linealidad, éste no debe ser mayor que el 3%.
44.2.6.2 Reproducibilidad

El porcentaje de recuperacion de los datos de linealidad obtenidos en dos dias diferentes

debe tener un coeficiente de variacion global no mayor que el 3%.
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4.5 Evaluacion de Perfil de Disolucion.
Posterior a la validacién del método analitico se procede a realizar la prueba de perfiles de
disolucién con los medicamentos tanto de Referencia como de Prueba en los tres medios de

disolucién utilizados.

Condiciones de trabajo:
v Disolutor Hanson Research
v" Volumen de medio de disolucién: 900 mL
v" Medio de disolucion:
Solucién amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05 M pH 6.8 £ 0.05
Solucién amortiguadora de acetato de sodio trihidratado 0.05 M pH 4.5+ 0.05
Solucion de acido clorhidrico 0.1 N
12 tabletas del medicamento por medio de disolucion
Temperatura del medio de disolucion: 37°C £ 0.5
Aparato Il. Paletas
Velocidad de agitacion: 50 rpm
Tiempos de muestreo: 3, 5, 10, 15, 20, 30 y 45 min.

Volumen de muestra: 2 mL sin reposicion de medio de disolucién

NN NN

Preparacion.

a) Ajustar a 50 rpm y mantener el bafo del disolutor a 37° C.

b) Desgasificar el medio de disolucion correspondiente.

c) Con ayuda de una probeta de 1000 mL medir 900 mL de medio de
disolucion y vaciar en cada vaso del disolutor. Bajar las paletas y tapar los
vasos del disolutor.

d) Verificar la temperatura del medio en los vasos del disolutor, una vez que la
temperatura sea la deseada colocar una tableta por vaso.

e) Adicionar las tabletas en los vasos de manera simultanea y accionar el
cronometro.

f) Tomar 2 mL de muestra con jeringa provista de una extensién de plastico y un

filtro en los tiempos establecidos.
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g) Realizar la dilucion de la muestra, tal que la concentracion final esté dentro
del rango de la curva de calibracion. Tomar 100 pL y llevar a volumen de 10
mL con medio de disolucion.

h) Obtener lecturas de absorbancia de cada una de las muestras en el
espectrofotdmetro a una longitud de onda de 243 nm, utilizando medio de
disoluciéon como blanco de ajuste.

i) Efectuar el perfil de disolucion de cada medicamento con un total de 12

unidades y en cada medio de disolucion.

De acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998, la evaluacion de perfiles de disolucién se realiza de
la siguiente manera:
Calcular el porcentaje de farmaco disuelto en cada tableta y por cada tiempo de muestreo sin

reposicion de medio de disolucién utilizando las férmulas siguientes:

Yi Absorbancia

Xi = (Yi-A)/B Concentracion muestra (ug/mL)

Ei= (Xi) (Fd) (v) Cantidad de farmaco en cada alicuota (mg)

Di= (Xi) (Fd) (Vi)+Ei Cantidad de farmaco disuelto al i-ésimo t de muestreo (mg)
%Di= (Di/Dosis)*100 % Disuelto

El porcentaje disuelto debe calcularse con respecto a la dosis nominal del farmaco.
Se deben graficar los porcentajes disueltos promedio contra el tiempo, asi como los
coeficientes de variacion y los valores maximo y minimo.
Si el coeficiente de variacion del porcentaje disuelto es menor o igual que el 20% para el
primer tiempo de muestreo y menor o igual que el 10% para los tiempos subsecuentes, se
comparan los perfiles de disolucion usando el factor de similitud (f;) definido en la siguiente

ecuacion:

f,= 50*log | ( 1+(1/n)Z " (Rt—Pt)?) 5 * 100}
Donde:
n = numeros de tiempos de muestreo.
Rt = porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de referencia.

Pt = porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de prueba.

Los perfiles se consideran similares cuando el valor de f, es = 50.
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5. RESULTADOQOS.

5.1 Resultados de la prueba de valoracion.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos en la prueba de valoracion.

Tabla No. 5. Porcentaje de paracetamol contenido en cada medicamento.

Medicamento Valoracién
(Clave) (%)
TYL 98.02
TEM 98.73
Diferencia % 0.71

5.2 Resultados de la prueba de uniformidad de dosis.
Con el resultado de la valoracion se obtienen el porcentaje de paracetamol contenido en cada

tableta, asi como el coeficiente de variacion.

Tabla No. 6. Porcentaje de paracetamol contenido en las tabletas de cada
medicamento

Me?(':clg\'j‘e‘;”to TYL TEM
No. tableta Peso (g) | % Paracetamol Peso (g) % Paracetamol
1 0.6010 98.20 0.5872 97.69
2 0.6072 99.21 0.5933 98.71
3 0.5870 95.91 0.6151 102.34
4 0.5910 96.57 0.5958 99.12
5 0.6201 101.32 0.6134 102.05
6 0.6061 99.03 0.6092 101.35
7 0.5981 97.73 0.5228 86.98
8 0.6010 98.20 0.6083 101.20
9 0.6003 98.09 0.6046 100.59
10 0.5874 95.98 0.5845 97.24
Promedio 0.5999 98.02 0.5934 98.73
DE 0.01 1.64 0.03 4.50
%CV 1.67 1.67 4.56 4.56
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5.3 Resultados de la Validacion del Método Analitico para cuantificar paracetamol en

tres soluciones con distinto pH.

5.3.1 Parametros de Validacion del Sistema.

5.3.1.1 Linealidad y precisién del sistema.

Soluciéon de HCI 0.1 N

Tabla No. 7. Linealidad y precision del sistema.

Abs (243 nm) Factor de Respuesta
Nivel Concentracion Curva 1 Curva 2 Promedio Curva l Curva 2
(Hg/ml)
1 3.01 0.190 0.194 0.192 0.0631 0.0645
2 5.01 0.314 0.317 0.316 0.0626 0.0632
3 7.02 0.435 0.443 0.439 0.0620 0.0631
4 9.03 0.567 0.563 0.565 0.0628 0.0624
5 11.03 0.702 0.705 0.704 0.0636 0.0639
b -0.0024 Promedio 0.0631
m 0.0634 %DE 0.0007
r 0.9997 %CV 1.18
%ERR 1.25
0.7 -
/
1 /,///
0.6 4 s
//.//
/
0.5 //
8 o«
c /,/
_‘EU 0.4 ///
[e) //
[%2] 7
g 0.31 //‘
e b -0.00228
0.2+ w m 0.06346
A r 0.9997
0.1 . T . T . T " T " 1
2 4 6 8 10 12
Concentracion (ug/mL)

Fig. No. 1. Gréfica de Linealidad del sistema.
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Solucion amortiguadora de acetato de sodio trihidratado 0.05M pH 4.5

Tabla No. 8. Linealidad y precision del sistema.

Abs (243 nm) Factor de respuesta
Nivel Concentracion Curva l Curva 2 Promedio Curva 1 Curva 2
(Hg/ml)
1 3.01 0.189 0.184 0.187 0.0628 0.0612
2 5.01 0.305 0.300 0.303 0.0608 0.0598
3 7.02 0.438 0.436 0.437 0.0624 0.0621
4 9.03 0.567 0.542 0.555 0.0628 0.0600
5 11.03 0.685 0.685 0.685 0.0621 0.0621
b -0.0041 Promedio 0.0616
m 0.0623 %DE 0.0011
r 0.9998 %CV 1.77
%ERR 1.15
%7 .
0.6 e
@ 0-57 7
2 7
5] Pl
£ 0.4+ e
2 ,/
< 034 A
e b -0.00334
0.2 / m 0.06221
r 0.9998
0.1 T T T T 1
2 4 6 8 10 12
Concentracion (ug/mL)

Fig. No. 2. Grafica de Linealidad del sistema.
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Solucién amortiguadora de fosfato de potasio monobésico 0.05 M pH 6.8

Tabla No. 9. Linealidad y precision del sistema.

Abs (243 nm) Factor de respuesta
Nivel Concentracion Curva 1l Curva 2 Promedio Curval Curva 2
(Hg/ml)
1 3.01 0.193 0.193 0.193 0.0641 0.0641
2 5.01 0.321 0.318 0.320 0.0640 0.0634
3 7.02 0.447 0.444 0.446 0.0637 0.0632
4 9.03 0.573 0.574 0.574 0.0635 0.0636
5 11.03 0.691 0.691 0.691 0.0626 0.0626
b 0.0070 Promedio 0.0635
m 0.0623 %DE 0.0005
r 0.9999 %CV 0.86
%ERR 0.73
0.7 /'
0.6 e
M
8 0.5+ //
(8] e
3 '
o) e
S 0.4 e
(%] e
<
e
P |
0.37 e b 0.00736
/// m 0.06231
0.2 1 o r 0.9999
T T T T T T T T 1
2 4 6 8 10 12
Concentracion (ug/mL)

Fig. No. 3. Grafica de Linealidad del sistema.
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5.3.2 Parametros de Validacion del Método

5.3.2.1 Efecto de filtro

Soluciéon de HCI 0.1 N

Tabla No. 10. Efecto en la respuesta a causa del filtro.

Nivel bajo alto
Concentracion 3 pg/mL 11lug/mL
Muestra Directa Filtrada Directa Filtrada
Promedio 0.202 0.203 0.703 0.712
DE 0.0025 0.0019 0.0020 0.0029
%CV 1.25 0.95 0.28 0.40
%DEA 0.79 1.22

Solucién amortiguadora de acetato de sodio trihidratado 0.05 M pH 4.5

Tabla No. 11. Efecto en la respuesta a causa del filtro.

Nivel bajo alto
Concentracion 3 pg/mL 11lpg/mL
Muestra Directa Filtrada Directa Filtrada
Promedio 0.206 0.210 0.708 0.717
DE 0.0035 0.0077 0.0027 0.0077
%CV 1.72 3.68 0.38 1.07
%DEA 1.84 1.24

Solucién amortiguadora de fosfato de potasio monobéasico 0.05 M pH 6.8

Tabla No. 12. Efecto en la respuesta a causa del filtro.

Nivel bajo alto
Concentracion 3 pg/mL 11lpg/mL
Muestra Directa Filtrada Directa Filtrada
Promedio 0.198 0.201 0.699 0.702
DE 0.0011 0.0029 0.0018 0.0054
%CV 0.57 1.44 0.26 0.78
%DEA 1.11 0.46
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5.3.2.2 Estabilidad de la muestra

Soluciéon de HCI 0.1 N

Tabla No 13. Estabilidad de las muestras de paracetamol.

Condicion Refrigeracion
Tiempo %DEA
(hrs.) 3(ug/mb) | 7 (ug/mL)
0 0 0
1 0.17 0.07
2 0.85 0.30
3 0.17 0.44
4 0.00 0.52
24 0.34 0.15

Solucién amortiguadora de acetato de sodio trihidratado 0.05 M pH 4.5

Tabla No. 14. Estabilidad de las muestras de paracetamol.

Condicion Refrigeracién
Tiempo %DEA
(hrs.) 3 (ug/mL) 7 (ug/mL)
0 0 0
1 0.70 0.30
2 1.22 0.38
3 1.40 0.45
4 0.17 0.53
24 1.22 0.90

Solucion amortiguadora de fosfato de potasio monobéasico 0.05M pH 6.8

Tabla No. 15. Estabilidad de las muestras de paracetamol.

Condicion Refrigeracion
Tiempo %DEA
(hrs.) 3 (ug/mL) 7 (ug/mL)

0 0 0

1 1.04 1.42
2 1.21 1.12
3 0.35 1.65
4 0.69 1.87
24 1.04 1.65
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5.3.2.3
Solucién de HCI 0.1 N

Selectividad

Tabla No 16. Méaxima absorcion de la sustancia de referencia de paracetamol
y de cada medicamento.

Paracetamol Longitud de Max. abs.
onda
Estandar 243.4 0.480
Concentracion .
(7 ug/mL) Referencia 243.2 0.471
Prueba 243.6 0.460
Sustancia de Referencia
Paracetamol e
1 o Y r
fm*ﬂmm'“x |
h, [ -
,«1*53 ST IEI | 'ﬁ\ o
E M# %
EJJ ™,
. T "ﬂh"*\,_"
(3, CHE ) s :
B AT, e S AP E AT G

Medicamento de Referencia:

Tylenol ) _ .
1o Ly '
i, G . T
SA7 e
‘E-t“:_‘ |
B o bHE o e e
ST L Pl SIS Y B Y SERIC RGN
Medicamento de Prueba:
Temperal . J L ) ] . . ) .
lﬁwﬂﬁ : . [
| it
i
SNRAIRIN E
L, bt
,-"‘r ‘.“1 1 hlﬂ .‘:l LEI .. -"'..“"h‘\.
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Fig. No. 4. Espectros de absorcién.
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Solucion amortiguadora de acetato de sodio trihidratado 0.05 M pH 4.5

Tabla No. 17. Maxima absorcion de la sustancia de referencia de paracetamol
y de cada medicamento.

Longitud de .
Paracetamol onda Max. abs.
Estandar 243.6 0.427
Concentracién .
(7 ug/mL) Referencia 243.4 0.476
Prueba 243.4 0.447
Sustancia de Referencia
Paracetamol . ]
| oo GH ey
G s T B
& a 1k 1 y e .
' l_,-r“f R
. th}x.wlll\ l_ ,”'*‘ . ‘\.\L‘.I 1
-, HHﬁ ! e
- NG AT o O L. M
Medicamento de Referencia:
Tylenol
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Temperal L
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Fig. No. 5. Espectros de absorcion.
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Solucién amortiguadora de fosfato de potasio monobésico 0.05 M pH 6.8

Tabla No. 18. Maxima absorcion de la sustancia de referencia de paracetamol
y de cada medicamento.

Longitud de .
Paracetamol onda Max. abs.
Estandar 243.4 0.435
Concentracién )
(7 ug/mL) Referencia 243.4 0.438
Prueba 243.4 0.443
Sustancia de Referencia
Paracetamol
Sl B f
! L
CE gu@“\ . |
& fq 1wy | \ e
_ o ",
PN AIAr | . e |
S P i USRS 2 B T R T
Medicamento de Referencia:
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Medicamento de Prueba:
Temperal
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Fig. No. 6. Espectros de absorcion.
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Soluciéon de HCI 0.1 N

Linealidad del método.

Tabla No 19. Linealidad del método.

RESULTADOS

TYL TEM
Concentracién Absorbancia Concentracién Absorbancia
(ng/mL) Promedio (ng/mL) Promedio
2.98 0.194 2.98 0.187
4,96 0.317 4.97 0.309
6.94 0.445 6.96 0.428
8.93 0.565 8.95 0.551
10.91 0.699 10.94 0.682
b 0.0032 b 0.0000
m 0.0635 m 0.0620
r 0.9999 r 0.9999
%ERR 0.80 %ERR 0.87
0.89 0.8
e S
0.6 e 0.6 e
pd s
k] /'/ © -
E 0.4 pd § 0.4 ,//
2 7 5 e
2 pd 2 P
yd < - b 5.09548E-4
0.2 // b 0.00348 0.2 - - m 0.06191
m 0.06344 r 0.9999
r 0.9999
0.0 T T T T T 1 0.0 T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12

Concentracion (ug/mL)

Fig.

No. 7. Grafica de Linealidad del Método Analitico para

el medicamento de referencia Tylenol en

HCI0.1 N
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Concentracién (ug/mL)

Fig. No. 8. Gréfica de Linealidad del Método Analitico

para el medicamento de prueba Temperal en

HCIO0.1 N
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Solucion amortiguadora de acetato de sodio trihidratado 0.05 M pH 4.5

Tabla No. 20. Linealidad del método.

RESULTADOS

TYL TEM
Concentracién Absorbancia Concentracién Absorbancia
(ng/mL) Promedio (ng/mL) Promedio
2.98 0.207 2.98 0.191
4.96 0.329 4.97 0.308
6.94 0.449 6.96 0.438
8.93 0.563 8.95 0.559
10.91 0.679 10.94 0.684
b 0.0332 b 0.0026
m 0.0594 m 0.0623
r 0.9999 r 0.9999
%ERR 0.65 %ERR 0.67
0.84 0.8+
0.6 / 0.6
3 e - g
& 04- e & 04- ,
2 //'/’ g
< e b 0.00348 < /
0.24 [ 4 m 0.06344 0.24 b 5.09548E-4
r 0.9999 m 0.06191
r 0.9999
0.0 T T T T 1 0.0 T T T T T 1
0 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (ug/mL) Concentracion (ug/mL)

Fig. No. 9 Grafica de Linealidad del Método Analitico
para el medicamento de referencia Tylenol en pH 4.5

Fig. No. 10 Gréfica de Linealidad del Método Analitico
para el medicamento de prueba Temperal en pH 4.5
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Solucién amortiguadora de fosfato de potasio monobésico 0.05 M pH 6.8

Tabla No. 21. Linealidad del método.

Fig. No. 11. Gréfica de Linealidad del Método Analitico
para el medicamento de referencia Tylenol en pH 6.8

40

TYL TEM
Concentracién Absorbancia Concentracion Absorbancia
(ng/mL) Promedio (ug/mL) Promedio
2.98 0.197 2.98 0.196
4.96 0.325 4.97 0.321
6.94 0.434 6.96 0.448
8.93 0.571 8.95 0.577
10.91 0.679 10.94 0.697
b 0.0178 b 0.0077
m 0.0610 m 0.0632
r 0.9994 r 0.9999
%ERR 1.70 %ERR 0.53
0.8 0.8+
e e
0.6 }// 0.64 e
_ A~
K] e . e
8 0.4- ,/'/ % 0.4 /
2 / Qo 3 /
2 e g -
< // 2 //'
0.2+ .,/ 0.24 r'/
b 0.01748 : b 0.00782
m 0.06102 m 0.06322
r 0.9994 r 0.9999
0.0 T T T T 1 0.0
0 4 6 8 10 12 0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (ug/mL) Concentracién (ug/mL)

Fig. No. 12. Gréfica de Linealidad del Método Analitico
para el medicamento de prueba Temperal en pH 6.8
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5.3.25

Solucién de HCI 0.1 N

Exactitud

RESULTADOS

Tabla No 22. Porcentaje de Desviacion Estandar Absoluta con respecto a
la concentracién nominal obtenida con el Método Analitico.

TYL TEM
Concen;racic')n Concentraci@n % Concent.racién Concentraci@n %
Nominal Real Promedio Recobro %DEA Nominal Real Promedio Recobro %DEA
(ug/mL) (Hg/mL) (Hg/mL) (Hg/mL)
2.98 3.000 100.8 0.81 2.98 3.016 101.1 1.12
4.96 4.942 99.7 0.35 4.97 4.979 100.2 0.15
6.94 6.958 100.2 0.21 6.96 6.909 99.3 0.73
8.93 8.852 99.2 0.83 8.95 8.894 99.4 0.61
10.91 10.963 100.5 0.48 10.94 11.002 100.6 0.59
Solucién amortiguadora de acetato de sodio trihidratado 0.05 M pH 4.5
Tabla No. 23. Porcentaje de Desviacion Estandar Absoluta con respecto a
la concentracién nominal obtenida con el Método Analitico.
TYL TEM
Concentraci()n Concentracié_n % Concen;racic')n Concentracic')_n %
Nominal Real Promedio Recobro %DEA Nominal Real Promedio Recobro %DEA
(Hg/mL) (pg/mL) (Hg/ml) (Hg/mL)
2.98 2.927 98.4 1.62 2.98 3.020 101.3 1.26
4.96 4.987 100.6 0.57 4.97 4,905 98.7 1.34
6.94 6.997 100.8 0.78 6.96 6.988 100.4 0.40
8.93 8.928 100.0 0.01 8.95 8.942 99.9 0.07
10.91 10.875 99.7 0.32 10.94 10.944 100.1 0.07
Solucion amortiguadora de fosfato de potasio monobasico 0.05M pH 6.8
Tabla No. 24. Porcentaje de Desviacion Estandar Absoluta con respecto a
la concentracién nominal obtenida con el Método Analitico.
TYL TEM
Concen@racic')n Concentraci@n % Concen;racic')n ConcentraciQn %
Nominal Real Promedio Recobro %DEA Nominal Real Promedio Recobro %DEA
(Hg/mL) (Hg/mL) (ug/mL) (Hg/mL)
2.98 2.945 99.0 1.03 2.98 2.983 100.0 0.00
4.96 5.034 101.5 1.50 4.97 4,949 99.6 0.45
6.94 6.821 98.3 1.75 6.96 6.968 100.1 0.12
8.93 9.069 101.6 1.59 8.95 8.998 100.6 0.55
10.91 10.846 99.4 0.59 10.94 10.901 99.7 0.33
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5326 Pr

5.3.2.6.1

Soluciéon de HCI 0.1 N

ecision

Repetibilidad y Reproducibilidad

Tabla No 25. Repetibilidad y reproducibilidad de datos en dias diferentes.

TYL TEM
Nivel Corlllc()er:tig;lon Promedio %Recobro COK?;?}ELZ?“ Promedio %Recobro
Dialy 2 Dialy 2 Dialy 2 Dialy 2
(ug/mi) y y (Hg/ml) y y
1 2.98 3.000 100.8 2.98 3.016 101.1
2 4.96 4,942 99.7 4.97 4,979 100.2
3 6.94 6.958 100.2 6.96 6.909 99.3
4 8.93 8.852 99.2 8.95 8.894 99.4
5 10.91 10.963 100.5 10.94 11.002 100.6
Promedio 100.07 Promedio 100.10
DE 0.6563 D.E. 0.7857
%CV 0.66 %CV 0.78
Solucién amortiguadora de acetato de sodio trihidratado 0.05 M pH 4.5
Tabla No. 26. Repetibilidad y reproducibilidad de datos en dias diferentes.
TYL TEM
Nivel Corlllc:rztiaﬁlon Promedio %Recobro Corlw\lc:rmgilon Promedio %Recobro
Dialy 2 Dialy 2 Dialy 2 Dialy 2
(ug/ml) Y Y (Rg/ml) Y Y
1 2.98 2.927 98.4 2.98 3.020 101.3
2 4,96 4,987 100.6 4.97 4,905 98.7
3 6.94 6.997 100.8 6.96 6.988 100.4
4 8.93 8.928 100.0 8.95 8.942 99.9
5 10.91 10.875 99.7 10.94 10.944 100.1
Promedio 99.88 Promedio 100.06
DE 0.9471 DE 0.9370
%CV 0.95 %CV 0.94
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Solucion amortiguadora de fosfato de potasio monobéasico 0.05M pH 6.8

Tabla No. 27. Repetibilidad y reproducibilidad de datos en dias diferentes.

TYL TEM
Nivel Corlllc:rzti:gién Promedio %Recobro Corlw\lc:rmgiién Promedio %Recobro
(ug/mi) Dialy 2 Dialy 2 (ug/mi) Dialy 2 Dialy 2
1 2.98 2.945 99.0 2.98 2.983 100.0
2 4.96 5.034 101.5 4.97 4.949 99.6
3 6.94 6.821 98.3 6.96 6.968 100.1
4 8.93 9.069 101.6 8.95 8.998 100.6
5 10.91 10.846 99.4 10.94 10.901 99.7
Promedio 99.94 Promedio 99.98
DE 1.5194 DE 0.3954
%CV 1.52 %CV 0.40
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5.4 Resultados de Evaluacion de Perfiles de Disolucién

RESULTADOS

4.4.1 Comparaciéon de los perfiles de disolucién en HCI 0.1 N
Tabla No 28. Promedio del porcentaje disuelto por cada tiempo de muestreo
Medicamento de Referencia
Tiempo 3 5 10 15 20 30 45
(min)
Valor min. 75.86 95.19 97.32 97.93 96.46 97.70 101.24
Valor méx. 90.09 101.24 106.35 112.69 106.65 108.43 109.36
Promedio 81.46 98.03 102.82 104.20 103.40 102.93 104.50
DE 4.63 2.34 3.23 4.92 3.09 3.99 2.47
%CV 5.69 2.39 3.14 4.72 2.99 3.88 2.36
Medicamento de Prueba
Tiempo 3 5 10 15 20 30 45
(min)
Valor min. 50.12 66.44 84.84 89.95 93.24 98.03 98.67
Valor méx. 64.05 78.55 102.64 100.54 107.95 109.82 110.41
Promedio 58.00 73.78 91.06 96.23 101.23 103.82 105.12
DE 4.58 3.76 4.89 3.41 4.08 4.17 3.78
%CV 7.90 5.09 5.37 3.55 4.03 4.02 3.60
120 4
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Fig. No. 13. Perfil de disolucién en HCI 0.1 N
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5.4.2 Comparacion de los perfiles de disolucién en pH 4.5

Tabla No. 29. Promedio del porcentaje disuelto por cada tiempo de muestreo

Medicamento de Referencia

TE;TH%O 3 5 10 15 20 30 45
Valor min. 70.50 76.61 87.63 86.48 88.79 89.65 89.08
Valor max. 79.83 92.33 99.28 99.87 96.96 97.84 101.01

Promedio 75.82 86.10 93.35 93.33 93.23 94.07 93.62

DE 3.36 451 3.98 3.76 2.74 2.50 3.50
%CV 4.43 5.24 4.27 4.03 2.94 2.65 3.74
Medicamento de Prueba

Tzem”i“np)o 3 5 10 15 20 30 45
Valor min. 41.06 57.05 70.13 77.08 83.14 81.70 89.18
Valor max. 56.22 68.12 84.95 93.35 99.13 102.01 103.70

Promedio 48.13 63.76 78.97 86.52 90.38 93.59 97.57

DE 411 3.80 4.54 4.69 4.92 5.91 4.48
%CV 8.55 5.96 5.75 5.42 5.44 6.31 4.59
120
100 //.i
80 E/
8 /
% 60
[a)
S 404
—u— M. Referencia
207 —e— M. Prueba
0% T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50
Tiempo (min)
Fig. No. 14. Perfil de disolucién en pH 4.5
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5.4.3 Comparacion de los perfiles de disolucién en pH 6.8

Tabla No. 30. Promedio del porcentaje disuelto por cada tiempo de muestreo

Medicamento de Referencia

Tzfn“i“np)o 3 5 10 15 20 30 45
Valor min. 75.42 84.22 93.57 95.62 94.16 92.48 94.80
Valor méx. 92.14 95.05 101.75 113.39 102.94 102.63 102.31

Promedio 82.14 91.51 98.03 100.41 99.64 99.06 99.01

DE 4.20 3.02 2.55 4.99 2.52 3.05 2.46
%CV 5.11 3.30 2.60 4.97 2.53 3.08 2.49
Medicamento de Prueba

TE;TnF))O 3 5 10 15 20 30 45
Valor min. 41.38 60.72 70.38 79.70 87.26 90.45 91.90
Valor max. 57.81 74.50 87.01 94.62 98.38 106.25 105.33

Promedio 50.43 66.63 81.43 89.86 94.02 97.31 98.49

DE 5.21 4.36 5.70 5.19 3.40 4.32 4.09
%CV 10.32 6.55 7.00 5.78 3.62 4.44 4.16
120 4
R '
80 E/
IS - /
g 60
@2
&)
S a0y —u— M. Referencia
—e— M. Prueba
20
0 T T T T T T T T T 1
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Fig. No. 15. Perfil de disolucién en pH 6.8
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6. ANALISIS DE RESULTADOS.

6.1Valoracion y Uniformidad de Dosis.
Tanto el medicamento de referencia como aquél de prueba cumplen con los criterios de
aceptacion en la valoracion y uniformidad de dosis, por lo tanto, ambos medicamentos contienen

la cantidad de paracetamol indicado en el marbete y es uniforme en cada una de sus tabletas.

6.2 Validacion del Método Analitico para cuantificar paracetamol en tres soluciones

con distinto pH.

6.2.1 Parametros de Validacion del Sistema

6.2.1.1 Linealidad del Sistema
El sistema muestra comportamiento lineal en los tres medios de disolucién, ya que el rango
de concentracion 3 a 11 pug/mL, el cual, se utilizd6 como intervalo de trabajo tiene un coeficiente

de regresion “r" mayor a 0.99 y error relativo debido a la regresion ERR menor al 2%.

6.2.1.2 Precision del Sistema
En los cinco niveles de concentracion para la curva de calibracion, el factor de respuesta tiene
un coeficiente de variacion CV menor al 2%, entonces el sistema es capaz de obtener valores

precisos.

6.2.2 Parametros de Validacion del Método

6.2.2.1 Efecto del filtro
En ninguno de los tres medios de disolucién utilizados es mayor al 2% la Desviacion
Estandar Absoluta DEA de la muestra directa y aquella que es filtrada, por lo tanto, no hay
influencia o efecto del filtro.
La utilizacion de filtro es necesaria en la prueba de perfil de disolucién para eliminar la posible
interferencia de los excipientes, en éste caso no existe mayor problema al tomar muestra con
filtro, puesto que ni el nivel bajo ni el nivel alto (puntos extremos de la curva de calibracién)

muestran diferencia significativa filtrando o no la muestra.
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6.2.2.2 Estabilidad de la muestra
La muestra es estable en refrigeracion un periodo de 24 horas, la desviacion estandar
absoluta no es mayor al 3% en los dos niveles de concentracion. Se tiene la certeza de que la
lectura de las muestras en cualquiera de los tres medios de disolucion no mostrara mayor cambio
almacenandolas a 4° C un periodo de tiempo que abarca 24 horas después de haber realizado

el perfil de disolucion.

6.2.2.3 Selectividad
El Método Analitico es selectivo para la deteccion de paracetamol a una longitud de onda de
243 nm en los tres medios de disolucion, por lo tanto, no existe problema al realizar el andlisis en

cada una de las pruebas de ésta validacion.

6.2.2.4 Linealidad del Método
La linealidad del método se considera aceptable ya que el resultado del coeficiente de
regresion “r’ es mayor a 0.99 y el error debido a la regresion lineal es menor al 3% en el rango
de concentracion propuesto.
La linealidad es aceptable tanto para el medicamento de referencia como para el de prueba y

en los tres medios de disolucion.

6.2.2.5 Exactitud del Método
El método es capaz de dar resultados exactos, en los tres medios de disolucion ambos
medicamentos arrojan resultados que no varian mas del 3% con respecto a la concentracion

nominal en los cinco niveles de concentracion utilizados.

6.2.2.4 Precision del Método
El resultado de éste parametro es aceptable y satisfactorio ya que incluye repetibilidad y
reproducibilidad entre dias, no hay mayor problema con la obtencién de resultados precisos, el
CV Global es menor al 3% tanto para el medicamento de referencia como para el de pruebay en

los medios de disolucion utilizados en la validacion del método.
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6.3 Perfil de Disolucién
En los tres medios de disolucion, se puede observar que los perfiles de disolucién, tanto del
medicamento de referencia como del medicamento de prueba son similares, se disuelve mas del
85% en menos de 15 minutos, de acuerdo a los requerimientos de la Guia de la FDA no es
necesaria la comparacion de perfiles de disolucion con la prueba f,. En menos de 30 minutos se

disuelve mas del 85% de paracetamol, por lo tanto, se consideran de disolucion in vitro répida.

La COFEPRIS recomienda la prueba tipo B para que el medicamento de prueba pueda
obtener la etiqueta Gl, si bien, no recomienda estudios de biodisponibilidad y/o bioequivalencia,
con éste trabajo se puede corroborar que el medicamento genérico conteniendo paracetamol es
un candidato potencial de la bioexencién, segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica son
candidatos a la bioexencion aquellos medicamentos que contengan farmacos clase I, sin
embargo, paracetamol perteneciente a la clase Ill muestra resultados favorables en los tres pH’s,
gue ponen de manifiesto que sus caracteristicas de alta solubilidad, baja permeabilidad y

disolucion rapida gobiernan la velocidad y extensién de absorcion.
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7. CONCLUSIONES.

v" Los medicamentos Tylenol y Temperal contienen la cantidad de paracetamol indicado
en el marbete, siendo uniforme en cada unidad.

v" El Método Analitico para cuantificar paracetamol es lineal, preciso y exacto en los tres
medios de disolucién evaluados.

v El medicamento de referencia (Tylenol) y el medicamento de prueba (Temperal)
poseen un perfil de disolucién similar, se disuelve mas del 85% de paracetamol en
menos de 30 min, por lo tanto, se consideran de disolucion rapida. Inclusive, como se
disuelven mas del 85% antes de los 15 min no es necesario aplicar el factor de
similitud f, y se consideran de disolucién muy rapida.

v' Con lo anterior se puede concluir que los medicamentos que contienen como (nico
principio activo paracetamol y que muestran disolucion in vitro rapida en los tres
medios de disolucién con distinto pH son candidatos potenciales para exentar los

estudios de biodisponibilidad y/o bioequivalencia in vivo.
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