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INTRODUCCION

El amlodipino es un agente cardiovascular usado como tratamiento de primera
eleccion para la hipertension arterial y en el control de la presién arterial
sanguinea. La presentacion farmacéutica mas comun son las tabletas en dosis

de 5 mg.

La normatividad mexicana establece que para que un medicamento pueda ser
considerado como genérico intercambiable debe de cumplir con las pruebas de
intercambiabilidad, que consisten en evaluar el perfil de disolucion de los

productos y un estudio de bioequivalencia en voluntarios sanos.

El estudio de bioequivalencia se aplica principalmente a formas farmacéuticas
sélidas, el objetivo principal de dicho estudio es asegurar que una vez que el
medicamento es ingerido se absorbe a la circulacion general en un tiempo

similar al del medicamento innovador.

Para que un farmaco pueda ser absorbido es necesario que se encuentre en
solucién, los parametros que controlan la velocidad y grado de absorcidn de los
farmacos son su solubilidad y su permeabilidad a lo largo del tracto

gastrointestinal.

El sistema de clasificacion biofarmacéutico es una herramienta de utilidad para
clasificar a los farmacos en cuatro clases diferentes dependiendo de la
solubilidad y la permeabilidad. Las guias de la FDA permiten actualmente la
exencion de estudios de bioequivalencia para farmacos de clase 1 (alta
solubilidad y alta permeabilidad) bajo ciertas condiciones y se ha recomendado
la bioexencién para farmacos de la clase 3 (alta solubilidad, baja
permeabilidad), esto quiere decir que en lugar de llevar a cabo una prueba in

vivo se evaluara el perfil de disolucion de los productos.
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INTRODUCCION

Estas bioexenciones permitirian reducir el costo de los medicamentos mientras
que su eficacia y calidad siguen garantizadas. Este hecho tendra notables
repercusiones en facilitar el registro de medicamentos genéricos a menor costo

pero con calidad garantizada.

Dado que el Amlodipino es un farmaco que se encuentra en la clase 1 del
sistema de clasificacion biofarmacéutico se llevd a cabo el presente trabajo

cuyos objetivos fueron:

e Evaluar el perfil de disolucion de formas farmacéuticas solidas orales de
liberacion inmediata que contienen amlodipino como principio activo, en las

condiciones que establece la OMS.
e Determinar si es posible exentar del estudio de bioequivalencia a las formas

farmacéuticas solidas orales de liberacién inmediata que contienen

amlodipino como principio activo.
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GENERALIDADES

2.1 MONOGRAFIA DEL AMLODIPINO 2.7.8,19,20

El amlodipino es una dihidropiridina antagonista del calcio. Se recomienda como
monoterapia para la hipertension arterial y es el tratamiento de primera eleccion

en la angina de pecho.

Actualmente el amlodipino se encuentra en el mercado en forma de tres sales, sin
embargo, la mas comun es el Besilato de Amlodipino sélo o en combinacion con
otros antihipertensivos. Las formas farmacéuticas disponibles son tabletas o

capsulas de 5y 10 mg.

2.1.1. Propiedades Fisicoquimicas del Amlodipino

En la figura 1 se muestra la estructura quimica del amlodipino.

Figura 1. Estructura quimica de amlodipino

CATEGORIA: Agente cardiovascular

SUBCATEGORIA: Antagonista del calcio

FORMULA: C20 H25 Cl N2 05

PESO MOLECULAR: 408.88 g/mol

pKa: 8.6

Biofarmacia



GENERALIDADES

2.1.2. Propiedades fisicoquimicas del Besilato de Amlodipino

FORMULA ESTRUCTURAL

SO,H

Figura 2. Estructura quimica de Besilato de Amlodipino

NOMBRE QUIMICO:

e BENCENOSULFONATO DE ()-2[(2-AMINOETOXI)METIL]-4-(2-
CLOROFENIL)- 3 — ETOXICARBONIL — 5- METOXICARBONIL — 6 —
METIL — 1,4 — DIHIDROPIRIDINA

e BENCENOSULFONATO DE 2 — [(2 — AMINOETOXI) METIL] -4 — (2 —
CLOROFENIL) - 1,4-DIHIDRO-6-METIL-3,5-PIRIDINOCARBOXILICO 3-
ETIL -5- METIL ESTER

FORMULA CONDENSADA: CH25CIN2Os5 ¢ CsHgO3S

PESO MOLECULAR: 567.1

APARIENCIA: Polvo blanco o casi blanco.

SOLUBILIDAD: Poco soluble en agua y en isopropanol; soluble en
alcohol absoluto; facilmente soluble en metanol.

ALMACENAMIENTO: Conservar en envases herméticos. Proteger de la luz.

Biofarmacia



GENERALIDADES

2.1.3. Farmacocinética8

Absorcion y distribucién

Tras la administracion oral de dosis terapéuticas, el amlodipino se absorbe
lentamente desde el tracto gastrointestinal. La absorcion no se ve afectada por la
ingesta de alimentos. La biodisponibilidad absoluta del compuesto inalterado se
estima entre el 64% y 80%. Las concentraciones plasmaticas maximas se
obtienen entre 6 y 12 horas después de la administracion. El volumen de
distribucion es aproximadamente de 20 I/kg. La union a proteinas plasmaticas es
del 98%.

Metabolismo y eliminacion

La vida media de eliminacién varia de 35 a 50 horas. Las concentraciones
plasmaticas en estado de equilibrio se alcanzan después de 7 u 8 dias. El
amlodipino se metaboliza extensamente en el higado a metabolitos inactivos de
los cuales el 10% se excreta en forma de amlodipino inalterado. Alrededor del

60% de la dosis administrada se elimina por la orina.

Ancianos

El tiempo para alcanzar la concentracion plasmatica maxima en ancianos es
equivalente al de los pacientes mas jovenes. En esta poblacion el aclaramiento
puede verse reducido de manera que, a pesar de ello, el area bajo la curva y la
vida media de eliminacién se incrementan. El régimen posoldgico recomendado
en ancianos es el mismo que en jovenes, aunque se debera tener precaucion al

incrementar la dosis.

Pacientes con insuficienciarenal
Los cambios en las concentraciones plasmaticas de amlodipino no tienen relacion
directa con el grado de insuficiencia renal. El amlodipino puede administrarse a

las dosis habituales en estos pacientes. Este farmaco no es dializable.

Pacientes con insuficiencia hepatica
La vida media de eliminacién de amlodipino se prolonga en pacientes con

disfuncién hepatica.

Biofarmacia



GENERALIDADES

2.2 MEDICAMENTOS GENERICOS'6

En los ultimos afos se ha incrementado el uso de los llamados “Medicamentos
Genéricos”, los cuales surgen cuando ha vencido la patente del producto
innovador. En México se emplea el término de Medicamento Genérico
Intercambiable para nombrar a una especialidad farmacéutica con el mismo
principio activo, igual concentracién o potencia, misma via de administracion y
especificaciones farmacopeicas similares o comparables, que ha demostrado por
su perfil de disolucion y/o biodisponibilidad que tiene el mismo efecto terapéutico

que el medicamento innovador o producto de referencia.

Para demostrarlo los medicamentos deben de cumplir con diferentes tipos de
pruebas dependiendo de la naturaleza del medicamento, y se dividen en tres

clases generales:

Clase A: medicamentos que no requieren cumplir con pruebas de disoluciéon o
bioequivalencia. Los laboratorios que fabrican medicamentos de esta clase tienen
que cumplir con las Buenas Practicas de Manufactura, que son una serie de reglas
para asegurar el manejo y desarrollo apropiado del producto. En esta clase se
encuentran los liquidos orales, inyectables, pomadas, oftalmicos y medicamentos

para inhalacion.

Clase B: Solo requieren cumplir con las pruebas de disolucién. Podran exentar las
pruebas de bioequivalencia aquellos farmacos que, demuestren
experimentalmente o mediante el empleo de equivalencia publicada en fuentes
indexadas, que tienen una alta solubilidad. Si este fuera el caso se deberan
realizar pruebas de perfil de disolucién en tres diferentes pH’s (1.2, 4.5y 6.8). En
caso de que los perfiles de disolucién no sean satisfactorios siempre se podra
realizar la prueba de bioequivalencia a la que se considera como el estandar de

oro.
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GENERALIDADES

Clase C: Los medicamentos en esta clase deben de cumplir con las pruebas de

perfil de disolucion y el estudio de bioequivalencia.

Las pruebas para demostrar la intercambiabilidad de los medicamentos genéricos,
se deben llevar a cabo segun lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-
177-SSA1-1998, Que establece las pruebas y procedimientos para demostrar que
un medicamento es intercambiable y los requisitos a que deben sujetarse los

terceros autorizados que realicen las pruebas.

El amlodipino se encuentra en el Catalogo de Medicamentos Genéricos
Intercambiables. El tipo de prueba que requiere para ser autorizado como
medicamento genérico intercambiable es de clase C y el producto de referencia

con el que se debe comparar es el producto Norvas del laboratorio Pfizer.

2.3 BIOEQUIVALENCIAY BIODISPONIBILIDAD 3.9

La biodisponibilidad se define como “La proporcion del farmaco que se absorbe a
la circulacion general después de la administracion del medicamento y el tiempo

que requiere para hacerlo”.

La bioequivalencia es una comparacion de la biodisponibilidad de equivalentes
farmacéuticos y se define como “La ausencia de una diferencia significativa en la
velocidad y la medida en que el ingrediente activo o la fraccién activa se hace
disponible en el sitio de accion cuando se administran en la misma dosis molar

bajo condiciones similares en un estudio disefiado apropiadamente”.

La bioequivalencia de dos productos (prueba y referencia) se evalua comparando
la velocidad y cantidad de farmaco absorbido en sujetos sanos, mediante un
disefio denominado estudio cruzado 2x2. Las caracteristicas de este estudio se
establecen en la NOM-177-SSA1-1998.

Biofarmacia



GENERALIDADES

Los resultados de  bioequivalencia  son importantes para determinar la
intercambiabilidad entre un producto de referencia o innovador y un genérico
intercambiable. Para que dos productos farmacéuticos sean bioequivalentes, el
ingrediente activo o fraccién activa del farmaco en estudio, debera mostrar que la

velocidad y la cantidad absorbida son similares al farmaco de referencia.

2.4 SISTEMA DE CLASIFICACION BIOFARMACEUTICO 5 11. 13,14

El Sistema de Clasificacién Biofarmacéutico (BCS) es un marco cientifico para
clasificar los principios activos en base a su solubilidad acuosa y su permeabilidad
intestinal. EIl BCS toma en cuenta tres factores principales que gobiernan la
velocidad y el alcance de la absorcion del farmaco a partir de formas
farmacéuticas solidas orales de liberacion inmediata: disolucion, solubilidad y
permeabilidad intestinal.

Segun el BCS, los farmacos se clasifican de la siguiente manera:

Clase 1: Alta solubilidad - Alta permeabilidad
Clase 2: Baja solubilidad - Alta permeabilidad
Clase 3: Alta solubilidad - Baja permeabilidad

Clase 4: Baja solubilidad - Baja permeabilidad

Respecto a la disolucion se pueden clasificar en farmacos de “muy rapida

disolucién”, “rapida disolucion” y “disolucion lenta”.

10
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GENERALIDADES

2.4.1. Alta solubilidad

Un farmaco se considera altamente soluble cuando la dosis mas alta es soluble
en 250 mL o menos de solucion acuosa en el intervalo de pH = 1.2 — 6.8. Los
calculos de solubilidad a diferentes pH’s se hacen a 37°C y por triplicado. Las
primeras guias del BCS sugerian que el rango de pH'’s para medir solubilidad debe
serde 1.2 — 7.5, sin embargo tomando en cuenta la variacion de pH a lo largo del

tracto gastrointestinal se considera mas apropiado el rango de 1.2 — 6.8.

El cambio en el rango de pH se basa en que, en general, un farmaco tarda
aproximadamente 85 minutos para llegar al ileon, por lo tanto si el farmaco es
de rapida disolucion cuando llega al ileon estd casi completamente
disuelto, entonces evaluar la solubilidad a pH’s mayores de 6.8 es

innecesario.

Tabla 1. Rango de pH a lo largo del tracto gastrointestinal

Regién | Estdmago | Duodeno | Jejuno | ileon | Colon
pH 1.2-35 |46-6.0({6.3-73|76 |7.5-8.0

El calculo de volumen de 250 mL se deriva de protocolos de bioequivalencia que
prescriben la administracién de un producto medicamentoso a voluntarios en

ayuno con un vaso de agua.

2.4.2. Alta permeabilidad

Un farmaco estable en el sistema gastrointestinal, se considera altamente
permeable cuando la cantidad absorbida es de 85% o mas en base a la
determinacion de balance de masa o en comparacion con una dosis de referencia
intravenosa. Inicialmente se proponia que una alta permeabilidad correspondia al
90% del farmaco absorbido, sin embargo este limite excluia a farmacos que eran

considerados como bien absorbidos o completamente absorbidos.

11
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GENERALIDADES

2.4.3. Muy rapida disolucion

Un farmaco se considera de muy rapida disolucion cuando al menos el 85% de la
cantidad indicada en el marbete se ha disuelto en 15 minutos o menos, usando el
aparato de paletas a 75 rpm o el aparato de canastillas a 100 rpm en 900 mL o
menos en cada uno de los siguientes medios: a) solucion de HCI pH=1.2,

b) solucion amortiguadora de acetatos pH=4.5 y c) solucién amortiguadora de
fosfatos pH=6.8.

2.4.4. Rapida disolucion

Un farmaco se considera de rapida disolucién cuando al menos el 85% de la
cantidad indicada en el marbete se ha disuelto en 30 minutos 0 menos, usando el
aparato de paletas a 75 rpm o el aparato de canastillas a 100 rpm en 900 mL o
menos en cada uno de los siguientes medios: a) solucion de HCI pH=1.2,

b) solucion amortiguadora de acetatos pH=4.5 y c) solucién amortiguadora de
fosfatos pH=6.8.

2.5 BIOEXENCION 1:5.12, 14,15

Las guias de la FDA proponen que los farmacos de clase 1 y algunos de clase 3
pueden ser exentos de la prueba de bioequivalencia, bajo ciertas condiciones. Una
de las ventajas de esta consideracion es facilitar la aprobacion del producto sélo
con la comparacion de los perfiles de disolucién, de esta forma se reducirian

costos en cuanto a tiempo y recursos empleados.

El criterio de bioexencién considera que cuando la disolucién in vivo de una forma
farmacéutica solida oral de liberacion inmediata es rapida en relacion con el
vaciamiento gastrico y el farmaco tiene alta permeabilidad, es poco probable que
la velocidad y la cantidad absorbida dependan de la disolucién y/o el tiempo de

transito gastrointestinal del farmaco.

12

Biofarmacia



GENERALIDADES

Para formas farmacéuticas orales soélidas de liberacidn inmediata que contienen
farmacos de clase 1 (alta solubilidad, alta permeabilidad) se considera la

bioexencion si:

1. Son productos de rapida disolucion y los perfiles de disolucidén del
producto de referencia y el de prueba son similares en medios de
pH=1.2, pH4.5 y pH=6.8. La similitud de los perfiles de disolucion se

demuestran mediante la prueba f; o un criterio estadistico equivalente.

2. ElI perfil de disolucion del producto de prueba y el del producto de
referencia son de muy rapida disolucion. En este caso los productos se
consideran equivalentes y no es necesario evaluar la similitud mediante

alguna prueba estadistica.

Adicionalmente al criterio de disolucion rapida se debe considerar que los
excipientes de la formulacién pueden afectar la velocidad y la cantidad absorbida.
Previo a la decisidn de aprobar una bioexencion, es necesario evaluar el riesgo-

beneficio en términos de salud publica y el riesgo individual para los pacientes.

2.5.1. Excepciones para la bioexencion
La bioexencion a base del BCS no es aplicable para los siguientes productos:

1. Farmacos de estrecho margen terapéutico

Los farmacos de estrecho margen terapéutico son aquellos que requieren
tener una concentracion con una variacibn minima pues pequefas
variaciones en su concentracion plasmatica provocan cambios en la
respuesta del farmaco, que pueden ser la eficacia, la ineficacia o la

toxicidad del farmaco.

2. Productos disefiados para ser absorbidos en la cavidad oral
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2.6 PERFILES DE DISOLUCION 4.9

La absorcién de un farmaco contenido en una forma farmacéutica soélida, tras la
administracién oral depende, de la liberacién del principio activo del producto, la
disolucién en las condiciones fisioldégicas y la permeabilidad en el sistema
gastrointestinal. Debido a la naturaleza critica de estos primeros dos pasos, la
disolucién in vitro puede ser relevante a la prediccidn del proceso in vivo, siempre

y cuando el paso limitante para la absorcidon sea la disolucion.

En base a esta consideracion, se utilizan las pruebas de disolucion in vitro de las

formas farmacéuticas solidas orales, para:

1. Evaluar la calidad de un producto medicinal lote a lote;

Guiar el desarrollo de nuevas formulaciones;

3. Asegurar la calidad y el rendimiento continuo del producto después de
ciertos cambios, tales como cambios en la formulacién, el proceso de
fabricacion, el sitio de fabricacion y el aumento en escala del proceso

de fabricacion.

Un perfil de disoluciéon considera diversos tiempos de muestreo, lo que permite
establecer la velocidad de disolucion. En la literatura han demostrado que si una
prueba comparativa de los perfiles de disolucién entre el medicamento de
referencia y el de prueba, se disefia y se lleva a cabo de acuerdo con un
procedimiento  establecido, equivalentes farmacéuticos que muestran
comportamientos semejantes en relacion con sus caracteristicas de velocidad de

disolucién, probablemente tendran también una biodisponibilidad comparable.
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Para comparar los perfiles de disolucion se utiliza el factor de similitud f,, un valor
puntual que proviene de un modelo matematico, que permite relacionar a través
de una transformacién logaritmica la semejanza entre los perfiles de disolucion de
los medicamentos de referencia y de prueba. Esta aproximacion es valida bajo las

siguientes consideraciones:

e Los tiempos de muestreo son idénticos para ambos productos.

e Se cuenta con al menos 3 o0 4 tiempos de muestreo. La norma NOM-177-
SSA1-1998 establece 5 tiempos de muestreo para lograr una mejor

caracterizacion de la curva.

e Los perfiles se realizan en las mismas condiciones operacionales.

e El coeficiente de variacion del porcentaje disuelto no es mayor del 20%
para el primer tiempo y no es mayor que el 10% para los tiempos

subsecuentes.

e La curva de disolucion se evalua en su parte ascendente y en su meseta.

e Sify, 250 (50— 100) se considera que los perfiles son similares.

2.6.1. Condiciones generales para las pruebas de disolucion

2.6.1.1. Aparatos

Los aparatos de disolucion mas usados son los aparatos | y |l de la USP
(canastillas y paletas respectivamente), pues son sencillos, robustos, estan
normalizados y son lo suficientemente flexibles como para permitir la realizacion
de pruebas de disolucion para una variedad de productos medicinales. Las
medidas de cada componente de los aparatos se describen en el MGA 0291 de la
FEUM.
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2.6.1.2. Medio de disolucién

En lo posible, las pruebas de disolucién se deben realizar bajo condiciones
fisioloégicas para predecir el rendimiento del producto in vivo. Las condiciones de
prueba deberan basarse en las caracteristicas fisicoquimicas de la sustancia
medicinal y las condiciones ambientales a las cuales podria estar expuesta la

forma farmacéutica tras la administracion oral.

Por lo general el volumen del medio de disolucion es de 500, 900 6 1000 mL. Es
deseable pero no obligatorio tener condiciones SINK. Se debe utilizar un medio

acuoso en el rango de pH de 1.2 a 6.8.

Todas las pruebas de disolucion para formas farmacéuticas orales solidas de

liberacion inmediata se deben realizar a 37.0 + 0.5°C.

El uso de enzimas, tensoactivos, pH’s superiores a 6.8 o aparatos diferentes al | y

Il de la USP se deben evaluar caso por caso.

2.6.1.3. Agitacion

Por lo general, se debera mantener condiciones de agitacion suave durante la
prueba para mantener un flujo laminar que proporcione resultados mas
consistentes y reproducibles, ademas de permitir un poder de discriminacion
maximo entre los perfiles y detectar productos con un pobre rendimiento in vivo.
Utilizando el aparato de canastas (USP |) la velocidad de agitacion generalmente

es de 50 0 100 rpm y con el aparato de paletas (USP Il) es de 50 0 75 rpm.

Antes de iniciar la prueba se debe asegurar que los vastagos de cada vaso
cumplan con las revoluciones por minuto (rpm) especificas y las canastillas o
paletas estén a la misma distancia del fondo de los vasos para asegurar que la
agitacion sea la misma en cada vaso.
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2.6.1.4. Temperatura

La solubilidad es un fendmeno dependiente de la temperatura, por lo tanto se
debe controlar la temperatura del medio de disolucion y mantenerse dentro de un
rango de +0.5° C. El medio de disoluciéon puede calentarse en los vasos del
disolutor ya colocados en el bafo, el cual debe tener la temperatura deseada y
cubrir un nivel superior al de los vasos, o bien en un matraz, en cualquiera de los
casos se debe medir el volumen de medio requerido en frio y tapar los vasos

para que durante el calentamiento se evapore el menor volumen posible.

La temperatura del medio se mide en la distancia media entre la superficie del
medio de disolucion y el fondo de la canastilla/paleta y a no menos de 1.0 cm de

la pared del vaso

2.6.1.4. Gases o0 aire disuelto en el medio

La presencia de gases o aire disuelto en el medio de disolucidon pueden alterar los
resultados de disolucién ya que con la agitacién se libera en forma de burbujas
alterando el flujo y pueden adherirse a la superficie de la forma farmacéutica
alterando la superficie de contacto entre el sélido y el medio de disolucién. La
presencia de aire puede generar también cambios en el pH del agua destilada y

de algunos medios preparados con acidos débiles.

La desgasificacion del medio puede hacerse por el método de ultrasonido y vacio,
que proporciona una reduccion de aproximadamente el 95% de oxigeno disuelto.
Otro método es el de calentamiento a 45° C con vacio vy filtracion, este método
proporciona una reduccion del 85% del oxigeno disuelto. De no ser posible usar
estos métodos se puede usar otro método que demuestre igual eficacia.

Es necesario emplear el medio inmediatamente después de desgasificarlo y evitar
agitacion o burbujas al momento de vaciarlo a los vasos.
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2.6.1.5. Composicion del medio de disolucion

Los medios de disolucién deben ser soluciones acuosas preparadas como se
indica en las farmacopeas, teniendo especial cuidado en usar las sales y las
soluciones en la concentracion especificada. El ajuste de pH debe ser a + 0.05

unidades del pH especificado.

2.6.1.7. Almacenaje del medio

Cuando el medio de disolucion se almacena se debe cuidar que los recipientes de
almacenaje estén libres de iones y estén bien cerrados para asegurar que no hay

evaporaciéon del medio.

2.6.1.8. Toma de muestra

El muestreo debe efectuarse siempre en el mismo sitio y con la menor turbulencia
posible, con la finalidad de no alterar el flujo. La toma de la muestra se debe hacer
en los tiempos establecidos dentro de una tolerancia de + 2%. La FEUM especifica
que el muestreo se debe hacer a 1 cm de la pared del vaso y la distancia media

entre el medio de disolucion y la paleta.

Los dispositivo para la toma de muestras y los filtros deben de ser inertes, con el
fin de no causar adsorcion significativa del ingrediente activo de la solucién, no
debe contener materiales extraibles por el medio de disolucion y no debe interferir

con los procedimientos analiticos.

18

Biofarmacia



GENERALIDADES

2.6.2. Calibracion del disolutor

Para que las pruebas de disolucion sean reproducibles se debe calibrar el
disolutor lo menos cada seis meses. La calibracion del disolutor puede ser

quimica o mecanica.

2.6.2.1. Calibracién Quimica.

Esta calibracion se realiza con estandares de disolucién denominados tabletas
calibradores siendo las mas utilizadas las de prednisona (desintegrantes) y de

acido salicilico (no desintegrante).

2.6.2.2. Calibracion Mecanica.’

La calibracion mecanica del equipo, requiere una serie de instrumentos calibrados
que son: termémetro, medidor de vibraciones, dispositivo calibrador para centrado,
medidor de profundidad, tacometro, medidor de balanceo o desviacién de la
vertical, medidor de nivel horizontal y crondmetro. En la Tabla 2 se muestran las

variables que se evaluan en la calibracion mecanica del disolutor.
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Tabla 2. Pardmetros para calibrar un disolutor.

Variable Limite Observaciones
Linealidad del Medir a lo largo del eje. Guardar los vastagos
dispositivo de 1 mm y paletas en un soporte adecuado para
agitacion conservarlos derechos o alineados
Verticalidad de 1.5° con

los vastagos a
90°

respecto a la

perpendicular

Guardar los vastagos y paletas en un soporte
adecuado para conservarlos derechos o

alineados

Bamboleo

Sin bamboleo

Es la desviacion de la vertical con las flechas

en movimiento rotatorio.

Centrado de los

Verificar posicion y estado del perno clocado

. i 2 mm Vs . . .7
agitadores de fabrica y la posicion de cada vaso.
Medir individualmente la distancia entre el
Profundidad 25 mm £ 2 mm .
fondo del vaso y la canastilla/paleta.
Velocidad + 4% Emplear un tacémetro calibrado.
Nivelacién 0.5% Realizar la medicién en varios puntos de
+ 0.
horizontal ° equipo y de la mesa donde esta colocado.
0.00254 mm de
Vibracion . Verificar que siempre se mantenga al minimo.
desplazamiento
Temperatura +0.1°C Usar termopar calibrado.
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2.6.3. Modelos para la comparacion de perfiles

Los perfiles de disoluciéon generalmente se comparan mediante la prueba f;, sin
embargo cuando no es posible aplicar esta prueba se utilizan otros modelos
matematicos. Los perfiles de disolucion se pueden comparar utilizando un método

modelo independiente o modelo dependiente.

2.6.3.1. Meétodo modelo independiente utilizando un factor de similitud

Un enfoque independiente de modelo sencillo utiliza un factor de diferencia (f{) y
un factor de similitud (f2) para comparar los perfiles de disolucion. El factor de
diferencia (f1) calcula la diferencia porcentual entre las dos curvas en cada punto

temporal y es una medida del error relativo entre las dos curvas.
f]z { [Et:1n|Rt'Tt|]/[Et:1nRt] } b 100

dénde n es el numero de puntos temporales, R; es el valor de disolucion del lote
de referencia al tiempot y T;es el valor de disolucion del lote de prueba al

tiempo t.

El factor de similitud (f;) es una transformacion de raiz cuadrada reciproca
logaritmica de la suma del error cuadrado y es una medicion de la similitud en la

disolucién porcentual entre las dos curvas.

£,=50log {[ 1+ (1/n)Z" (R - Ty )* 7% 100}

Para que los perfiles se consideren similares, los valores de f; deberan estar
cerca de 0 (< 15%), y los valores de f, deberan estar cerca de 100 (entre 50 y
100).
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El método modelo independiente es mas conveniente para la comparacion de los
perfiles de disolucién cuando hay tres o mas puntos temporales de disolucién

disponibles.

Solo se debera considerar una medicién después de la disolucién del 85% de
ambos productos. Asi mismo, el coeficiente de variacion en el primer tiempo de
muestreo no debera ser mas del 20%, y en los puntos subsecuentes no debera

ser mas del 10%.

2.6.3.2. Procedimiento independiente de modelo multivariado

En casos donde el coeficiente de variacion es mas del 15% de coeficiente de
variacion, se recomienda utilizar un modelo multivariado para la comparacioén de
los perfiles de disolucién. Para este procedimiento se considera que el perfil del
producto de prueba es similar al perfil del producto de referencia si el limite

superior del intervalo de confianza es igual a o menor al limite de similitud.

2.6.3.3. Enfoques dependientes de modelos

En la literatura se han descrito varios modelos matematicos para comparar los
perfiles de disolucion como los modelos lineal, cuadratico, logistico, probit y
Weibull.

En la tabla 3 se presentan los modelos de disolucién mas utilizados.
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Tabla 3. Modelos cinéticos para describir la disolucién de un fdrmaco.

MODELO ECUACION APLICACION
Se puede utilizar para formas de dosificacion
Cinética de % Q=k.t que no desintegren y bajo la hipotesis que la
Orden cero ) superficie permanece constante durante la
liberacion del farmaco
Cinética de La cantidad de farmaco liberado depende de la
primer orden % Q=100(1-¢™*) | difusion y/o disolucion. La velocidad de

liberacion disminuye con el tiempo.

Modelo cinético para disolucion de polvos; es
utilizada para describir la liberacion desde
matrices isométricas erodibles (p.¢j., esferas y

Hixson-Crowell
(LeydelaRaiz | 1-(1-F)"”=k.t

Cubica) cubos).
Es un modelo de liberacion controlada por
Higuchi % Q=KkH. t0.5 difusion desde matrices homogéneas y
matrices granulares.
Weibull % Q=100 [1_ P Describe curvas de disolucion de tipo

exponencial y de formas sigmoidales.

%Q : porcentaje de farmaco disuelto; F: fraccion de farmaco liberado; a : parametro escalar que define el tiempo del
proceso; b : parametro que define la forma de la matriz

2.7 VALIDACION DEL METODO ANALITICO 6.9. 10

Se entiende por validacion a la evidencia experimental documentada de que un
procedimiento cumple con el propdsito para el que fue disefiado. Para asegurar la
validez de los perfiles de disolucién es necesario que el método analitico que se
utilice esté debidamente validado. La NOM-177-SSA1-1998 establece que los
parametros minimos con los que debe cumplir dicho método y se divide en dos

partes:
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2.7.1. Validacion del sistema.

Se evalua que el equipo elegido cumpla con los parametros de:

- Linealidad. Capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo,
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la

concentracion del compuesto en la muestra.

- Precisién. es el grado de concordancia entre resultados analiticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes

porciones de una muestra homogénea del producto.

2.7.2. Validacion del método.

En esta parte se evaluan las posibles interferencias de los excipientes de cada
producto. La validacion del método se debe hacer con cada uno de los productos

de prueba y el de referencia. Un método validado debe de cumplir con:

- Linealidad.

- Exactitud. Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el

valor nominal.

- Precision. Para la validacion del método, la precision, se evalua como

repetibilidad y reproducibilidad.

o Repetibilidad: es la precision de un método analitico que expresa la
variacion dentro de un mismo laboratorio obtenida entre
determinaciones independientes realizadas en las mismas

condiciones.
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o Reproducibiliad intralaboratorio: es la precision de un método
analitico que expresa la variacion obtenida entre determinaciones
independientes realizadas en el mismo laboratorio, pero en
diferentes condiciones de analisis, tales como dias, equipo,

columnas o analistas.

Estabilidad de la muestra. Es la propiedad del compuesto por analizar,
de conservar sus caracteristicas, desde el momento de muestreo hasta su

analisis.

Selectividad. Es la capacidad de un método analitico para cuantificar
exacta y especificamente al compuesto a analizar, en presencia de otros

compuestos que pudieran estar presentes en la muestra.
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METODOLOGIA

PRODUCTOS ANALIZADOS

Para llevar a cabo el presente trabajo se evaluaron los siguientes productos:

Producto de Referencia:

» NORVAS. Tabletas 5 mg.
Lote: 7180500101
Fabricante: Pfizer S. A. de C.V.
Caducidad: 01-Mayo-2009
"CLAVE: A

Productos de Prueba:

» AMLODIPINO. Tabletas 5 mg.
Lote: NO37175

Fabricante: Laboratorios Pisa S.A. de C.V.
Caducidad: Marzo-2009
"CLAVE: B

» SPINODIN. Tabletas 5 mg.
Lote: 050761

Fabricante: Laboratorios DIBA S.A.
Caducidad: 01-Mayo-2009
"CLAVE: C

> AMLODIPINO. Tabletas 5 mg.
Lote: 2111060301

Fabricante: Probiomed S.A. de C.V.
Caducidad: sin caducidad
"CLAVE: D

* A cada uno de los productos se les asignd una clave la cual se empleo a lo largo
de este trabajo:
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3.1

T T T A A A A A

3.2

EQUIPO Y MATERIAL

Balanza Analitica Sartorius A210P
Espectrofotometro UV-Vis Shimadzu
Espectrofotometro Beckman DU-68

Disolutor Vankel Modelo VK7000-8

Potenciometro Thermo Orion Modelo 410
Sonicador Transsonic 700 H

Agitador vortex

Termometro

Cronémetro

Micropipeta Eppendorf de 100 — 1000 L
Micropipeta Eppendorf de 500 — 5000 uL

Jeringas de 5 mL

Filtros de teflon de 35 um

Papel Filtro Whatman No. 4

Matraces volumétricos 25, 50, 100, 250 y 1000 mL
Probetas 250 y 1000 mL

Tubos de ensayo de 13x100 mm

Gradilla

Equipo desgasificador (2 garrafones y mangueras)

REACTIVOS

Acido Clorhidrico concentrado.
Marca J.T. Baker. Lote E37C30

Acido acético glacial
Marca J.T. Baker. Lote Y45C60

Acetato de sodio trihidratado.
Marca J. T. Baker. Lote C17C016

Fosfato monobasico de potasio
Marca J. T. Baker. Lote C37C03

Hidroxido de sodio (perlas)
Marca J. T. Baker. Lote A38C62
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— Estandar Secundario de Besilato de Amlodipino
Lote: MP05207

Caducidad: Junio 2008

3.3 SOLUCIONES

Solucion de HCI 0.1 N pH=1.2

En un matraz volumétrico de 1000 mL agregar aproximadamente 300 mL de agua
destilada y adicionar 8.5 mL de HCI concentrado. Llevar al aforo con agua

destilada. Ajustar a pH=1.2 de ser necesario.

Solucién Amortiguadora de Acetatos 0.05 M pH=4.5

Pesar 2.99 g de acetato de sodio trihidratado, colocarlo en un matraz volumétrico
de 1000 mL y disolver en 200 mL de agua destilada, adicionar 1.66 mL de acido
acético glacial, llevar al aforo con agua destilada. Ajustar a pH=4.5 con acido

acético glacial o hidroxido de sodio segun sea el caso.

Solucién de Hidroxido de Sodio 0.5 M

Pesar 2 g de hidroxido de sodio, colocarlos en un matraz volumétrico de 100 mL

y llevar a volumen con agua destilada.

Solucién Amortiguadora de Fosfatos 0.05 M pH=6.8

En un matraz volumétrico de 1000 mL colocar 6.8 g de fosfato monobasico de
potasio y disolver en 300 mL de agua destilada. Agregar 50 mL de solucion de
NaOH 0.5 M, mezclar y diluir con agua destilada. Verificar el pH y en caso

necesario ajustar a pH=6.8.
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Solucién estandar de Besilato de Amlodipino

Pesar 0.0139 g de Besilato de Amlodipino estandar y llevarlo a volumen en un

matraz volumétrico de 100 mL con el medio de disolucion correspondiente. Cada

mililitro de esta solucion contiene 139 ug de Besilato de Amlodipino, equivalente a

100 ug de Amlodipino.

Curva patrén

Preparar la siguiente curva de calibracion para la validacién del sistema y para la

evaluacion de los perfiles de disolucion.

Tabla 4. Curva patrén

Alicuota (pL) de

) Aforo (mL) con Concentracién
Solucién | Sol. Estandar
medio de disolucién (ng/mL)
(100 pg/mL)
1 1750 25 7
2 1500 25 6
3 1000 25 4
4 750 25 3
5 500 25 2
6 250 25 1

30

Biofarmacia



METODOLOGIA

3.5. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

3.5.1. Validacion del sistema

- Linealidad del sistema

Se prepararon tres curvas patron en cada uno de los medios de disolucién y se
determind la absorbancia de cada solucion a las longitudes de onda que se

indican en la tabla 5 dependiendo del medio de disolucién.

Tabla 5. Longitud de onda para cada medio de disolucion.
Medio de disolucion | HCI 0.1N pH=1.2 | S. A. Acetatos | S. A. fosfatos
Longitud de onda (A) 245 250 250

Para cada curva se graficd la absorbancia en funciéon de la concentracion, en
cada grafica se determind el coeficiente de correlacion (r), pendiente (m) e
intercepto (b) y se calcul6 el error relativo debido a la regresién (ERDR) con los

datos de las tres curvas.

La linealidad del sistema se demuestra con un coeficiente de correlacibn mayor o

igual que 0.99 vy un error relativo debido a la regresion no mayor al 2.0%.

El error relativo debido a la regresion se calcula con la siguiente formula:

S
% Error relativo debido a la regresion = Y 4100
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En donde:

X y? — (pendiente = ¥ yx) — (ordenada * ¥ y)
Sxjy = N —2

Syy= error estandar de la regresion

y= promedio de las absorbancias
X = concentracion
y = absorbancia

N = ndmero de muestras

- Precision del sistema

A partir de los datos de linealidad se debe demostrar que el coeficiente de

variacion del factor de respuesta no es mayor que el 2.0%.

Para calcular el factor de respuesta se dividioé la absorbancia obtenida para cada
uno de los puntos de las curvas entre la concentracion correspondiente. A partir de
estos resultados se calcul6 el coeficiente de variacién para cada punto del sistema
y el coeficiente de variacidon para todos los puntos del sistema (18 datos en cada

medio).

- Influencia del filtro

Para la evaluar la influencia del filtro se prepard una solucion estandar de 100
pg/mL de Amlodipino, usando como disolvente cada uno de los medios de
disolucién y a partir de ella se tomaron alicuotas de 3500 pyL y 500 upL para

preparar 50 mL de una solucion de 7 ug/mL y 1 ug/mL respectivamente.
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De cada solucion se separaron 5 mL en un tubo de ensaye, el cual se identifico

como muestra sin filtrar.

De la solucién restante de cada concentracion se tomaron seis alicuotas de 5 mL
cada una, con ayuda de jeringas de 5 mL provistas de un muestreador y un filtro
de teflon, cada alicuota se depositd en un tubo de ensaye. Posteriormente se leyo
la absorbancia de la muestra sin filtrar y de las muestras filtradas a la longitud de

onda correspondiente a cada medio de disolucion segun la tabla 5.

Con las absorbancias obtenidas se calcul6 el promedio de las muestras filtradas y

el porcentaje retenido en cada solucion.

La diferencia en la respuesta entre la muestra sin filtrar v el promedio de las

muestras filtradas no debe ser mayor que el 2.0%.

El porcentaje retenido se calcul6 con la siguiente férmula:

100 * Abs
% Retenido = 100 — < prom)

AbSSf

En donde:
Abs,om = absorbancia promedio de las
muestras filtradas

Absgs absorbancia de la muestra sin filtrar
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3.5.2. Validacion del método

- Linealidad del método

Se determind el peso promedio de 10 tabletas del producto de referencia y se

molieron en un mortero hasta obtener un polvo fino.

Para preparar la solucion patron se peso la cantidad de polvo equivalente a 10 mg
de amlodipino, se transfiri6 a un matraz de volumétrico de 100 mL y se aforé con
medio de disoluciéon. Cada mililitro de esta solucion contiene 100 pg de

amlodipino.

Se filtré la solucién a través de papel filtro Watman #4. A partir de la solucién

estandar se prepard la curva patron que se indica en la tabla 4.

Se prepararon tres curvas en cada medio de disolucion (HCI 0.1 N pH=1.2, S.A.
Acetatos pH=4.5, S.A. Fosfatos pH=6.8) y se ley6 la absorbancia a la longitud de

onda correspondiente.

Los valores de absorbancia de cada curva se graficaron contra la concentracion y
se calculd el coeficiente de correlacion (r), la pendiente (m) y el intercepto (b). El
error relativo debido a la regresién se calculd de la misma manera que en la

linealidad del sistema.

La linealidad del método se demuestra con un coeficiente de regresidbn mayor a

0.99 vy un error relativo debido a la regresion no mayor al 3.0%.
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- Exactitud del método

Para calcular la exactitud del método se calcularon las concentraciones
experimentales a partir de las absorbancias obtenidas en las curvas patrén para

el calculo de linealidad con la siguiente ecuacion:

Absorbancia — intercepto

Conc.Exp.=
p pendiente

La concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor nominal se

evalua por la siguiente férmula para cada una de las concentraciones de la curva

promedio:

concentraciéon nominal — concentraciéon experimental

%DEA = x 100

concentracion nominal

El valor de la desviacion estandar relativa (%DEA) debe ser menor del 3%

- Precisién del método

Repetibilidad

El método es repetible cuando el coeficiente de variacion de los datos de

linealidad es menor al 3%. Para demostrar lo anterior se determiné el promedio de

las absorbancias de las tres curvas de linealidad en cada nivel de concentracién y

su respectivo coeficiente de variacion.
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Reproducibilidad

La reproducibilidad del método evalua la variacion de la respuesta obtenida en
dias diferentes. Para ello se prepararon tres curvas patrén en dias diferentes a las
preparadas para el calculo de linealidad. Se calculé para cada concentracion la

media, la desviacion estandar (DESVEST) y el coeficiente de variacion (%C.V.).

Si el coeficiente de variacion es menor de 3.0% el método es reproducible.

- Estabilidad de la muestra

Se prepard por triplicado una solucién estandar de amlodipino de 7 ug/mL en
cada medio de disolucién. Se midié la absorbancia de cada soluciénalas 0, 1,2y
3 horas, la solucion restante se guardd en tubos de ensaye en la gaveta a
temperatura ambiente y se midio la absorbancia a las 24 horas. Para los datos

obtenidos se determiné la media, desviacion estandar y %DEA.

- Selectividad

Se prepararon soluciones de 7 pg/mL del estandar y de cada producto de analisis

y se realizé un barrido de 200 a 300 nm para cada uno de los medios.

Cualquier interferencia no debe producir un error mayor al aceptado en precision y

exactitud.
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3.6. PERFILES DE DISOLUCION

3.6.1. Condiciones del perfil de disolucion

Tabla 6. Condiciones de disolucion

1) HCI0.1 N pH=1.2
Medio de disolucién 2) SA Acetatos pH=4.5

3) SA Fosfatos pH=6.8
Volumen del medio 500 mL
Aparato USP 2 (paletas)
Velocidad 75 rpm
Temperatura 37.0°C £ 0.5°C
Tiempos de muestreo 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos
Volumen de la alicuota 5 mL Sin reposicién del medio
Celda 1.0 cm

1) 245 nm
Longitud de onda 2) 250 nm

3) 250 nm

Los medios de disolucion, la solucion estandar y la curva patron se prepara como

se indica en la seccion 3.4.

Se sometieron 12 unidades de cada producto a las condiciones de disolucién
indicadas, en cada tiempo de muestreo se tomaron 5 mL de medio con ayuda de
jeringas provistas de muestreador y filtro de teflén. De las muestras obtenidas se
tomé una alicuota de 3 mL y se diluyéd a 6 mL agregando 3 mL de medio de

disolucién correspondiente.

Para cada tableta se calcul6 el promedio del porcentaje disuelto en cada tiempo
de muestreo, la desviacidén estandar y el coeficiente de variacion. ElI promedio del

porcentaje disuelto se graficd contra el tiempo.

Se considera que un medicamento es de muy rapida disolucion si el 85% se

encuentra disuelto en 15 minutos.
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3.6.2. Consideraciones antes de empezar la disolucion

o Encender el baio del disolutor antes de efectuar la prueba para mantener

una temperatura constante a 37.0°C £ 0.5.

e Colocar los vasos en su lugar dentro del bafo, colocar las paletas en sus
respectivos lugares y ajustarlas al fondo de los vasos para que todas estén
a la misma distancia, colocar el anillo correspondiente para que las paletas

queden a 2.5 cm = 2 mm del fondo del vaso.

e Revisar que cada una de las paletas gire a 75 rpm.

e Checar que el pH del medio sea el adecuado dentro de un rango de * 0.05.

e Desgasificar el medio. Colocar el medio en el garrafon No.2 (figura 1) del
equipo desgasificador y conectar al vacio, esperar a que todo el medio pasa
al otro garrafén, cerrar la llave del vacio e invetir las conecciones y repetir la

operacion tres veces mas.

e Medir con una probeta 500 mL de medio y agregarlo a cada uno de los
vasos. Resbalar el medio por las paredes para evitar la formacion de

burbujas. Tapar los vasos para evitar la evaporacion del medio.
e Cuando el medio en cada vaso alcance una temperatura de 37.0°C £ 0.5.
bajar las paletas, depositar una tableta en cada vaso cuidando que no

golpee con la paleta e iniciar la rotacion.

e Transcurrido el tiempo tomar las alicuotas en los tiempos especificados.
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Figura 3. Equipo desgasificador

3.6.3. Calculos
El porcentaje disuelto a cada tiempo se calculd de la siguiente manera:

1. Concentracidon de amlodipino en la alicuota tomada:

Abs — b
C =
m

Donde: C = Concentracién (ug/mL)
Abs = absorbancia de las muestras
b = ordenada al origen de la curva patrén

m = pendiente de la curva patron

2. Calculo de microgramos de amlodipino disueltos en la muestra tomada:

ugda =Cx*Fdx*Va
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Donde: C = Concentracién (ug/mL). Calculada en el punto 1
Va = Volumen de la muestra tomada (5mL)

Fd = factor de dilucion.
3 mL

6mL

Fd =

3. Calculo de microgramos de amlodipino en el vaso al tiempo de muestreo:

ugdv=CxFd*Vf

Donde: C = Concentracién (ug/mL). Calculada en el punto 1
Fd = factor de dilucion (2).
Vf = volumen final
Vf=500—- [(N—1)x*5]

N = numero de extracciones.
4. Calculo de microgramos totales disueltos al tiempo de muestreo:
N-1

ug totales = ug dv + z ug da
i=0

5. Calculo el porcentaje disuelto al tiempo de muestreo:

] ug totales
% disuelto = m * 100
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RESULTADOS

4.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

4.1.1. Validacion del Sistema

- Linealidad

La tabla 7 muestra las absorbancias obtenidas en cada una de las curvas

preparadas para evaluar la linealidad del sistema en los tres medios de estudio, la

pendiente (m), la ordenada al origen (b) y el coeficiente de regresion (r) para cada

curva, asi como el error relativo debido a la regresion en cada uno de los medios.

Tabla 7. Resultados obtenidos para evaluar linealidad del sistema.

HCI 0.1 N pH=1.2

SA Acetatos pH=4.5

SA Fosfatos pH=6.8

CONC. ABS (A=245 nm) ABS (A=250 nm) ABS (A=250 nm)

(ug/mL) | CURVA 1 | CURVA 2 | CURVA 3 | CURVA 1 | CURVA 2 | CURVA 3| CURVA 1 | CURVA 2 | CURVA 3
1 0.039 | 0.040 | 0.039 | 0.032 | 0.032 | 0.032 | 0.032 | 0.032 | 0.032
2 | 0.075 | 0.076 | 0.076 | 0.061 | 0.062 | 0.062 | 0.063 | 0.063 | 0.063
3 | 0.116 | 0.115 | 0.116 | 0.093 | 0.093 | 0.093 | 0.096 | 0.097 | 0.097
4 | 0156 | 0.158 | 0.157 | 0.123 | 0.123 | 0.125 | 0.130 | 0.129 | 0.128
6 | 0231 | 0230 | 0.234 | 0.187 | 0.187 | 0.187 | 0.196 | 0.196 | 0.196
7 | 0273 | 0273 | 0272 | 0217 | 0.219 | 0218 | 0.232 | 0.233 | 0.232
m | 0.039 | 0.039 | 0.039 | 0.031 | 0.031 | 0.031 | 0.033 | 0.033 | 0.033
b | 0.0011 | 0.0000 | 0.0007 |-0.0001 [-0.0029 | 0.0003 |-0.0030 | -0.0031 | -0.0030
r | 0.9997 | 0.9994 | 0.9999 | 0.9998 | 0.9998 | 0.9999 | 0.9997 | 0.9996 | 0.9996
ERDR 1.1 0.7 1.2

Los resultados muestran que el sistema es lineal en los tres medios ya que para

cada curva el coeficiente de regresion es mayor a 0.99 vy el error relativo debido a

la regresion no es mayor que el 2.0%.
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- Precision

En la tabla 8 se muestra la media, la desviacion estandar (DESVEST) y el
coeficiente de variacion (%C.V.) del factor de respuesta para cada concentracion,
obtenido a partir de las curvas evaluadas para linealidad. En la ultima fila (n=18)

se muestran los resultados obtenidos al evaluar los 18 datos de cada medio.

Tabla 8. Resultados obtenidos para evaluar precision del sistema

HC1 0.1 N pH=1.2 SA ACETATOS pH=4.5 SA FOSFATOS pH=6.8
Conc. FACTOR DE RESPUESTA FACTOR DE RESPUESTA FACTOR DE RESPUESTA

(g/mL) | Media | DESVEST | % C.V. | Media | DESVEST | % C.V. | Media | DESVEST | % C.V.

1 0.0393 | 0.0006 1.47 10.0320( 0.0000 0.00 ]0.0320| 0.0000 | 0.00
2 0.0378 | 0.0003 0.76 10.0308| 0.0003 0.94 10.0315| 0.0000 | 0.00
3 0.0386 | 0.0002 0.50 |0.0310| 0.0000 0.00 10.0322| 0.0002 | 0.60
4 0.0393 | 0.0003 0.64 10.0309| 0.0003 0.93 10.0323| 0.0003 | 0.78
6
7

0.0386 | 0.0003 0.90 10.0312| 0.0000 0.00 ]0.0327| 0.0000 | 0.00
0.0390 | 0.0001 0.21 ]0.0311| 0.0001 0.46 10.0332| 0.0001 | 0.25

n=18 | 0.0388 | 0.0006 1.52 0.0312| 0.0004 1.36 |0.0323| 0.0006 | 1.71

El sistema es preciso ya que el coeficiente de variacion del factor de respuesta es

menor al 2.0%, en los tres medios bajo estudio.
- Influencia del Filtro
En la tabla 9 se muestran las absorbancias obtenidas de la solucion sin filtrar, las

soluciones filtradas, el promedio de las soluciones filtradas y el porcentaje retenido

en cada una de las soluciones.
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Las absorbancias de las muestras filtradas son similares a las absorbancias de la
muestra sin filtrar tanto en las soluciones de concentracion mas baja (1 pg/mL)

como en las de concentracion mas alta (7 ug/mL) en los tres medios de disolucion.

Tabla 9. Influencia del filtro.

Medio HCI 0.1 N pH=1.2 SA Acetatos pH=4.5 SA Fosfatos pH=6.8
ABS (A=245) ABS (A=250) ABS (A=250)
Muestra
[1ng/mL] | [7pg/mL] | [1ug/mL] | [7pg/mL] | [1pg/mL] | [7 ng/mL]
S Filtrar 0.034 0.258 0.038 0.229 0.029 0.221
filtrada 1 0.036 0.255 0.038 0.230 0.029 0.222
filtrada 2 0.033 0.261 0.041 0.231 0.028 0.217
filtrada 3 0.033 0.258 0.037 0.228 0.028 0.222
filtrada 4 0.033 0.258 0.037 0.229 0.028 0.219
filtrada 5 0.033 0.262 0.039 0.229 0.029 0.222
filtrada 6 0.034 0.258 0.038 0.231 0.029 0.216
PROMEDIO 0.034 0.259 0.038 0.230 0.029 0.220
% Retenido* 0.0 0.4 0.0 0.4 0.0 0.5

La farmacopea establece que el porcentaje retenido no debe ser mayor al 2.0%,
por lo tanto, es posible usar el filtro de teflon en la toma de muestra ya que no

interfiere con la determinacién de la disolucion.

! Resultados obtenidos al redondear el promedio de las muestras filiradas a tres cifras
significativas.
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4.1.2. Validacion del método

- Linealidad

La tabla 10 muestra la pendiente (m), la ordenada al origen (b), el coeficiente de

correlacion (r) obtenido al graficar la absorbancia contra la concentracion de cada

una de las curvas preparadas con el producto de referencia y el error relativo
debido a la regresion (ERDR).

Tabla 10. Linealidad del método producto de referencia

Medio HCI O.1 N pH=1.2 SA Acetatos pH=4.5 SA Fosfatos pH=6.8
CONC. ABS (A=245 nm) ABS (A=250 nm) ABS (A=250 nm)
(ug/mL)| CURVA 1 | CURVA 2 | CURVA 3| CURVA 1 | CURVA 2 | CURVA 3| CURVA 1| CURVA 2 | CURVA 3
1 0.037 | 0.038 | 0.038 | 0.032 | 0.032 | 0.031 | 0.029 | 0.029 | 0.029
2 0.074 | 0.074 | 0.074 | 0.062 | 0.061 | 0.062 | 0.058 | 0.058 | 0.058
3 0.111 | 0.111 | 0.111 | 0.089 | 0.09 | 0.089 | 0.087 | 0.086 | 0.086
4 0.148 | 0.15 | 0.148 | 0.121 | 0.118 | 0.121 | 0.115 | 0.117 | 0.115
6 0.222 | 0.223 | 0.222 | 0.181 | 0.181 | 0.182 | 0.172 | 0.172 | 0.178
7 0.258 | 0.259 | 0.257 | 0.208 | 0.208 | 0.208 | 0.203 | 0.205 | 0.203
m 0.0369 | 0.0370 | 0.0367 | 0.0295 | 0.0296 | 0.0297 | 0.0288 | 0.0291 | 0.0293
b 0.0003 | 0.0007 | 0.0011 | 0.0023 | 0.0017 | 0.0016 | 0.0001 |-0.0004 |-0.0010
r 1.0000 | 0.9999 | 0.9999 | 0.9996 | 0.9996 | 0.9995 | 0.9998 | 0.9996 | 0.9993
ERDR 0.6% 1.2% 1.3%

Dado que el coeficiente de regresion de cada una de las curvas es mayor a 0.99 y

el error relativo debido a la regresién es menor al 3.0%, que se demuestra que el

método es lineal para el producto de referencia.
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- Exactitud

La tablas 11, 12 y 13 muestran las concentraciones experimentales que se

obtienen a partir de las tres graficas de linealidad para cada medio de disolucion,

asi como la media y la desviacion estandar relativa (%DEA) correspondientes a

cada concentracion.

Tabla 11. Exactitud del método en medio HCI 0.1 N

HCI 0.1 N pH=1.2

CONC. | Concentracion Experimental (ug/mL)

(bg/mL) | CURVA1 | CURVA2 | CURVA 3 | Media | %DEA
1 0.9955 1.0081 1.0054 |1.0030| 0.30
2 1.9987 1.9814 1.9875 |1.9892| 0.54
3 3.0019 2.9817 2.9968 |2.9935| 0.22
4 4.0051 4.0361 4.0061 [4.0158| 0.40
6 6.0115 6.0097 6.0247 |6.0153| 0.26
7 6.9875 6.9830 6.9795 |6.9833| 0.24

Tabla 12. Exactitud del método en SA Acetatos

SA Acetatos pH=4.5

CONC. | Concentraciéon Experimental (ug/mL)

(Mg/mL) | CURVA1 | CURVA2 | CURVA3 | Media | %DEA
1 1.0061 1.0248 0.9902 1.0070 | 0.70
2 2.0219 2.0061 2.0332 | 2.0204 | 1.02
3 2.9361 2.9874 2.9417 | 2.9551 | 1.50
4 4.0196 3.9349 4.0184 3.9909 | 0.23
6 6.0511 6.0666 6.0709 | 6.0629 | 1.05
7 6.9653 6.9802 6.9457 | 6.9637 | 0.52
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Tabla 13. Exactitud del método en SA Fosfatos

SA Fosfatos pH=6.8
CONC. | Concentracién Experimental (ug/mL)
(Mg/mL) .
CURVA 1 | CURVA2 | CURVA 3 | Media | %DEA

1 1.0009 1.0109 1.0222 |1.0113| 1.13
2 2.0067 2.0070 2.0104 |2.0080| 0.40
3 3.0125 2.9689 29644 |2.9819| 0.60
4 3.9836 4.0337 3.9526 |3.9900| 0.25
6 5.9606 5.9230 6.0993 |5.9943| 0.10
7 7.0358 7.0565 6.9511 |7.0145| 0.21

La concordancia entre el valor experimental y el valor nominal, reportado como

% DEA, es menor al 3.0% en cada una de las concentraciones para las curvas de

cada medio, por lo que el método es exacto para el producto de referencia.

- Precisién

Repetibilidad

De acuerdo con la norma NOM-177-SSA1-1998 el coeficiente de variacion del

porcentaje recuperacion de los datos de linealidad no debe ser mayor que el 3.0%.

En la tabla 14 se presenta la media,

desviacién estandar (DESVEST) vy

coeficiente de variacion (%C.V.) obtenidos. En ella se puede observar que en

ninguno de los medios el coeficiente de variacion es mayor al 3.0%, por lo tanto el

método es repetible para el producto de referencia.
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Tabla 14. Repetibilidad del método

CONC. HCI 0.1 N pH=1.2 SA Acetatos pH=4.5 SA Fosfatos pH=6.8

(vg/mL) | Media | DESVEST | % C.V.| Media | DESVEST | % C.V. | Media | DESVEST | % C.V.
1 0.038 | 0.0006 153 | 0.032 | 0.0006 1.82 |0.029 | 0.0000 0.00
2 0.074 | 0.0000 0.00 | 0.062 | 0.0006 0.94 |0.058 | 0.0000 0.00
3 0.111| 0.0000 0.00 | 0.089 | 0.0006 0.65 |0.086| 0.0006 0.67
4 0.149 | 0.0012 0.78 | 0.120 | 0.0017 1.44 10.116| 0.0012 1.00
6 0.222 | 0.0006 0.26 | 0.181 0.0006 0.32 |0.174| 0.0035 1.99
7 0.258 | 0.0010 0.39 | 0.208 | 0.0000 0.00 |0.204| 0.0012 0.57

Reproducibilidad

Las tablas 15, 16, y 17 se presentan las concentraciones experimentales, media,

desviacion estandar y el coeficiente de variacion global (%C.V.) en los tres medios

de disolucién. Los datos se obtuvieron de las curvas preparadas en dos dias

distintos, las curvas del dia 1 corresponden a los datos usados para linealidad,

exactitud y repetibilidad del método. Las absorbancias del dia 2 se presentan en el

Anexo B.

En los resultados obtenidos se observa que el método es reproducible ya que en

ninguno de los tres medios el coeficiente de variacion global en cada

concentracion de las curvas es mayor al 3.0%.
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Tabla 15. Reproducibilidad del método en HCl 0.1 N

HCI 0.1N pH=1.2

CONC. | DIA 1 (Conc. Experimental ((ug/mL)) | DIA 2 (Conc. Experimental ((ug/mL))

(Mg/mL) | Curva1 | Curva2 | Curva3 | Curva1l | Curva2 | Curva3 | Media | DESVEST | %C.V
1 0.9955 1.0081 1.0054 1.0264 0.9848 0.9885 |1.0014| 0.0152 | 1.52
2 1.9987 1.9814 1.9875 2.0050 2.0175 2.0137 |2.0006| 0.0143 | 0.71
3 3.0019 2.9817 2.9968 3.0093 3.0244 3.0132 |3.0045| 0.0147 | 0.49
4 4.0051 4.0361 4.0061 3.9363 3.9796 3.9871 [3.9917 | 0.0334 | 0.84
6 6.0115 6.0097 6.0247 5.9707 5.9676 5.9862 |5.9951| 0.0236 | 0.39
7 6.9875 6.9830 6.9795 7.0523 7.0261 7.0113 |7.0066 | 0.0288 | 0.41

Tabla 16. Reproducibilidad del método en SA Acetatos
SA Acetatos pH=4.5

CONC. | DIA1 (Conc. Experimental (ug/mL)) | DIA 2 (Conc. Experimental (ug/mL))

(Mg/mL) | Curva1 | Curva2 | Curva3 | Curva1 | Curva2 | Curva3 |Media | DESVEST | %C.V.
1 1.0061 1.0248 0.9902 1.0088 1.0035 0.9944 11.0046| 0.0122 | 1.21
2 2.0219 2.0061 2.0332 1.9839 2.0023 1.9983 |2.0076 | 0.0175 | 0.87
3 2.9361 2.9874 2.9417 2.9927 2.9677 3.0023 [2.9713| 0.0276 | 0.93
4 4.0196 3.9348 4.0184 4.0351 4.0331 4.0062 |4.0079| 0.0373 | 0.93
6 6.0511 6.0666 6.0708 5.9518 5.9973 6.0141 |]6.0253| 0.0464 | 0.77
7 6.9653 6.9802 6.9457 7.0278 6.9961 6.9846 |6.9833| 0.0279 | 0.40

Tabla 17. Reproducibilidad del método en SA Fosfatos.
SA Fosfatos pH=6.8

CONC. | DIA 1 (Conc. Experimental ((ug/mL)) | DIA 2 (Conc. Experimental ((ng/mL))

(ug/mL)| Curva 1 Curva 2 Curva 3 Curva 1 Curva 2 Curva 3 | Media | DESVEST | %C.V.
1 1.0009 1.0109 1.0222 0.9803 0.9913 1.0023 |1.0013| 0.0146 | 1.46
2 2.0067 2.0070 2.0104 1.9984 1.9878 2.0362 |2.0078| 0.0162 | 0.80
3 3.0125 2.9689 2.9644 3.0918 3.0213 2.9594 13.0031| 0.0507 | 1.69
4 3.9836 4.0337 3.9526 3.9590 4.0179 3.9933 |3.9900| 0.0319 | 0.80
6 5.9606 5.9230 6.0993 5.8820 5.9741 5.9874 |5.9710| 0.0736 | 1.23
7 7.0358 7.0565 6.9511 7.0885 7.0076 7.0213 |7.0268 | 0.0467 | 0.66
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- Estabilidad de la muestra

La tabla 18 muestra la media de las absorbancias de cada muestra. También se

muestra la desviacion estandar absoluta (%DEA) que indica que la muestra es

estable a temperatura ambiente hasta por 24 horas pues es menor al 3.0% en los

tres medios.

En el Apéndice C se muestran las absorbancias obtenidas en al tiempo cero, una,

dos, tres y 24 horas para cada muestra en los medios de disolucién.

Tabla 18. Estabilidad de la muestra en los tres medios.

Medio HCI 0.1 N pH=1.2 SA Acetatos pH=4.5 SA Fosfatos pH=6.8

No Mtra | MEDIA | DESVEST | %DEA | MEDIA | DESVEST | %DEA | MEDIA | DESVEST | %DEA
1 0.292 | 0.0071 2.01 | 0.247 | 0.00365 | 0.64 | 0.215 | 0.0037 1.56
2 0.298 | 0.0085 2.04 | 0.248 | 0.00251 | -0.24 | 0.216 | 0.0040 1.91
3 0.299 | 0.0061 235 | 0.244 | 0.00321 | -0.58 | 0.214 | 0.0034 1.83

- Selectividad

Las gréficas 1, 2 y 3 muestran los barridos realizados a las muestras de

estandar y de cada uno de los productos analizados preparadas en los tres

diferentes medios de disolucion.

En los barridos obtenidos se puede ver que los excipientes de los cuatro productos

que se analizan no interfieren en la lectura del Besilato de Amlodipino ya que son

muy similares al barrido del estandar.

Los calculos del porcentaje de interferencia y las longitudes de onda de cada

barrido se presentan en el Apéndice D.
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Grdfica 1. Selectividad en medio HCl 0.1 N pH=1.2

Medio HCl 0.1 N pH=1.2
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Grdfica 2. Selectividad en medio SA Acetatos pH=4.5
Medio SA Acetatos pH=4.5
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Grdfica 3. Selectividad en medio SA Fosfatos pH=6.8
Medio SA Fosfatos pH=6.8
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4.2. PERFIL DE DISOLUCION

4.2.1. Perfil de disolucion en HC1 0.1 N pH=1.2

La tabla 19 muestra los resultados del porcentaje promedio obtenido de la

disolucién de 12 unidades de cada producto en medio HCI 0.1 N pH=1.2, asi

como el coeficiente de variacion en cada uno de los tiempos de muestreo. En la

grafica 4 se comparan los perfiles de disolucion de los tres productos de prueba

(B, Cy D)y el producto de referencia (A) en medio HCI 0.1 N.

La linea punteada en las graficas indica el tiempo y el porcentaje disuelto para que

el producto sea considerado de disolucion muy rapida.

Tabla 19. Perfil de disolucion en HCl 0.1 N

Medio HCI 0.1N pH=1.2

Producto A B C D

Tiempo %Disuelto %Disuelto %Disuelto %Disuelto
. Promedio |%C.V.| Promedio |%C.V.| Promedio |%C.V.| Promedio |%C.V.

(min) + DESVEST + DESVEST + DESVEST + DESVEST
10 94.95545.22 | 5.49 | 57.030+6.28 | 11.00 | 96.101+2.55 | 2.66 |86.402+6.53| 7.56
15 98.549+5.73 | 5.83 | 68.130+5.93 | 8.70 | 97.99443.23 | 3.29 | 91.326+5.62 | 6.15
20 99.603+6.23 | 6.28 | 73.72845.32 | 7.21 | 97.717+2.88 | 2.95 | 95.954+4.36 | 4.54
30 100.70+5.70 | 5.68 | 83.138+4.89 | 5.88 | 98.473+3.22 | 3.27 [ 99.263+2.90 | 2.92
45 101.0745.42 | 5.38 | 91.04843.84 | 4.22 | 98.552+3.05| 3.09 |100.73+2.50 | 2.49
60 101.65+5.17 | 5.09 | 95.574+2.91 | 3.04 |98.631+2.82 | 2.86 [ 102.09+2.55| 2.50
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Grafica 4. Comparacién de los perfiles de disolucién en HCl 0.1 N pH=1.2

PERFIL DE DISOLUCION EN HCl 0.1 N
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En los resultados de la tabla 19 y la grafica 4 se puede observar que el producto
de referencia A es de rapida disolucion al igual que C y D ya que desde los diez
minutos se disuelve mas del 85%. El producto B llega a disolverse mas del 90% al
igual que los demas productos a los 60 minutos, sin embargo su disolucion es
lenta pues a los 15 minutos sélo tiene disuelto el 68.1% por lo tanto este no se
puede considerar un producto de rapida disolucién, es probable que la baja
disolucion se deba a caracteristicas fisicas del producto como la dureza de la
tableta o bien algun excipiente que retarde la disolucion pues a los 60 minutos

llega a la misma disolucion que el resto de los productos.

En los cuatro productos se cumple con el coeficiente de variaciéon menor al 20%
en el primer tiempo y menor al 10% en los tiempos subsecuentes como indica la
norma, sin embargo no es necesario comparar los perfiles de disolucion mediante

la prueba f, pues los productos son de rapida disolucion.
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4.2.2. Perfil de disolucion en SA Acetatos pH=4.5

La tabla 20 muestra los resultados del porcentaje promedio obtenido de la

disolucion de 12 unidades de cada producto en solucion amortiguadora de

acetatos, considerando la desviacion estandar y el coeficiente de variacion en

cada uno de los tiempos de muestreo. En la grafica 5 se comparan los perfiles de

disoluciéon de los tres productos de prueba y el producto de referencia en medio
SA Acetatos pH 4.5.

Tabla 20. Perfil de disolucién en SA Acetatos pH=4.5

Medio SA Acetatos pH=4.5

Producto A B C D
Tiempo %Disuelto %Disuelto %Disuelto %Disuelto
' Promedio |%cVv.| Promedio |%cv.| Promedio |%cv.| Promedio |%C.V.
(min) + DESVEST + DESVEST + DESVEST + DESVEST
10 84.460+6.08 | 7.20 | 67.094+£7.08 | 10.55 | 83.812+7.91 | 944 | 96.587+6.34 | .56
15 90.209+4.55 | 505 | 74.78545.50 | 7.36 | 92.605+5.46 | 590 | 98.700+3.88 | 3.93
20 92.580+3.94 | 426 | 78.8726.18 | 7.83 | 95.840+4.30 | 4.49 | 99.438+3.57 | 359
30 96.54443.91 | 4.05 | 83.368+5.72 | .86 | 96.832+3.65 | 3.76 | 99.735+2.97 | 2.98
45 99.590+2.80 | 2.81 | 88.845+4.74 | 5.34 | 97.374+2.90 | 2.97 | 100.39+2.98 | 2 96
60 100.25+2.80 | 2.79 | 91.97524.70 | 511 | 97.662+2.71 | 2.77 | 100.17£2.29 | 2 29

En los resultados de la tabla 20 y la grafica 5 se puede ver que los productos C y

D son de rapida disolucion al igual que el producto de referencia A, sin embargo el

producto B no puede considerarse de rapida disolucion ya que a los 15 minutos

solo se ha disuelto el 74.8%.
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Los perfiles obtenidos en la solucion de acetatos pH=4.5 son muy similares a los
obtenidos a pH=1.5, nuevamente el producto B presenta una menor disolucion
pero a los 60 minutos el porcentaje disuelto es similar a los otros tres productos. Al
igual que en HCI 0.1 N en todos los productos se tiene un coeficiente de variacion
menor al 10% en todos los tiempos de muestreo. Debido a que los productos son
de rapida disolucion no es necesario hacer la comparacion de perfiles con la

prueba f,.

Grafica 5. Comparacién de los perfiles de disolucion en medio SA Acetatos pH=4.5
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4.2.3. Perfil de disolucion en SA Fosfatos pH=6.8

La tabla 21 muestra los resultados del porcentaje promedio obtenido de la
disolucion de 12 unidades de cada producto en medio SA Fosfatos pH=6.8,
considerando la desviacion estandar y el coeficiente de variacion en cada uno de
los tiempos de muestreo. En la grafica 6 se comparan los perfiles de disolucion de
los tres productos de prueba y el producto de referencia en solucidn

amortiguadora de fosfatos.

95

Biofarmacia



RESULTADOS

Tabla 21. Perfil de disolucién en SA Fosfatos pH6.8

Medio SA Fosfatos pH=6.8
Producto A B C D
] %Disuelto %Disuelto %Disuelto %Disuelto
Tiempo
Promedio | %cVv.| Promedio | %cCVv.| Promedio |%cCV.| Promedio |%cC.V.
min
( ) + DESVEST + DESVEST + DESVEST + DESVEST
10 52.36319.36 | 17.87 | 54.19416.08 | 11.21 | 72.415+4.51 | .23 | 69.474+1.92 | 2.76
15 58.920+7.15 | 12.14 | 60.99845.52 | 905 | 78.990+4.18 | 5.30 | 76.199+2.71 | 356
20 63.28716.60 | 10.42 | 64.893t5.75 | 8.86 | 81.75814.84 | 592 | 78.900+1.60 | 2.03
30 67.70246.91 | 10.20 | 69.148+5.20 | 752 | 85.511+4.34 | 508 | 81.065+2.89 | 3.56
45 73.59915.41 | 736 | 74.909t5.26 | 7.02 | 86.716+4.36 | 503 | 82.739+2.85 | 3.44
60 76.489+4.99 | 52 | 76.524+4.74 | g.19 | 87.660+4.21 | 4.80 | 83.959+2.62 | 3 12
Grafica 6. Comparacion de los perfiles de disolucion en medio SA Fosfatos
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Los resultados de la tabla 21 y la grafica 6 muestran que solo el producto C
alcanza una disolucién del 85% a los 30 minutos, por lo tanto no se puede

considerar que a pH=6.8 los productos A, B y D sean de rapida disolucion.

En la grafica 6 se puede ver que el producto de referencia A tiene un perfil de
disolucién similar al del producto B a diferencia de lo que sucede en pH=1.2 y
pH=4.5, los productos C y D mantienen un porcentaje de disolucién alto con
respecto al medicamento de referencia A, estas diferencias podrian deberse a la

presencia de algun excipiente que modifica la disolucion a este pH.

Se compararon los perfiles de disolucion mediante la prueba f;, los resultados se
muestran en la tabla 22 y como se puede ver solo el producto B cumple con una
f, mayor a 50 y los otros dos productos no pues, como se ve en la grafica 6,

presentan mayor disolucion que el producto de referencia.

Tabla 22. Comparacién de perfiles de disoluciéon mediante f>

Producto B C D
f, 72 37 41
Similitud con
Sli NO NO
Norvas

Las graficas 7, 8, 9 y 10 muestran la comparacion de los perfiles de disolucion de
cada producto en cada uno de los medios de disolucién, en ellas se puede ver que
en los cuatro productos el perfil de disolucion en HCI 0.1 N es similar al perfil de
disolucién en SA Acetatos y en los cuatros casos el porcentaje disuelto en SA
Fosfatos es menor en cada tiempo con respecto a los otros dos medios de

disolucion.
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Los perfiles del producto C (grafica 9) son los que presentan menos diferencia
entre si, mientras que el perfil en SA Fosfatos del producto A esta muy por debajo
del porcentaje disuelto a pH=1.2 y pH=4.5. En el caso del producto B (grafica 4) se
puede observar que en los dos primeros tiempos el porcentaje disuelto es similar
al obtenido en los otros dos medios, pero en los tiempos subsecuentes el

porcentaje disuelto aumenta con mayor rapidez en los medios de HCI 0.1N y la

solucion amortiguadora de acetatos.

Grafica 7. Comparacion de perfiles de disolucion del producto A en 3 pH'’s.
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Grafica 8. Comparacion de perfiles de disolucion del producto B en 3 pH’s.
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Grafica 9. Comparacién de perfiles de disolucion del producto C en 3 pH'’s.

Perfil de disolucion del Producto C
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Grafica 10. Comparacion de perfiles de disolucién del producto D en 3 pH’s.
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En la figura 11 se presentan los resultados promedio de concentracion plasmatica
contra tiempo, de los de los productos bajo estudio. Esta informacion fue

proporcionada por el laboratorio que realizé el estudio “in vivo™.

Los resultados mostraron que no existen diferencias significativas entre el

producto de referencia y los productos de prueba, por lo que estos fueron

bioequivalentes.

2 CAEBIO. Centro Analitico para Estudios Biofarmacéuticos. Investigacion, ciencia y tecnologia

internacional, S.A. de C.V.
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Grdfica 11. Perfil de concentracion plasmdtica contra tiempo de los productos bajo

estudio
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Al comparar los resultados de disolucidn con los datos “in vivo”, se encontré que a
pesar de que los productos son bioequivalentes, los perfiles de disolucién de los
productos C y D en medio de fosfatos pH=6.8 no son similares al producto de
referencia. En el caso del producto B este solo demostré ser similar sélo al

emplear la solucion amortiguadora de pH=6.8 como medio de disolucion.

La guia de la FDA sobre bioexencion establece que para exentar a un producto
conteniendo un farmaco de clase 1 de un estudio de bioequivalencia, el producto

la prueba debera ser de rapida o muy rapida disolucion en los tres pH’s.

Los resultados del presente trabajo muestran que ninguno de los productos de
prueba conteniendo Amlodipino cumplié con este requisito, sin embargo los

estudios in vivo mostraron que éstos son bioequivalentes.

Con base a lo mencionado anteriormente, el amlodipino no puede considerarse
como un candidato para la bioexencion pues ademas de que la disolucion a pH
6.8 fue muy lenta para los cuatro productos, no se encontrd correlacion in vitro-in

Vivo.
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CONCLUSIONES

El método analitico para cuantificar amlodipino en los medios de disolucion: HCI
0.1N pH=1.2, solucion amortiguadora de acetatos 0.05 M pH=4.5 y solucion
amortiguadora de fosfatos pH=6.8, fue lineal, preciso y exacto en el rango de

concentraciones de 1 — 7 pg/mL.

La disolucién del producto de referencia A y los productos de prueba C y D fue
muy rapida en los medios de HCI 0.1N pH=1.2 y en solucién amortiguadora de
acetatos pH=4.5, mientras que el producto B present6 una disolucién lenta en

ambos medios.

En solucién amortiguadora de fosfatos pH=6.8, todos los productos presentaron
una disolucioén lenta. La prueba de factor de similitud f, mostré que el perfil de
disolucién del producto B fue similar al producto de referencia, mientras los
productos C y D al presentar una mayor disolucion no cumplieron con el factor

de similitud.

Dado que perfiles de disolucién de amlodipino no reflejaron lo que sucede “in
vivo”, la prueba de disolucion no puede ser utilizada como sustituto de

bioequivalencia.

Se sugiere realizar un nuevo estudio de disolucién a 3 pH’s utilizando 900 mL de
medio de disolucion con el fin de determinar si existe una mejor correlacién con los

datos in vivo.
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APENDICE

A. Valoracién de los productos de estudio

Tabla A.1. Resultados de valoracion

Producto | Valoracion | % con respecto al marbete
A 4.92 mg 98.4
B 4.98 mg 99.6
C 4.73 mg 94.6
D 4.90 mg 98.0

Los resultados de la valoracién fueron proporcionados por CAEBIO S.A. de C.V.y
se realizaron siguiendo las especificaciones de la Farmacopea Europea.

El porcentaje de valoracion del producto de prueba y los productos de referencia
estan dentro de los limites farmacopeicos y ningun medicamento de prueba difiere
en mas del 5% del medicamento de referencia.
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B. Reproducibilidad 2° dia

APENDICE

Los resultados que se presentan en las tablas B.1, B.2 y B.3 corresponden al 2°
dia para la evaluacion de la precision del método en dias diferentes

(reproducibilidad).

Tabla B.1. Resultados de reproducibilidad en HCI 0.1N pH=1.2

CONC. ABS ( A=245 nm) 2° DIA
(ng/mL) | CURVA 1 | CURVA 2 | CURVA 3 | Media | DESVEST | % C.V.
1 0.04 0.039 0.039 |0.0393| 0.0006 |1.4678
2 0.078 0.079 0.079 |0.0787| 0.0006 |0.7339
3 0.117 0.118 0.118 |0.1177| 0.0006 |0.4907
4 0.153 0.155 0.156 |0.1547| 0.0015 |0.9876
6 0.232 0.232 0.234 |0.2327| 0.0012 |0.4963
7 0.274 0.273 0.274 |0.2737| 0.0006 |0.2110
M 0.0388 0.0387 0.0390
B 0.0001 0.0009 0.0004
r2 0.9996 0.9999 0.9998

Tabla B.2. Resultados de reproducibilidad en SA Acetatos pH=4.5

CONC. ABS (A=250 nm) 2° DIA
(ng/mL) | CURVA 1| CURVA 2 | CURVA 3 | Media | DESVEST | % C.V.
1 0.029 0.029 0.029 |0.0290| 0.0000 |0.0000
2 0.058 0.059 0.059 |0.0587| 0.0006 |0.9841
3 0.088 0.088 0.089 |0.0883| 0.0006 |0.6536
4 0.119 0.12 0.119 |0.1193| 0.0006 |0.4838
6 0.176 0.179 0.179 |0.1780| 0.0017 |0.9731
7 0.208 0.209 0.208 |0.2083| 0.0006 |0.2771
M 0.0297 0.0300 0.0299
B -0.0010 | -0.0011 | -0.0007
r2 0.9998 0.9999 0.9999

Tabla B.3. Resultados de reproducibilidad en SA Fosfatos pH=6.8
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CONC. ABS (A=250 nm) 2° DIA

(ng/mL) [ CURVA 1| CURVA 2 [ CURVA 3 | Media | DESVEST [% C.V.
1 0.03 0.029 | 0029 [0.0293| 0.0006 |1.9682
2 0057 | 0.056 | 0.057 |0.0567| 0.0006 |1.0189
3 0086 | 0.084 | 0082 |0.0840| 0.0020 |2.3810
4 0.109 | 0.111 011 [0.1100| 0.0010 |0.9091
6 0.16 0.164 | 0.164 |0.1627| 0.0023 |1.4197
7 0192 | 0.192 | 0.192 [0.1920| 0.0000 |0.0000
M | 0.0265 | 00271 | 0.0271
B | 0.0040 | 0.0021 | 0.0019
"2 | 0.9988 | 0.9999 | 0.9998
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C. Estabilidad de la muestra

En las siguientes tablas se presentan la absorbancia de cada muestra medida al
tiempo cero, una, dos, tres y 24 horas.

Tabla C1. Estabilidad de la muestra en HCl 0.1 N

HCI 0.1 N
No. ABS
Mtra| tO 1hr | 2hr | 3hr |24 hr | MEDIA | DESVEST | %DEA
1 10.29810.297|0.289|0.295[0.281|0.2920| 0.00707 | 2.01
2 10.304(0.305[0.296|0.300{0.284 0.2978 | 0.00850 | 2.04
3 10.306(0.303|0.293{0.300(0.292|0.2988 | 0.00614 | 2.35
Tabla C2. Estabilidad de la muestra en SA Acetatos
S.A. ACETATOS
No. ABS
Mtra| tO 1hr | 2hr | 3hr |24 hr | MEDIA | DESVEST | %DEA
1 10.24910.248|0.249|0.250|0.241|0.2474 | 0.00365 | 0.64
2 10.24710.248|0.248|0.251]0.24410.2476 | 0.00251 | -0.24
3 10.243|0.243|0.24410.250(0.242|0.2444 | 0.00321 | -0.58
Tabla C3. Estabilidad de la muestra en SA Acetatos
S.A. FOSFATOS
No. ABS
Mtra| tO 1hr | 2hr | 3hr |24 hr | MEDIA | DESVEST | %DEA
1 10.218(0.214|0.214|0.2180.209|0.2146 | 0.00371 1.56
2 10.220(0.212|0.215|0.220(0.212|0.2158 | 0.00402 1.91
3 10.218(0.214]|0.213[0.216(0.209| 0.214 | 0.00339 1.83
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D. Selectividad

En las tablas D.1, D.2 y D.3 se muestran las absorbancias obtenidas en el barrido
de cada producto en los diferentes medios de disolucion.

Las celdas sombreadas en cada tabla indican la longitud de onda a la que se
leyeron las muestras.

Tabla D.1. Barrido en HCl 0.1N pH=1.2

A Estandar A B C D
200 0.381 0.425 0.392 0.402 0.388
210 0.487 0.531 0.486 0.508 0.480
220 0.317 0.392 0.348 0.385 0.322
230 0.210 0.207 0.229 0.232 0.233
240 0.299 0.296 0.290 0.304 0.283
245 0.289 0.265 0.258 0.283 0.275
250 0.219 0.224 0.211 0.236 0.215
260 0.118 0.137 0.134 0.140 0.129
270 0.104 0.105 0.108 0.113 0.101
280 0.086 0.102 0.095 0.105 0.083
290 0.052 0.079 0.063 0.076 0.042
300 0.038 0.074 0.059 0.071 0.035

Tabla D.2. Barrido en SA Acetatos pH=4.5

A Estandar A B C D
200 0.354 0.346 0.363 0.357 0.353
210 0.348 0.372 0.376 0.366 0.354
215 0.417 0.432 0.441 0.438 0.417
220 0.317 0.365 0.348 0.36 0.322
225 0.248 0.266 0.262 0.252 0.257
230 0.25 0.252 0.254 0.257 0.247
235 0.285 0.294 0.291 0.291 0.287
240 0.299 0.310 0.299 0.304 0.294
245 0.269 0.282 0.267 0.276 0.258
250 0.219 0.229 0.211 0.227 0.215
260 0.143 0.170 0.157 0.162 0.147
270 0.101 0.117 0.108 0.113 0.114
280 0.080 0.093 0.102 0.090 0.074
290 0.070 0.080 0.098 0.076 0.067
300 0.070 0.070 0.085 0.071 0.052
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Tabla D.3. Barrido en SA Fosfatos pH=6.8

A Estandar A B C D
200 0.630 0.663 0.638 0.681 0.653
205 0.477 0.517 0.509 0.519 0.494
210 0.448 0.485 0.476 0.481 0.454
215 0.417 0.450 0.441 0.455 0.417
220 0.317 0.366 0.348 0.366 0.322
225 0.239 0.250 0.262 0.271 0.244
230 0.25 0.265 0.254 0.260 0.247
240 0.299 0.319 0.287 0.311 0.293
250 0.219 0.256 0.211 0.240 0.215
260 0.104 0.129 0.134 0.139 0.119
270 0.045 0.067 0.075 0.080 0.069
280 0.020 0.034 0.053 0.060 0.048
290 0.009 0.022 0.046 0.050 0.032
300 0.010 0.020 0.044 0.040 0.035

Para calcular la interferencia de los excipientes se obtuvo la relaciéon de
absorbancias de la siguiente manera:

Los resultados se muestran en la tabla C.4.

inter ferencia =

Tabla C4. Interferencia de los excipientes

Absorbancia producto

Absorbancia estandar

A B C D
HCI 0.1 N 0.9 0.9 1.0 1.0
SA Acetatos 1.0 1.0 1.0 1.0
SA Fosafatos 1.2 1.0 1.1 1.0
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E. Perfiles de disolucion del producto A por tableta.

En las siguientes tablas se muestran los resultados de los perfiles de disolucion de
cada tableta (unidad) evaluada del producto de referencia A , asi como las curvas
patron respectivas, en cada uno de los medios de estudio.

1. Perfiles de disolucion en HCIl 0.1 N pH=1.2

Tabla E.1. Absorbancias de cada unidad del producto A en HCl 0.1 N

Tiempo Absorbancia (A =245 nm)

(min) U1 | U2 | U3 |U4|U5|UB | U7 |U8| U9 |U1I0|IU1I|U12
10 0.1680.151|0.167 | 0.168|0.162 | 0.166 | 0.173 | 0.171 [ 0.193| 0.193 | 0.181 | 0.194
15 0.165|0.160 | 0.164 | 0.181|0.165|0.170 | 0.198 | 0.183 | 0.199 | 0.196 | 0.187 | 0.201
20 0.167|0.160 | 0.165 [0.171| 0.17 [0.174|0.203 |0.190 [ 0.205|0.199 | 0.187 | 0.202
30 0.1720.165|0.172[0.172|0.171 [ 0.171 | 0.201 | 0.195 | 0.207 | 0.201 | 0.189 | 0.203
45 0.173/0.167 | 0.174|0.173|0.168 | 0.174 | 0.206 | 0.197 | 0.202 | 0.199 | 0.192 | 0.203
60 0.179/0.170|0.173|0.174 | 0.170 | 0.172 | 0.203 | 0.199 | 0.202 | 0.201 | 0.194 | 0.205

Tabla E. 2. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto A en HCl 0.1 N

Tiempo % Disuelto en HCI 0.1 N pH1.2

(min) U1|U2|U3| U4 |U5|UB| U7 | U8 | U9 |U1T0|U1M1|U12
10 94.59(85.94 |94.08 | 94.59 |91.54193.57| 91.49 | 90.41 | 102.30 ({102.30 | 95.81 | 102.84
15 93.08(90.47 [92.57 | 101.14 | 93.05 | 95.59 | 104.86 | 96.83 | 105.50 | 103.90 | 99.02 | 106.58
20 94.08 | 90.47 | 93.07 | 96.15 | 95.54|97.58 | 107.51 | 100.54 | 108.68 | 105.49 | 99.02 | 107.11
30 96.54 | 92.94 | 96.52 | 96.64 |96.03|96.10 | 106.46 | 103.16 | 109.73 | 106.54 | 100.07 | 107.63
45 97.0393.92|97.50 | 97.13 | 94.57|97.57 | 109.06 | 104.19 | 107.14 | 105.50 | 101.63 | 107.63
60 99.93(95.37 |97.02 | 97.62 | 95.54 | 96.60 | 107.52 | 105.22 | 107.14 | 106.53 | 102.65 | 108.66

Tabla E.3. Curvas patrén utilizadas para el producto A en HCl 0.1 N

Curva Patréon

Conc. Abs

(rg/mL) | Unidades1 - 6 | Unidades 7 -12
1 0.023 0.040
2 0.062 0.081
3 0.100 0.115
4 0.139 0.152
6 0.222 0.228
7 0.260 0.266
m 0.0397 0.0374
b -0.0179 0.0036
r 0.9998 0.9997
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2. Perfiles de disolucion en solucién amortiguadora de acetatos pH=4.5

Tabla E.4. Absorbancias de cada unidad del producto A en SA Acetatos pH=4.5

Tiempo Absorbancia (A 250 nm)

(min) | U1 | U2 | U3 | U4 | U5 U6 | U7 | U8 | U9 |[UM|UM | U12
10  |0.142(0.132|0.141|0.142|0.1190.132|0.121 {0.125 | 0.144 | 0.140|0.120 | 0.130
15  |0.147 [0.140|0.147 |0.149|0.135|0.138 | 0.131 {0.135 | 0.150 | 0.151 | 0.135 | 0.138
20 |0.149/0.144|0.143|0.149 (0.138 | 0.146 | 0.136 |0.141 | 0.155 | 0.155 | 0.140 | 0.145
30 0.15 | 0.147 | 0.148 | 0.154 | 0.148 | 0.145 | 0.145|0.148 | 0.158 | 0.166 | 0.154 | 0.154
45 10.156|0.153|0.152| 0.15 {0.155|0.152|0.155|0.159|0.162|0.165|0.157 | 0.160
60 |0.157|0.151/0.151|0.156 |0.155|0.151|0.160|0.161 |0.161 |0.162|0.161 | 0.163

Tabla E.5. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto A en SA Acetatos pH=4.5

Tiempo % Disuelto en SA Acetatos pH =4.5
(min) | U1 | U2 | U3 | U4 | U5 | U6 | U7 | U8 | U9 |UM|U1M]|U12
10 90.74 | 84.28 | 90.09 | 90.74 | 75.90 | 84.28 | 77.11 | 79.69 | 91.94 | 89.36 | 76.47 | 82.91
15 93.93 | 89.40 | 93.93 | 95.21 | 86.12 | 88.12 | 83.50 | 86.08 | 95.77 | 96.39 | 86.04 | 88.02
20 95.20 | 91.93 | 91.40 | 95.21 | 88.02 | 93.18 | 86.66 | 89.87 | 98.94 | 98.92 | 89.20 | 92.45
30 95.82 | 93.81 | 9453 | 98.34 | 94.28 | 92.55 | 92.29 | 94.25 | 100.8 | 105.8 | 97.96 | 98.08
45 99.54 | 97.52 | 97.01 | 95.86 | 98.62 | 96.89 | 98.48 | 101.0 | 103.2 | 105.1 | 99.82 | 101.8
60 100.2 | 96.30 | 96.39 | 99.54 | 98.62 | 96.28 | 101.5 | 102.2 | 102.6 | 103.3 | 102.2 | 103.6

Tabla E.6. Curvas patrén utilizadas para el producto A en SA Acetatos pH=4.5

Curva Patron

Conc. Abs Abs

(ng/mL) | Unidades 1 - 6 | Unidades 7 - 12
1 0.033 0.033
2 0.064 0.064
3 0.094 0.094
4 0.127 0.127
6 0.193 0.193
7 0.218 0.218
m 0.0313 0.0313
b 0.0014 0.0014
r 0.9991 0.9991
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3. Perfiles de disolucion en solucién amortiguadOra de fosfatos pH=6.8

Tabla E. 7. Absorbancias de cada unidad del producto A en SA Fosfatos pH=6.8

Tiempo Absorbancia (A 250 nm)
(min) V1 |V2 |V3|V4 | V5|V6 | V1 |V2 | V3 |V4s | V5| Ve
10 0.090(0.106 | 0.086 | 0.090 | 0.079|0.092 | 0.066 | 0.074 | 0.083 | 0.079| 0.063 | 0.089
15 0.099|0.111| 0.09 |0.096 |0.086 | 0.098|0.082|0.088 |0.094 | 0.092 | 0.082 |0.105
20 0.101]0.115|0.098 | 0.101 | 0.093 | 0.105 | 0.089|0.097 | 0.105|0.102 | 0.088 | 0.113
30 0.109]0.123|0.106 | 0.108 |0.098 | 0.111{0.102|0.101 | 0.109 | 0.110| 0.093 | 0.122
45 0.115|0.1270.113]0.115|0.109|0.119|0.109|0.114 | 0.121 {0.125 | 0.11 |0.131
60 0.120{0.129|0.1180.1180.114|0.125|0.117{0.1200.128 | 0.129 | 0.113 | 0.134
Tabla E.8. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto A en SA Fosfatos pH=6.8
Tiempo % Disuelto en SA Fosfatos pH = 6.8
(min) | U1 | U2 | U3 | U4 | U5 | U6 | U7 | U8 | U9 |U10| U1 |U12
10 59.08 | 69.82 | 56.40 | 59.08 | 51.70 | 60.42 | 39.37 | 44.29 | 49.81 | 47.35 | 37.53 | 53.49
15 65.06 | 73.15 | 59.06 | 63.07 | 56.35 | 64.41 | 49.10 | 52.79 | 56.50 | 55.26 | 49.08 | 63.22
20 66.38 | 75.78 | 64.32 | 66.36 | 60.96 | 69.02 | 53.31 | 58.21 | 63.11 | 61.27 | 52.69 | 68.03
30 71.59 | 80.99 | 69.53 | 70.92 | 64.21 | 72.93 | 61.05 | 60.59 | 65.50 | 66.04 | 55.67 | 73.39
45 75.46 | 83.57 | 74.05 | 75.43 | 71.31 | 78.09 | 65.18 | 68.26 | 72.57 | 74.88 | 65.69 | 78.70
60 78.65|84.85|77.24 | 77.35 | 74.50 | 81.92 | 69.85 | 71.76 | 76.66 | 77.21 | 67.44 | 80.45

Tabla E.9. Curvas patron utilizadas para el producto A en SA Fosfatos pH=6.8

Curva Patrén

Conc. Abs Abs
(ng/mL) | Unidades 1 - 6 | Unidades 7-12
1 0.029 0.035
2 0.065 0.067
3 0.092 0.101
4 0.124 0.133
6 0.183 0.201
7 0.211 0.231
m 0.0301 0.0329
b 0.0020 0.0019
r 0.9990 0.9998
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F. Perfiles de disolucion del producto B por tableta.

En las siguientes tablas se muestran los resultados de los perfiles de disolucion de

cada tableta (unidad) evaluada del producto de prueba B, asi como las curvas

patrén respectivas, en cada uno de los medios de estudio.

1. Perfiles de disolucion en HCI 0.1 N pH=1.2
Tabla F.1. Absorbancias de cada unidad del producto Ben HCl 0.1 N

Tiempo Absorbancia (A 245 nm)

(min) U1 | U2 | U3 |U4 | U5 |U6B| U7 |U8|U9 |UIO|U1IT|U12
10 0.116|0.097 | 0.112 | 0.089 | 0.094 | 0.108 [ 0.107 | 0.130 | 0.120 | 0.114 | 0.103 | 0.095
15 0.138|0.119{0.134 [0.115|0.115| 0.130 [ 0.124 | 0.147 | 0.141 | 0.132 | 0.120 | 0.115
20 0.1390.130|0.144 [ 0.130|0.123 | 0.138 [ 0.136 | 0.160 | 0.150 | 0.144 | 0.133 | 0.128
30 0.160|0.152|0.159 | 0.147 | 0.144 | 0.153 [ 0.158 | 0.176 | 0.166 | 0.159 | 0.149 | 0.144
45 0.174]0.171|0.169|0.163|0.165|0.172|0.170 | 0.188 | 0.178 | 0.169 | 0.165 | 0.163
60 0.178/0.182|0.175|0.179|0.180 | 0.183 | 0.174 [ 0.190 | 0.182 | 0.175 | 0.178 | 0.175

Tabla F.2. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto Ben HCl 0.1 N

Tiempo % Disuelto en HCI 0.1 N pH=1.2

(min) U1 | U2 | U3 |U4 | U5|U6|U7| U8 | U9 |UT0O|lUM|[U12
10 63.08 | 52.59 | 60.87 | 48.18 | 50.94 | 58.67 | 55.88 | 68.43 |62.98 |59.70 | 53.70 | 49.34
15 75.11|64.62 | 72.90 | 62.39 | 62.42 | 70.69 | 65.07 | 77.61 | 74.32 |69.43 | 62.88 | 60.14
20 75.65|70.57 | 78.31 | 70.50 | 66.74 | 75.02 | 71.48 | 84.57 |79.13 | 75.84 |69.84 | 67.09
30 86.89 | 82.35|86.34 | 79.61|77.99 83.05|83.13 | 93.04 |87.60|83.78|78.31|75.56
45 94.31|92.42|91.64|88.09|89.12(93.12 |89.42 | 99.32 |93.89|89.02 | 86.69 | 85.52
60 96.4198.20 | 94.79 | 96.48 | 96.99 | 98.89 [91.49 | 100.36 | 95.96 | 92.13 | 93.43 | 91.74

Tabla F.3. Curvas patron utilizadas para el producto Ben HCl 0.1 N

Curva Patron

Conc. Abs

(hg/mL) | Unidades 1 - 6 | Unidades 7 - 12
1 0.038 0.043
2 0.076 0.078
3 0.111 0.115
4 0.147 0.152
6 0.223 0.226
7 0.257 0.265
m 0.0366 0.0370
b 0.0017 0.0046
r 0.9998 0.9999
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2. Perfiles de disolucién en solucion amortiguadora de acetatos pH=4.5

Tabla F.4. Absorbancias de cada unidad del producto B en SA Acetatos pH=4.5

Tiempo Absorbancia ( A 245 nm)

(min) U1 | U2 | U3 |U4|U5|UB|U7|U8| U9 |UI0|IU1I|U12
10 0.122]0.117|0.126{0.117|0.120 | 0.120 | 0.122 [ 0.121 | 0.123 | 0.113 | 0.112 | 0.131
15 0.1380.136 | 0.143 | 0.135|0.138 | 0.148 | 0.129 | 0.136 | 0.137 | 0.121 | 0.121 | 0.135
20 0.147|0.148 | 0.150 | 0.144 | 0.143 | 0.163 | 0.133 | 0.145 | 0.150 | 0.124 | 0.124 | 0.138
30 0.1620.162|0.159 | 0.156 | 0.151 | 0.179|0.138 | 0.146 | 0.158 | 0.130 | 0.130 | 0.142
45 0.1780.177|0.171 [0.173|0.157 | 0.186 | 0.145 | 0.153 | 0.161 | 0.142 | 0.142 | 0.153
60 0.1820.180|0.180 | 0.181|0.163 | 0.197 | 0.154 | 0.157 | 0.163 | 0.147 | 0.147 | 0.159

Tabla F.5. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto B en SA Acetatos pH=4.5

Tiempo % Disuelto en SA Acetatos

(min) U1 | U2 | U3 |U4 | U5|U6B | U7 | U8 |U9 |UIO|U1MT|U12
10 61.84 | 59.31|63.86|59.31|60.83 |60.83 | 74.20 | 73.59 | 74.81 | 68.75 | 68.14 | 79.66
15 69.85 | 68.83 | 72.38 | 68.32 | 69.84 | 74.85 | 78.40 | 82.60 | 83.21 | 73.55 | 73.54 | 82.06
20 74.31|74.77 | 75.85|72.79 | 72.32 | 82.28 | 80.78 | 87.94 | 90.93 | 75.33 | 75.32 | 83.84
30 81.67 | 81.64 | 80.26 | 78.67 | 76.25|90.14 | 83.72 | 88.53 | 95.64 | 78.86 | 78.85 | 86.19
45 89.44 | 88.93|86.09|86.93|79.16 | 93.54 | 87.79 | 92.61 | 97.38 | 85.84 | 85.84 | 92.59
60 91.37 190.37 | 90.42 | 90.78 | 82.04 | 98.82 | 92.98 | 94.91 | 98.53 | 88.72 | 88.72 | 96.05

Tabla F.6. Curvas patrén utilizadas para el producto B en SA Acetatos pH=4.5

Curva Patron

Conc. Abs Abs

(hg/mL) | Unidades 1 - 6 | Unidades 7 - 12
1 0.040 0.034
2 0.080 0.066
3 0.118 0.098
4 0.160 0.133
6 0.240 0.200
7 0.279 0.233
m 0.0399 0.0333
b -0.0003 -0.0004
r 0.9999 0.9999
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3. Perfiles de disolucién en solucion amortiguadora de fosfatos pH=6.8

Tabla F.7. Absorbancias de cada unidad del producto B en SA Fosfatos pH=6.8

Tiempo Absorbancia (A 250 nm)

(min) U1 | U2 | U3 |U4 | U5|UB| U7 | U8|U9 |UTO|U1MT|U12

10 0.074 | 0.080 | 0.086 | 0.085 | 0.087 | 0.083 | 0.089 | 0.105 | 0.101 | 0.094 | 0.082 | 0.093

15 0.087|0.094 | 0.100 | 0.098 | 0.101 | 0.097 | 0.092|0.116 | 0.111 | 0.100 | 0.096 | 0.105

20 0.092|0.1020.104 | 0.104|0.105|0.102 | 0.106 | 0.121 | 0.120 | 0.107 | 0.102 | 0.111

30 0.101{0.110]0.113|0.111]0.1140.111 | 0.109|0.126 | 0.125 | 0.114 | 0.110 | 0.120

45 0.109|0.120]0.125|0.123|0.124 | 0.122 | 0.119|0.134 | 0.137 | 0.126 | 0.120 | 0.125

60 0.115]0.124 10.125|0.126 | 0.126 | 0.125 | 0.123 | 0.134 | 0.139 | 0.126 | 0.124 | 0.131

Tabla F.8. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto B en SA Fosfatos pH=6.8

Tiempo % Disuelto en SA Fosfatos

(min) | U1 U2 U3 u4 ubs U6 uv us uo (U110 | U11 | U12

10 44.78 | 48.29 | 51.80 | 51.21 | 52.38 | 50.04 | 55.55 | 65.42 | 62.95 | 58.64 | 51.24 | 58.02

15 52.31 | 56.40 | 59.91 | 68.74 | 60.49 | 58.15 | 57.39 | 72.13 | 69.05 | 62.30 | 59.78 | 65.34

20 55.17 |1 60.98 | 62.20 | 62.18 | 62.78 | 61.02 | 65.84 | 75.15 | 74.49 | 66.53 | 63.41 | 68.97

30 60.28 | 65.52 | 67.31 | 66.15 | 67.89 | 66.12 | 67.64 | 78.14 | 77.48 | 70.71 | 68.19 | 74.35

45 64.77 | 71.14 | 74.05 | 72.89 | 73.51 | 72.30 | 73.56 | 82.87 | 84.58 | 77.81 | 74.11 | 77.31

60 68.11 | 73.36 | 74.05 | 74.56 | 74.62 | 73.97 | 75.90 | 82.87 | 85.75 | 77.81 | 76.45 | 80.82

Tabla F.9. Curvas patron utilizadas para el producto B en SA Fosfatos pH=6.8

Curva Patron

Conc. Abs Abs

(hg/mL) | Unidades 1 - 6 | Unidades 7 - 12
1 0.033 0.032
2 0.066 0.066
3 0.101 0.096
4 0.134 0.128
6 0.206 0.196
7 0.239 0.229
m 0.0345 0.0328
b -0.0026 -0.0011
r 0.9998 0.9997
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G. Perfiles de disolucién del producto C por tableta.

En las siguientes tablas se muestran los resultados de los perfiles de disolucion de
cada tableta (unidad) evaluada del producto de prueba C, asi como las curvas
patron respectivas, en cada uno de los medios de estudio.

1. Perfiles de disolucion en HCI 0.1 N pH=1.2
Tabla G.1. Absorbancias de cada unidad del producto C en HCl 0.1 N

Tiempo Absorbancia (A= 245 nm)

(min) U1 | U2 | U3 | U4 | U5 | U6 | U7 |U8]| U9 |UI0|U1M|U12

10 0.184|0.179]0.179|0.173|0.172|0.179|0.181|0.184 | 0.176 | 0.178 | 0.184 | 0.175

15 0.185|0.182|0.183|0.176|0.178 | 0.187 | 0.177 | 0.189|0.177 | 0.183 | 0.191 | 0.178

20 0.184|0.183|0.181|0.176|0.175|0.185|0.178|0.188 | 0.179 | 0.182 | 0.191 | 0.178

30 0.188|0.184 1 0.184 10.180|0.175|0.185|0.178| 0.19 | 0.18 {0.182|0.192|0.179

45 0.188|0.186|0.184 |0.176|0.176 | 0.184 | 0.182| 0.19 |0.179|0.186 | 0.19 |0.178

60 0.187|0.1840.182|0.177|0.176 | 0.186 { 0.182 | 0.191|0.179 | 0.186 | 0.191 | 0.18

Tabla G.2. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto C en HCl 0.1 N

Tiempo % Disuelto en HCI 0.1 N

(min) U1 | U2 | U3 |U4|U5| U6 |U7| U8 |U9|U1T0| U1 |U12
10 100.90 | 98.11 | 98.11 |94.76 | 94.20 | 98.11 [95.54 | 97.12 [ 92.90 | 93.96 | 97.12 | 92.38
15 101.46 | 99.77 | 100.32|96.42 | 97.52 | 102.53 | 93.45| 99.74 |93.43|96.57 | 100.78 | 93.94
20 100.91 | 100.32 | 99.23 | 96.42 | 95.87 | 101.44 | 93.97 | 99.22 | 94.46 | 96.05 | 100.78 | 93.94
30 103.08 | 100.86 | 100.85 | 98.58 | 95.87 | 101.44 | 93.97 | 100.24 | 94.97 | 96.05 | 101.29 | 94.46
45 103.08 | 101.93 | 100.85 | 96.44 | 96.41 | 100.90 | 96.00 | 100.24 | 94.47 | 98.08 | 100.28 | 93.95
60 102.55|100.87 | 99.79 | 96.97 | 96.41 | 101.97 | 96.00 | 100.74 | 94.47 | 98.08 | 100.78 | 94.95

Tabla G.3. Curvas patrén utilizadas para el producto C en HCl 0.1 N

Curva Patrén
Conc. Abs
(ng/mL) | Unidades 1 -6 | Unidades 7 - 12
1 0.038 0.037
2 0.076 0.078
3 0.115 0.114
4 0.146 0.153
6 0.222 0.232
7 0.255 0.266
m 0.0361 0.0383
b 0.0034 -0.0001
r 0.9994 0.9997
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2. Perfiles de disolucién en solucion amortiguadora de acetatos pH=4.5

Tabla G.4. Absorbancias de cada unidad del producto C en SA Acetatos pH=4.5

Tiempo Absorbancia (A 250 nm)

(min) U1 | U2 | U3 |U4|U5|U6B|U7|U8| U9 |U1I0|U1I|[U12
10 0.1110.134 | 0.146 | 0.134 | 0.122 | 0.159 | 0.133 | 0.137 | 0.133 | 0.142 | 0.149 | 0.148
15 0.1310.153|0.156 | 0.156 | 0.144 | 0.166 | 0.155 | 0.148 | 0.145 | 0.156 | 0.157 | 0.154
20 0.1420.162|0.162 | 0.164 | 0.156 | 0.167 | 0.156 | 0.151 | 0.151 | 0.158 | 0.158 | 0.158
30 0.147|0.163|0.163 | 0.164 | 0.158 | 0.167 | 0.161 | 0.153 | 0.153 | 0.16 | 0.16 |0.156
45 0.1520.165|0.164 | 0.161|0.159 | 0.167 | 0.155 | 0.155 | 0.161 | 0.16 |0.158 | 0.159
60 0.154|0.165|0.164 | 0.16 |0.158 |0.167 | 0.155|0.155 | 0.161 | 0.162 | 0.16 |0.161

Tabla G.5. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto C en SA Acetatos pH=4.5

Tiempo % Disuelto en SA Acetatos

(min) | U1 U2 us U4 | U5 | U6 | U7 | U8 | U9 |U1MO|U1IT|U12
10 |67.57| 81.90 | 89.38 | 81.90 | 74.42| 97.48 |81.07 |83.50|81.07 | 86.53|90.77 | 90.17
15  |79.91| 93.62 | 95.55 | 95.47 |87.99 | 101.80 | 94.28 | 90.10 | 88.27 | 94.93 | 95.57 | 93.77
20 |86.63| 99.12 | 99.21 |100.36 |95.32 | 102.41 |94.87 | 91.88|91.84 | 96.12 | 96.17 | 96.14
30 [89.65| 99.72 | 99.82 |100.36 | 96.53 | 102.41 | 97.81|93.06 | 93.02 | 97.30 | 97.35 | 94.97
45 92.64(100.92|100.41|98.56 |97.13|102.41 | 94.32 | 94.22 | 97.68 | 97.30 | 96.18 | 96.71
60 |93.83|100.92|100.41 | 97.97 | 96.54 | 102.41 | 94.32 | 94.22 | 97.68 | 98.45 | 97.33 | 97.87

Tabla G.6. Curvas patrén utilizadas para el producto C en SA Acetatos pH=4.5

Curva Patron

Conc. Abs
(hg/mL) | Unidades 1 -6 | Unidades 7 - 12
1 0.035 0.033
2 0.067 0.064
3 0.099 0.100
4 0.134 0.134
6 0.197 0.199
7 0.229 0.232
m 0.0324 0.0333
b 0.0026 -0.0007
r 0.9999 0.9998
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3. Perfiles de disolucién en solucion amortiguadora de fosfatos pH=6.8

Tabla G.7. Absorbancias de cada unidad del producto C en SA Fosfatos pH=6.8

Tiempo Absorbancia ( A 250 nm)

(min) U1 | U2 |U3|U4|U5|U6|U7|U8| U9 |UT0[UI|U12
10 0.110{0.123|0.1220.126 |0.109|0.1180.115|{0.105|0.126 | 0.12 {0.109 | 0.120
15 0.123]0.134|0.131|0.138|0.118|0.131{0.126|0.116 | 0.134 | 0.128 | 0.123 | 0.128
20 0.129| 0.14 |0.1360.144|0.122|0.135|0.129|0.119| 0.14 |0.132(0.124 |0.134
30 0.135|0.14710.139|0.146 | 0.126 | 0.141|0.138 | 0.129|0.148 | 0.139 | 0.132 | 0.138
45 0.13710.147|0.143| 0.15 |{0.128|0.143|0.138|0.131|0.148 |0.141|0.133 | 0.143
60 0.13710.149|0.1440.151|0.129|0.145{0.141|0.137 | 0.15 |0.141|0.134 |0.143

Tabla G.8. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto C en SA Fosfatos pH=6.8

Tiempo % Disuelto en SA Fosfatos

(min) Ut | U2 | U3 |U4 | U5 | U6 | U7 |U8| U9 |U1I0|IU1IT[U12
10 68.1276.28|75.65|78.17 |67.49|73.14 | 71.17 | 64.90 | 78.06 | 74.30 | 67.41 | 74.30
15 76.20(83.12(81.25|85.63|73.08|81.23|77.99|71.73|83.02|79.26 |76.09|79.26
20 79.90 | 86.82|84.3389.32|75.55|83.69 |79.83|73.57 |86.71 |81.72|76.71 | 82.95
30 83.55191.08|86.16 |{90.54 | 77.99|87.35|85.31|79.65|91.57 | 85.98 | 81.57 | 85.38
45 84.76 191.08 | 88.57 | 92.96 | 79.19 | 88.55 | 85.31 | 80.85 | 91.57 | 87.18 | 82.17 | 88.39
60 84.7692.28 | 89.17 | 93.55 | 79.79 | 89.75|87.09 | 84.43 | 92.76 | 87.18 | 82.77 | 88.39

Tabla G.9. Curvas patrén utilizadas para el producto C en SA Fosfatos pH=6.8

Curva Patron

Conc. Abs Abs
(ng/mL) | Unidades 1 - 6 | Unidades 7 -12
1 0.034 0.033
2 0.065 0.066
3 0.098 0.100
4 0.131 0.129
6 0.195 0.195
7 0.226 0.227
m 0.0322 0.0322
b 0.0016 0.0014
r 0.9999 0.9998
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H. Perfiles de disolucion del producto D por tableta.

En las siguientes tablas se muestran los resultados de los perfiles de disolucion de
cada tableta (unidad) evaluada del producto de prueba D, asi como las curvas
patron respectivas, en cada uno de los medios de estudio.

1. Perfiles de disolucién en HCIl 0.1 N pH=1.2
Tabla H.1. Absorbancias de cada unidad del producto D en HCl 0.1 N

Tiempo Absorbancia (A 245 nm)
(min) U1 | U2 | U3 |U4|U5|UB|U7|U8| U9 |UI0|IU1I|[U12
10 0.137(0.121|0.122 | 0.144 | 0.133 | 0.125 | 0.159 | 0.159 | 0.193 | 0.163 | 0.161 | 0.158
15 0.1470.131|0.132|0.152|0.143 | 0.140 | 0.161 | 0.167 | 0.194 | 0.166 | 0.17 |0.169
20 0.1500.149|0.142 | 0.156 | 0.153 | 0.142 | 0.171|0.180 | 0.197 | 0.174 | 0.175 | 0.178
30 0.160|0.155|0.148 | 0.154 | 0.152 | 0.151 | 0.181 [ 0.186 | 0.197 | 0.184 | 0.182 | 0.187
45 0.1630.152|0.155 | 0.153|0.151 | 0.151 | 0.191 | 0.191 | 0.197 | 0.187 | 0.186 | 0.193
60 0.1620.156 | 0.154 | 0.156 | 0.151 | 0.151 | 0.195 | 0.197 | 0.200 | 0.193 | 0.189 | 0.197
Tabla H. 2. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto D en HCl 0.1 N
Tiempo % Disuelto en HCI 0.1 N
(min) U1 U2 | U3 | U4 |U5|U6 | U7 | U8 | U9 |U10 |U1IT| U12
10 89.49 | 78.96 | 79.62 | 94.09 | 86.85|81.59 | 84.22 | 84.22 | 102.44 | 86.37 |85.29 | 83.69
15 96.00 | 85.47 | 86.13 | 99.30 [ 93.37 | 91.36 | 85.28 | 88.47 | 102.98 | 87.96 | 90.07 | 89.52
20 97.93 | 97.08 | 92.58 | 101.88 | 99.82 | 92.65 | 90.54 | 95.30 | 104.55 | 92.16 | 92.70 | 94.25
30 104.32 | 100.91 | 96.41 | 100.61 | 99.18 | 98.40 | 95.74 | 98.42 | 104.55 | 97.36 |96.34 | 98.93
45 106.21 | 99.02 | 100.83 | 99.97 | 98.55|98.40 | 100.88 | 100.99 | 104.55 | 98.91 | 98.40 | 102.02
60 105.59 | 101.52 | 100.21 | 101.85 | 98.55 | 98.40 | 102.92 | 104.05 | 106.08 | 101.96 | 99.92 | 104.06

Tabla H.3. Curvas patrén utilizadas para el producto D en HCl 0.1 N

Curva Patrén
Conc. Abs Abs
(rg/mL) | Uniades 1 - 6 | Unidades 7 - 12
1 0.032 0.039
2 0.063 0.078
3 0.092 0.114
4 0.124 0.154
6 0.186 0.227
7 0.216 0.266
m 0.0307 0.0376894
b 0.001 0.0018571
r 0.9999 0.9999
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2. Perfiles de disolucién en solucion amortiguadora de acetatos pH=4.5

Tabla H.4. Absorbancias de cada unidad del producto D en SA Acetatos pH=4.5

Tiempo Absorbancia (A 250 nm)

(min) | U1 | U2 | U3 | U4 | U5 |U6 | U7 | U8 | U9 |U1M0|U1MT]|U12
10 |0.153|0.153| 0.15 | 0.155|0.153 | 0.154 | 0.149 | 0.146 | 0.147 | 0.153 | 0.147 | 0.149
15 10.152|0.154 | 0.144 | 0.152 | 0.155 | 0.152 | 0.154 | 0.158 | 0.153 | 0.165 | 0.155 | 0.157
20 |0.147[0.154|0.152|0.154 |0.156 | 0.154 | 0.157 | 0.158 | 0.156 | 0.163 | 0.156 | 0.158
30 0.15 |0.153/0.152{0.153 |0.156 | 0.152| 0.16 |[0.159|0.157|0.163|0.157 |0.159
45  |0.151[0.154|0.151|0.153|0.157 | 0.154 | 0.166 | 0.161 | 0.158 | 0.163 | 0.157 | 0.159
60 |0.147|0.154 (0.152|0.152{0.156 | 0.150 |0.163 |0.161 | 0.161 | 0.164 | 0.159 [ 0.161

Tabla H.5. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto D en SA Acetatos pH=4.5

Tiempo % Disuelto en SA Acetatos pH=4.5

(min) U1 U2 | U3 | U4 | U5 | U6 | U7 [U8| U9 |U10|U1MT|U12
10 102.53 | 102.53 | 100.53 | 103.86 | 102.53 | 103.19 | 90.96 |89.10 | 89.72 | 93.43 | 89.72 | 90.96
15 101.87 | 103.19 | 96.59 | 101.88 | 103.84 | 101.88 | 94.02 | 96.46 | 93.40 | 100.79 | 94.62 | 95.86
20 98.61 | 103.19 | 101.80 | 103.19 | 104.50 | 103.18 | 95.84 [ 96.46 | 95.22 | 99.58 | 95.23 | 96.47
30 100.55 | 102.54 | 101.80 | 102.54 | 104.50 | 101.89 | 97.65 | 97.06 | 95.82 | 99.58 | 95.83 | 97.07
45 101.19 | 103.18 | 101.16 | 102.54 | 105.13 | 103.17 | 101.21 | 98.25 | 96.41 | 99.58 | 95.83 | 97.07
60 98.66 | 103.18 | 101.79 | 101.91 | 104.50 | 100.64 | 99.45 | 98.25|98.18 | 100.17 | 97.01 | 98.25

Tabla H.6. Curvas patrén utilizadas para el producto D en SA Acetatos pH=4.5

Curva Patron

Conc. Abs Abs

(hg/mL) | Unidades 1 - 6 | Unidades 7 - 12
1 0.028 0.034
2 0.060 0.067
3 0.091 0.100
4 0.120 0.135
6 0.181 0.197
7 0.211 0.230
m 0.0304 0.0326
b -0.0013 0.0021
r 0.9999 0.9997
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3. Perfiles de disolucién en solucion amortiguadora de fosfatos pH=6.8

Tabla H.7. Absorbancias de cada unidad del producto D en SA Fosfatos pH=6.8

Tiempo Absorbancia ( A 250 nm)

(min) | U1 | U2 | U3 | U4 | U5 | U6 | U7 | U8 | U9 |U1MO|U1M1]|U12
10 |0.109|0.108 |0.110{0.106 |0.110|0.112|0.108 | 0.107 | 0.113 | 0.108 | 0.107 | 0.101
15 10.121]0.122/0.118{0.114 |0.117 |0.129|0.118 {0.118 |0.121| 0.12 |0.117|0.112
20 |0.123[0.123|0.122|0.122{0.123|0.130{0.122 [0.121|0.126 | 0.124 | 0.121 | 0.122
30 |0.133/0.125|0.129|0.121 |0.125|0.135|0.126 |0.124|0.131|0.128 |0.124 | 0.12
45 [0.129(0.127|0.129|0.126 | 0.128 | 0.135|0.128 | 0.128|0.136 |0.138 | 0.128 | 0.122
60 |0.131/0.131{0.137 [0.130|/0.132{0.139(0.132|0.131|0.129 |0.134 | 0.13 |0.122

Tabla H.8. Porcentaje disuelto de cada unidad del producto D en SA Fosfatos pH=6.8

Tiempo % Disuelto en SA Fosfatos pH=6.8

(min) U1 | U2 | U3 | U4 | U5 |UB | U7 | U8 | U9 |UIO|U1IT]|U12
10 69.83 | 69.19 | 70.48 | 67.91 | 70.48 | 71.76 | 69.43 | 68.80 | 72.59 | 69.43 | 68.80 | 65.00
15 77.45|78.08 | 75.55 | 72.99 | 74.92 | 82.55 | 75.69 | 75.68 | 77.59 | 76.94 | 75.05 | 71.89
20 78.71|78.71|78.07 | 78.02 | 78.69 | 83.18 | 78.16 | 77.54 | 80.69 | 79.41 | 77.53 | 78.08
30 84.93|79.95|82.42 | 77.40 | 79.94 | 86.29 | 80.62 | 79.38 | 83.76 | 81.87 | 79.37 | 76.86
45 82.47 | 81.19 | 82.42 | 80.48 | 81.78 | 86.29 | 81.83 | 81.81 | 86.79 | 87.94 | 81.80 | 78.07
60 83.69 | 83.62 | 87.30 | 82.91 | 84.22 | 88.73 | 84.23 | 83.61 | 82.59 | 85.53 | 83.00 | 78.07

Tabla H. 9. Curvas patron utilizadas para el producto D en SA Fosfatos pH=6.8

Curva Patron

Conc. Abs Abs

(hg/mL) | Unidades 1 - 6 | Unidades 7 - 12
1 0.032 0.031
2 0.065 0.061
3 0.092 0.094
4 0.126 0.126
6 0.188 0.190
7 0.222 0.222
m 0.0315 0.0320
b 0.0001 -0.0019
r 0.9995 0.9999
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