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1.0 INTRODUCCION."16:20

La Biofarmacia y farmacocinética constituyen las ramas de la farmacologia que
estudian los procesos de liberacion, absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion
(LADME), es decir, todos los procesos que puede sufrir un farmaco cuando se

administra un medicamento a un organismo.

La Biofarmacia se encarga de estudiar los factores que interfieren en la liberacion del
farmaco desde la forma de dosificacién que lo contiene, incluyendo su disolucién, como
paso previo a ser absorbido. Dichos factores pueden ser el tamafo de particula del
farmaco, su solubilidad, la formulacion del medicamento o su técnica de elaboracion.

En la actualidad esta ciencia es de gran importancia en nuestro pais; ya que
existe gran interés en el desarrollo de nuevas formulaciones de medicamentos
genéricos, los cuales deben demostrar ante las autoridades sanitarias que son capaces
de aportar la misma cantidad de principio activo que el producto de referencia. Para ello
se requieren realizar estudios tanto in vitro como in vivo para demostrar que el

medicamento genérico cumple con los parametros que impone el de referencia.

Las instituciones que se encargan de realizar dichos estudios (Terceros Autorizados) ,
deben trabajar bajo la normatividad vigente aprobada por la Secretaria de Salud , la
cual ejerce control sanitario a través de la COFEPRIS , esta a su vez dispone los
requisitos que requiere un medicamento genérico para obtener un registro sanitario y

pueda salir a la venta.

Para la comparacion de perfiles de disolucion la NOM-177-SSA1-2013 establece
calcular el factor de similitud (F2); y en el caso de un medicamento de rapida liberacion
(% Dis de 85% a los 30 min) si este valor es mayor a 50, se considera equivalente con

el medicamento de referencia.

1|Pagina
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Las tabletas de Azatioprina 50 mg, son una presentacion que actualmente se distribuye
en México por 5 laboratorios, bajo el nombre comercial de Aseroprim, Azatrilem,
Imuran, Satedon y Tiosalprin. Siendo el Imuran el medicamento de referencia de

acuerdo a la lista de medicamentos de la COFEPRIS.

La Azatioprina, es un farmaco con propiedades inmunosupresoras, de acuerdo al SCB
se clasifica como un farmaco de clase IV de baja solubilidad y baja permeabilidad; esta
caracteristica no lo hace candidato a bioexencidon por perfiles de disolucion (in vitro),
éste requiere de una prueba tipo C (in vivo) para demostrar que es un producto
bioequivalente. Sin embargo realizar el perfil de disolucion sirve como control de calidad
del medicamento. En este caso los perfiles seran realizados para verificar que las
formulaciones estudiadas son equivalentes con el producto de referencia y ademas
conservan sus propiedades de disoluciéon después de ser sometidos a pruebas de

estabilidad acelerada.

Con base en lo anterior se realizé6 el siguiente estudio cuyos objetivos son los

siguientes:

2|Padgina
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2.0 OBJETIVOS.

Desarrollar y validar una metodologia analitica que cumpla con los requisitos
establecidos en la NOM-177-SSA1-2013 para evaluar los perfiles de disolucién de
tabletas de 50 mg de Azatioprina.

Evaluar mediante perfiles de disolucion y calculo de F2, que los lotes (A B y C) de
tabletas de Aozatioprina 50 mg elaboradas por el LABORATORIO X, han sido
formuladas de tal forma que son equivalentes con el producto de referencia.

Evaluar por medio de perfiles de disolucion y calculo de F2, que los lotes (A, By C)
conservan sus propiedades de disolucion después de ser sometidos a pruebas de
estabilidad acelerada.

Realizar el control farmacéutico de: variacion de masa, valoraciéon y prueba de
disolucién, del producto de referencia y los lotes a evaluar de acuerdo a la FEUM.

3|Pagina
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3.0 MARCO TEORICO.

3.1 DISOLUCION."

Cuando un comprimido u otra forma farmacéutica sélida se introduce en un vaso con
medio de disolucién o en el tracto gastrointestinal, el farmaco pasa de la forma
farmacéutica al medio de disolucién, formando asi una solucién.

Cuando el comprimido es polimérico, la matriz sélida se desintegra formando un
granulado, estos granulos se disgregan y a su vez forman particulas finas. La

desintegracion, disgregacion y la disolucién pueden ocurrir de manera simultanea.

3.2 PROCESO DE DISOLUCION.?
Las caracteristicas fisicas de una forma farmacéutica, influyen en la liberacion del
farmaco, Wagner y Carsten proponen un esquema del proceso de disolucion, que
consta de las siguientes etapas:

1) Humectacion de la forma de dosificacion.

2) Penetracion del medio de disolucién en forma de dosificacion

3) Desintegracion.

4) Disgregacion.

5) Disolucién del farmaco.

La humectacién es la etapa donde la forma farmacéutica sélida, controla el acceso de
los liquidos. La presencia de aire en el medio de disolucion, genera burbujas de aire
que al quedar atrapadas en los poros de la tableta impiden y disminuyen la disolucion

del farmaco.

Posterior a esto el comprimido se desintegra en granulos o agregados, aqui las
caracteristicas de su formulacion juegan un papel importante en la de penetracion del
medio para el proceso de disgregacion. Los lubricantes hidréfobos, tales como el
estearato de magnesio, retardan la tasa de penetracion y por lo tanto, el proceso de

disgregacion.
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Después de producirse la disgregacion de las particulas, estas se exponen a los

procesos de disolucion (Figura 1).

Forma de  Desintegracidn . Disgregacién )
dosificacion . Granulos o ~ Particulas
salida agregados finas
Disolucion
Disolucién (mayor) Disolucién
[menor) (mayor)
Farmaco

invivo o in vitro

Absorcign (in vivo)

Farmaco
En la sangre y otros
tejidos

Figura 1. Esquema del proceso de disolucion de las formas farmacéuticas solidas.?’

3.3 FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE DISOLUCION.?

La velocidad de disolucion se define como la cantidad de sustancia que se disuelve por
unidad de tiempo, bajo condiciones controladas de interfase sdlido/liquido, temperatura

y composicidon de disolvente y bajo determinadas condiciones hidrodinamicas de

agitacion.

Los factores que afectan la velocidad de disolucion, se pueden dividir en dos rubros,
para facilitar su entendimiento se muestra en la tabla 1, los factores de acuerdo a las

caracteristicas inherentes al farmaco y los inherentes a la forma farmacéutica.
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Factores que afectan la velocidad de disolucién

Inherentes al farmaco.

Inherentes a la forma farmacéutica.

Polimorfismo.
Las estructuras amorfas son mas solubles, al

ser menos estables.

Humedad del proceso.
Cuanta mayor cantidad de disolvente se
involucre en el proceso, mayor sera la

velocidad de disolucion.

Grado de hidratacion de la molécula.
Las formas anhidras son mas solubles que las

hidratadas.

Agentes desintegrantes y granulares.
La disolucién se favorece cuando una
formulacion contiene mayor concentracion de

desintegrantes y menor de granulares.

Area superficial o tamafio de particula.
A menor tamafio de particula, hay mayor area

superficial, por lo tanto hay mayor solubilidad.

Métodos de fabricacion.
Influyen en cédmo afecta la formacién de
porosidad, y dureza de la forma farmacéutica.

(Compresién directa, via humeda 6 seca)

Estado quimico del farmaco.
Los farmacos como sales suelen ser mas
solubles. Y de acuerdo a su pH los acidos son

solubles en un medio basico y viceversa.

Fuerza de compresion del proceso de
fabricacion.
A mayor fuerza de compresion, menor
porosidad y mayor tiempo de humectabilidad,
esto tiene como consecuencia que se retrase

la velocidad de disolucion.

Tabla 1. Factores que afectan la velocidad de disolucion.?
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34 IMPORTANCIA DE LA DISOLUCION PARA EL EFECTO
TERAPEUTICO.'"*!

La velocidad con la que se disuelve el farmaco juega un papel importante en la eficacia
de un comprimido, ya que una vez que el farmaco que contiene se encuentra disuelto,
este se absorbe a través de la membrana gastrointestinal para llegar a circulacion
sistémica y asi distribuirse en el organismo para llegar al sitio de accion y lograr su
efecto terapéutico. El proceso de absorcion no solo esta limitado por la velocidad de
disolucién del farmaco, también esta limitado por el transporte que requiere la molécula
para atravesar la membrana gastrointestinal. De acuerdo a la solubilidad del farmaco

se observan dos situaciones.

1) Cuando se tienen farmacos muy solubles en agua, estos tienden a disolverse
rapidamente, haciendo que la difusion pasiva o el transporte activo sea la etapa
limitante de la absorcion del farmaco a través de la membrana gastrointestinal.

2) Cuando se tienen farmacos poco solubles en agua, se disuelven lentamente, por lo
tanto la velocidad de absorcion estara limitada por la velocidad de disolucién del
farmaco sin disolver.

3.5 PERFILES DE DISOLUCION.*22°

Los perfiles de disolucién permiten evaluar la velocidad en que una forma farmacéutica
sélida, libera el principio activo en el medio de disolucion, bajo condiciones de

temperatura y composicion del medio de disolucién.

En 1970 estos estudios fueron reconocidos oficialmente como indicador de calidad y

fueron incorporados a la Farmacopea de Estados Unidos (USP).
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Hasta la fecha, son empleados como herramienta de analisis ante las agencias
regulatorias, para proveer una conexion de calidad, por esta razon, el desarrollo y la

validacién, son factores criticos para asegurar que estos ensayos son robustos.

Debido que la liberacion y absorcion de un farmaco son pasos criticos para el éxito
terapéutico, la disolucion in vitro ha sido una prueba relevante para la prediccion del
rendimiento in vivo. Sin embargo los perfiles de disolucién también tienen las

siguientes aplicaciones en la industria farmacéutica:

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

2) Guiar el desarrollo de nuevas formulaciones.

3) Asegurar la calidad y el rendimiento de un producto después de cambios en la
formulacion, el proceso de fabricacion, el sitio de fabricacion y/o el aumento en
escala del proceso de fabricacion.

3.6 APARATOS PARA EVALUAR LOS PERFILES DE DISOLUCION.*'2%2

Existen siete aparatos para realizar estudios de disolucién, pero los mas empleados en

la FEUM son los aparatos 1 (canastillas) y 2(paletas).

3.6.1 Aparato 1 (canastilla).

Este aparato consta de un bafio de agua, o en su caso camisas de calentamiento, las
cuales rodean a seis unidades de prueba, cada una esta constituida por:

» Un vaso cilindrico de fondo semiesférico.

» Un eje transmisor.

» Un regulador de velocidad de rotacion.

» Una canastilla.
Los vasos son de vidrio u otro material transparente de forma cilindrica con capacidad
para 1000 mL y con una tapa ajustada que retarde la evaporacion y permita la insercion

de un termoémetro.
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El vaso se sumerge en un bafio de agua, o camisa de calentamiento los cuales deben
mantener la temperatura del interior del vaso a 37 + 0.5 °C. El eje transmisor, debe ser
de acero inoxidable con una canastilla cilindrica, de giro suave y sin bamboleo, ubicado
al centro del vaso.

Esencialmente consta de una canastilla de 20,2 mm de diametro y 37,0 mm hecha de
acero inoxidable, la cesta es de alambre. Y que puede girar a una velocidad constante

entre 25y 150 rpm (Figura 2).

3.6.2 Aparato 2 (paletas).

Fue desarrollado originalmente por Poole (1969) y fue refinado por cientificos de
la FDA para el analisis de farmacos.

Contiene los mismos componentes que el aparato 1, excepto que en lugar de la
canastilla, usa una paleta compuesta por un aspa y un eje como elemento de agitacion.
La FEUM especifica que la paleta debe girar suavemente sin oscilacion significativa.
Los contornos de la hoja de la paleta no deben incluir bordes afilados en las puntas,

que puedan producir turbulencia en lugar de los patrones de flujo laminar (Figura 2).

J J

| — Eje | __— Eje

Punto de muestreo

Punto de muestreo

/ Vaso / Vaso
A) (A

Paleta

Canastilla |__—
,4// /

DR v
) Sinker

Figura 2. Aparatos de disolucién, Aparato | izquierda. Aparato Il derecha.

26
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3.7 CONDICIONES DE LOS PERFILES DE DISOLUCION.*?¢-

Estos ensayos deben realizarse bajo condiciones que simulen adecuadamente las
condiciones fisioldgicas tras la administracion oral de una forma farmacéutica solida, en
cuanto a pH, temperatura y movilidad gastrointestinal.

El tracto gastrointestinal actua de tal forma que el farmaco en la forma farmacéutica es
diluido y absorbido mientras se disuelve, por tal razén es importante emplear la
cantidad suficiente de medio, al menos tres veces mayor que el volumen de saturacion
del farmaco. Esto tiene como fundamento la ecuacion de Noyes- Nest- Burner, que
expresa las condiciones sink como:

Csat >>> Csol Csat - Csol = Csol

El volumen del medio es de 500, 900 6 1000 mL, pH de medio de acuerdo a la
monografia de la farmacopea y temperatura de 37 + 0.5 ° C y bajo condiciones
adecuadas de desgasificacion del medio, de lo contrario puede generar resultados poco

confiables.

3.8 COMPARACION DE LOS PERFILES DE DISOLUCION, 0:1213,20,29.

Las diferentes normativas de la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y la Food
and Drug Administration (FDA) marcan los criterios estadisticos que permiten establecer
la similitud entre las formulaciones.
La comparacion de los perfiles de disoluciéon entre productos se determina mediante el
calculo del factor de similitud (F2):
1 -0.5

F2 =50 *log {[1 + Eztzl(Rt - Pt)] * 100}
Donde:
n = numero de tiempos de muestreo.
Rt = porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de referencia.

Pt = porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de prueba.
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De acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013, se deben graficar los porcentajes disueltos
promedio en cada uno de los medios de disolucion. Si el %CV del porcentaje disuelto
es menor o igual que el 20% para el primer tiempo de muestreo y menor o igual que el
10% para los tiempos subsecuentes, es posible comparar los perfiles de disolucion

usando el F2 definido.

Para el calculo se debe considerar hasta maximo un tiempo de muestreo después de
que el medicamento de referencia ha alcanzado el 85% del farmaco disuelto, deben ser
un minimo de 3 puntos, si el valor F2 = 50 (50 a 100) asegura la similitud o

equivalencia entre las dos curvas, en el medio.

3.9 SISTEMA DE CLASIFICACION BIOFARMACEUTICA. "4 21,24:30.31.

El sistema de clasificacion biofarmaceutica (SCB), fue publicado en 1955 por Gordon
Amidon, quien propone clasificar los farmacos en cuatro categorias de acuerdo a dos
factores importantes que afectan su proceso de absorcion, que son la solubilidad
acuosa y permeabilidad intestinal. A continuacién se muestra la clasificacion de los

farmacos de acuerdo a dichos criterios:

Clase Solubilidad Permeabilidad
| Alta Alta
| Baja Alta
] Alta Baja
\' Baja Baja

Tabla 2. Sistema de Clasificacién Biofarmaceutica®*
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Actualmente el SCB toma en cuenta tres factores que rigen la tasa y la magnitud de la
absorcién de farmacos, que son: (1) solubilidad, (2) permeabilidad intestinal y (3)
disolucién. Los parametros para clasificar a un farmaco de alta o baja, solubilidad o

permeabilidad se establecen en la guia de la FDA y en el Anexo 8 de la OMS. 31430

3.9.1 Solubilidad.

Un farmaco es de alta solubilidad, cuando la cantidad de farmaco de la dosis mas alta,
es soluble en 250 mL o menos del medio acuoso, y en un intervalo de pH de 1.2 a 6.8
de acuerdo ala OMS y de 1.0 a 7.5 segun la FDA.

3.9.2 Permeabilidad.

Un farmaco es altamente permeable, si la cantidad absorbida en humanos es mayor a
85 % de acuerdo ala OMS y en mas de 90 % de acuerdo a la FDA.
Estas propiedades junto con la disolucion, modulan la velocidad y cantidad absorbida

del principio activo a partir de formas farmacéuticas solidas de administracién oral.

3.9.3 Disolucion.

De acuerdo a la guia de la FDA se considera que un producto se puede clasificar de
dos formas de acuerdo a su velocidad de disolucién, de rapida disoluciéon y muy rapida

disolucion.

Rapida disolucion: se considera como tal, cuando no menos del 85% de la cantidad
marcada de farmaco se ha disuelto a los 30 minutos, a una temperatura de 37°C + 0.5
°C, y valores de pH 1.2, 45 y 6.8 empleando el Aparato | (canastillas) de la
Farmacopea de Estados Unidos USP a 100 rpm 6 en el Aparato Il (paletas) de la USP a
50 rpm.
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Muy rapida disolucion: se considera como tal, si no menos del 85% de la cantidad
marcada de farmaco se ha disuelto a los 15 minutos, a una temperatura de 37°C +
0.5, y valores de pH 1.2, 4.5y 6.8, empleando el Aparato Il de la USP a 50 rpm 6 en
el Aparato | de la USP a 100 rpm.

3.10 BIOEXENCION.3"

La bioexencion, hace referencia a un conjunto de criterios que permiten a un farmaco
en una forma farmacéutica, ser exento de los estudios de bioequivalencia, mediante un
estudio comparativo de perfiles de disolucién in vitro el cual sustituye a las pruebas in
vivo. Esto permite disminuir el tiempo de desarrollo de nuevos productos asi como la

exposicion innecesaria de voluntarios sanos en fase clinica.

3.11 IMPORTANCIA DE LA BIOEXENCION.">'*

En la actualidad millones de pacientes en el mundo no tienen acceso a los
medicamentos para tratar sus padecimientos, ya sea por su alto costo, por la falta de
profesionales o servicios para su prescripcion, falta de dispensacion, o por vivir en

lugares apartados.

La OMS considera que el acceso a los medicamentos es un derecho de salud
fundamental para el ser humano, por tal razén la fabricacion de medicamentos
genéricos ha ido en aumento, como una solucion que permita garantizar a la

poblacién el acceso a medicamentos en un menor tiempo.

3.12 CRITERIOS DE BIOEXENCION DE ACUERDO A LA FDA."*

Los criterios establecidos por la FDA estan basados en el SCB, para farmacos que
pertenecen a la clase | y clase Il como formas de dosificacion oral sdlidas y de

liberacion inmediata.

13|Pagina



MARCO TEORICO w
R . amas

Para productos farmacéuticos de clase | de SCB, se debe demostrar lo siguiente:

La sustancia farmaco es muy soluble

La sustancia farmaco es altamente permeable.

El farmaco (prueba y referencia) se disuelve rapidamente.

El producto no contiene ningun excipiente que afecte la velocidad o el grado de
absorcién del farmaco.

YV VY

Para productos farmacéuticos de clase Ill del SCB, debe demostrar lo siguiente:

» La sustancia farmaco es muy soluble

» Elfarmaco (prueba y referencia) se disuelven muy rapidamente.

» La formulacion del producto de ensayo es cualitativamente igual vy
cuantitativamente muy similar al de referencia.

3.13 PRUEBAS DE INTERCAMBIABILIDAD DE ACUERDO A COFEPRIS.*

Los criterios que toma en cuenta la COFEPRIS son mas amplios, ya que no solo toma
en cuenta al sistema SCB, si no otros criterios. En la (Tabla 3) se describen dichos
criterios para asignar el tipo de prueba de intercambiabilidad para un determinado

medicamento.

En caso de no existir informacion suficiente de un medicamento, debidamente
acreditada en publicaciones internacionales, se debera en todos los casos realizar la

prueba de Bioequivalencia (in vivo).

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-
SSA1-2013, que establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un
medicamento es intercambiable y a los cuales deben sujetarse los terceros autorizados

que realicen la prueba, vigente.
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CRITERIO

DESCRIPCION DEL
CRITERIO

TIPO DE
PRUEBA

CARACTERISTICAS DE LOS
MEDICAMENTOS.

Medicamentos que no
requieren someterse a
pruebas de disolucién o de
bioequivalencia.

Esta prueba aplica a soluciones acuosas
de uso parenteral, gases, topicos de uso no
sistémico, medicamentos para inhalacién
cuyo tamano de particula sea igual al
innovador.

Medicamentos sélidos
orales, que deberan
someterse a pruebas de
perfil de disolucién vy
exentar la de
bioequivalencia siempre y
cuando demuestren tener
una alta solubilidad.

Esta prueba aplicara para medicamentos
solidos orales de rapida liberacién, que
aparecen en el catalogo de medicamentos
genéricos, donde se sefiala el producto de
referencia designado.

Medicamentos que deberan
ser sometidos a pruebas de
bioequivalencia.

Para designar los medicamentos para esta
prueba se seguiran 5 criterios:

1) Forma farmacéutica
(liberacion inmediata, modificada, rectales,
vaginales, transdérmicas, en suspension
emulsién o combinacion de activos)

2) Margen terapéutico estrecho.
Que la concentracion terapéutica y toxica
se encuentren cercanas.

3) Grupo terapéutico.
(Antibidtico, hormonal, antineoplasico,
cardioténico, antiepiléptico,
inmunosupresor, virostatico, e
hipoglucemiante.)

4) Farmacocinética.
No lineal, baja absorcion, alto metabolismo
del primer paso, vias metabdlicas
combinadas.

5) Fisicoquimica.
Baja solubilidad, con polimorfismo o
altamente inestable.

Tabla 3. Criterios que establece COFEPRIS para las pruebas de intercambiabilidad de

medicamentos °.
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3.14 AZATIOPRINA.2>71"

La Azatioprina, es un farmaco con propiedades inmunosupresoras. Quimicamente es
un derivado imidazdlico de la 6-mercaptopurina (6-MP) y un analogo de las purinas

enddgenas adenina, guanina e hipoxantina.

NOz
</

k

Figura 3. Estructura quimica de la Azatioprina.

3.14.1 Propiedades fisicoquimicas®"

Formula quimica: CgH7N;0O,S

Nombre IUPAC: 6-(3-metil-5-nitroimidazol-4-yl) sulfanil-7H-purina.

Masa molar: 277.26 g/ mol

Apariencia: Polvo fino color amarillo claro.

Punto de fusién: 243-244 °C

pKa: 8.2

Longitud de onda maxima: Amax = 280 nm

Valor EI* 630-660 a una Amax = 280 nm, en agua como medio de disolucion.

lcm
Solubilidad: Ligeramente soluble en alcohol, practicamente insoluble en agua.

VVVVVYVYYY

3.14.2 Mecanismo de accién.> %

La Azatioprina, ha sido empleada en la practica clinica por mas de 50 afos, y aun no se
conoce con precision su mecanismo. Algunos mecanismos sugeridos son:

1. Que la 6-MP liberada, actua como antimetabolito purinico.

2. Que actua como agente de bloqueo de grupos tiol (-SH) mediante alquilacién.

3. La posible inhibicion de las vias de biosintesis del acido nucleico, de este modo
se evita la proliferacion de las células involucradas en la determinacién vy
amplificacion de la respuesta inmune (linfocitos By T).
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4. El dafo al acido desoxirribonucleico (ADN) mediante la incorporacion de
tioanalogos purinicos.

Siendo este ultimo, el mecanismo mas aceptado desde el punto de vista
farmacolégico, ya que la Azatioprina es considerada un farmaco antagonista de las
purinas enddgenas que interfiere en la fase S del ciclo celular.

Aunado a esto, se ha demostrado que la Azatioprina, altera la sintesis de purina en los
linfocitos T,disminuyendo su  proliferacion y sintesis de los compuestos que
desencadenan su activacion (IL-2)

Por otra parte se ha demostrado que la Azatioprina como la 6-MP determinan la
apoptosis de los LT, la cual es ocasionada por la interaccién inhibitoria de un
metabolito de la Azatioprina (la 6-tioGTP) con Rac-1, esta interaccion convierte la sefal
coestimulatoria de CD28 en una sefial apoptaética.

Ademas de los efectos sobre la replicacion del DNA, la AZA ha demostrado reducir, de
manera reversible y dosis dependiente, el numero de monocitos circulantes.

3.14.3 Indicaciones terapéuticas y dosis.*

La Azatioprina se usa en combinacion con otros agentes inmunosupresores, para la
prevencion del rechazo después de trasplantes alogénicos de rifidn, higado, corazén
pulmoén o pancreas.

Esta indicada en combinacion con glucocorticoides en formas de evolucién de las
siguientes enfermedades:

Artritis reumatoide.

Enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa.

Hepatitis autoinmune.

Lupus eritematoso sistémico.

Psoriasis.

Pénfigo vulgar y pénfigo bulloso.

Anemia hemolitica autoinmune.

Purpura trombocitopenica idiopatica refractaria cronica.

VVVYYVYVVYY

3.14.4 Reacciones adversas.>

El principal efecto toxico de la Azatioprina es la mielosupresion (anemia macrocitica,
leucopenia y trombocitopenia), desapareciendo en su mayoria al reducir la dosis o
suspender el tratamiento. Habitualmente existen manifestaciones gastrointestinales,
como nauseas, vomitos y dolor epigastrico.
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Menos frecuente es la aparicion de estomatitis, diarrea, pancreatitis y toxicidad
hepatica. Sin embargo, ante sintomas severos, el farmaco debe ser inmediatamente
suspendido, por el riesgo de estar frente a una reaccion de hipersensibilidad.

La hepatotoxicidad se describe de manera aislada; ocurre varias semanas después de
iniciada la terapia. Los problemas dermatolégicos son mas frecuentes en pacientes
trasplantados, destacando la alopecia, verrugas, herpes zoster, hiperpigmentacion y
neoplasias.

3.14.5 Propiedades farmacocinéticas.

3.14.5.1 Absorcion y permeabilidad.?

La Azatioprina es rapidamente metabolizada in vivo a 6-MP y una porcion a
metilnitroimidazol. La 6-MP atraviesa rapidamente las membranas celulares del tracto
gastrointestinal y se convierte intracelularmente en numerosos tioanalogos de las
purinas, incluyendo su principal nucledtido activo, el acido tioinosinico.

La tasa de conversién varia de un individuo a otro. Los nucleotidos no atraviesan las
membranas celulares. Las concentraciones plasmaticas maximas se alcanzan de 1 a 2

horas después de la toma.

3.14.5.2 Distribucion.*

La Azatioprina se distribuye rapidamente en el organismo. La vida media plasmatica es
de 3 a 5 horas. Solamente el 30 % de la sustancia esta unida a proteinas plasmaticas.
Algunos estudios realizados en ratones con S- Azatioprina demostraron que no existe
ninguna concentracioén inusual en algun tejido en particular, pero se encontré * S en el

cerebro. La Azatioprina y sus metabolitos atraviesan el liquido cefalorraquideo.

3.14.5.3 Metabolismo.>*

El metabolismo de la AZA es bastante complejo. AZA es convertida rapidamente, de
forma no enzimatica, por componentes sulfihidrilos ubicuos (cisteina, glutation,
proteinas). El producto de este clivaje resulta en la formacién de 6-MP y derivados

imidazolicos.
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La 6-MP resultante es metabolizada por tres enzimas diferentes: La tiopurina s-
metiltransferasa (TPTM) y la xantina oxidasa (XO) determinan la produccion de meta-
bolitos inactivos; la hipoxantina fosforibosil transferasa (HPRT) es la encargada de
convertir la 6-MP en 6-tioinosina monofosfato; sobre ésta actua la TPTM, determinando
la formacion de metabolitos metilados, y la iosina monofosfatato deshidrogenasa
(IMPDH), via crucial en la formacion de nucledtidos activos de 6-tioguanina, acido
tiourico y 6-metil-MP. Estos componentes son incorporados al DNA en estado de
replicacion, deteniéndose el proceso (Figura 4).

En caso de funcion hepatica disminuida, se modifica el metabolismo de la Azatioprina,
la transformacion en los metabolitos activo esta limitada, pero principalmete esta

reducida la degradacion a metabolismos eliminables.

Azatioprina

\4

(inactivo) (inactivo)
vHPRT
ITPasa TPMT
6-tio ITP | €=——— | 6-TIMP e m
(activo) (activo)
IMPDH

1GMPS

(activo)

}

ADN

Figura 4. Metabolismo de la Azatioprina.’

19| Pagina



MARCO TEORICO w
R . amas

3.14.5.4 Excrecion.*

Independientemente de si se administra directamente o procede de la degradacién in
vivo de la Azatioprina, la 6-MP se elimina fundamentalmente en forma de metabolito
oxidado e inactivo, el acido tiourico.

La oxidacion se lleva a cabo por la xantina oxidasa, una enzima que se inhibe por el
alopurinol. La actividad de la porcion metilnitroimidazélica no ha sido definida hasta el
momento.

Hasta un 50 % de la dosis es excretada en la orina dentro de las 24 horas de ser
administrada, aproximadamente un 10 % de ello en forma inalterada. Solo 12.6 % de la
dosis aparece en las heces dentro de las 48 horas. No hay indicio de circuito
enterohepatico En pacientes con funcion renal limitada puede ser necesario reducir la

dosis, dado que esta reducida la eliminacidon de los metabolitos activos.

3.15 VALIDACION, 391820
Se define como el proceso que permite confirmar mediante un examen y provision de

evidencia objetiva de que se cumplen los requisitos particulares para un uso propuesto.

Todos los métodos analiticos empleados para evaluar que los productos farmacéuticos
cumplen los requisitos de seguridad calidad y eficacia, deben ser validados para

asegurar que los resultados son confiables.

En el caso de la regulacion mexicana estos los parametros a evaluar del método
analitico se establecen en la NOM-177-SSA1-2013 y estos son congruentes con los

que solicita la FEUM.
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316 PARAMETROS A EVALUAR EN LA VALIDACION, DE ACUERDO A LA
NOM-177-SSA1-2013.2"

La NOM-177-SSA1-2013 establece los parametros y valores que se deben de cumplir
en la validacion de método analitico con el fin de asegurar que la cuantificacion del

farmaco es confiable (Tabla 4).

Validacion Parametro Forma de calculo Criterio de aceptacion
Se calcula por minimos
> Linealidad r=0.99
cuadrados m,b y r.
% ERDR <al2%
Se calcula el % CV del
> Precision Factor respuesta %CV <al2%
(F=Abs/ Concentracion)
Sistema
Se calcula la diferencia
> Estabilidad absoluta de la retencion del % DA <al3%
farmaco (DA)
Se calcula la diferencia
> Influencia del filtro absoluta de la retencion del % Retenciéon < al2 %
farmaco (DA)
Se calcula por minimos r=0.99
- Lnesliese cuadrados m,b yr. %ERDR <al3%
Se calcula la diferencia absoluta
. %DAC < al2%
> Exactitud de la concentracion recuperada
(para cada punto de la curva)
(DAC)
Método v'  Se calcula el %CV de las
curvas de un mismo dia. %CV <al3%
» Precision
v"  Repetibilidad
v 0,
v Reproducibilidad Se calcula el % CV de
concentracion extrapolada %CV <al3%
(Cext=Abs-b/m)

Tabla 4. Parametros y valores para la validacion®.
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3.17 ESTUDIOS DE ESTABILIDAD."%?*!

Los estudios de estabilidad para farmacos, medicamentos o remedios herbolarios, son
una serie de ensayos, cuyos resultados permiten establecer su periodo de validez en
su envase original, y bajo condiciones de almacenamiento que correspondan a la zona
climatica del pais. EI periodo de validez es el intervalo de tiempo donde las
caracteristicas de un medicamento se alteran, pero dentro de limites que no alteren su
calidad.

La Organizacion mundial de la Salud establece que existen 4 zonas climaticas en el
mundo:

» Zona |l clima templado

» Zona |l subtropical con posible humedad elevada

» Zona lll clima caliente y seco

» Zona IV clima caliente y humedo
La correspondiente a la Republica Mexicana, es la Zona Climatica Il (subtropical, con
posible humedad elevada), y en la cual se basan las pruebas que establece la

NOM-073-SSA1-2013 de estabilidad de medicamentos.

3.18 TIPOS DE ESTUDIOS DE ESTABILIDAD."®

Las condiciones del estudio y duracion deben ser suficientes para cubrir el
almacenamiento, distribucion y uso del medicamento o del remedio herbolario; aplicar

cualquiera de las condiciones siguientes:

. . Condiciones de Periodo . .
Tipo de estudio . . Frecuencia de analisis
almacenamiento minimo
Estabilidad acelerada 40 °C + 2°C/75%15% HR 3 meses 0,1y 3 meses
Estabilidad a condicién
30 °C £ 2°C/65%15% HR 6 meses 0,3 y 6 meses

intermedia

25°C +2°C/60%+5% HR o
Estabilidad a largo plazo 12 meses 0, 3,6,9y 12 meses
30 °C +2°C/65%+5% HR

Tabla 5. Estudios de estabilidad.™
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3.19 CRITERIOS PARA CONSIDERAR UN MEDICAMENTO ESTABLE,
MEDIANTE PERFILES DE DISOLUCION. "°

Se consideran cambios significativos durante la estabilidad acelerada para perfiles de
disolucion: Cuando haya un cambio significativo en los limites de especificacion de

disolucién para 12 unidades de dosificacion, de acuerdo a la forma farmacéutica.
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4.0 METODOLOGIA.

METODOLOGIA
\ 4 A\ 4 \ 4 \ 4
Desarrollo del S Control Perfiles de
. i Validacién oo . .
método analitico farmacéutico disolucion
| v
A Lotes sometidos a
v v % e Valoracion estabilidad acelerada
e Variacion de masa (1 mes y 3 meses)
Propuesta de una Sistema Método e Prueba de disolucién |
curva de
calibracién \ 4
‘L v Lotes al tiempo cero Lotes a sometidos a Lotes sometidos a
S (to) un mes 3 meses
e Linealidad e Linealidad (t1) (t3)
e Precision e  Exactitud
e  Estabilidad e Precision
e Influencia del filtro * Repetibilidad
* Reproducibilidad

Figura 5.- Resumen de la metodologia.

4.1 Reactivos.

Heptanosulfonato de sodio.

Metanol

HCI

Hidréxido de amonio

Azatioprina Sref (99.06 %)

Tabletas de Azatioprina

Membranas de celulosa 0.45 micrometros
Agua destilada (pH=6.6 -7.0)

Agua desionizada (Milly Q).

VVVVVVVYVYY
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4.2 Materiales.

Matraces volumétricos de 10, 20, 25, 50, 100 mL
Vasos de precipitados de 25, 50, 100, 250 mL
Probeta de plastico de 1000 ml

Tubos de ensayo de 13X100 mm

Espatula

Pinzas de metal

Navecilla de pesar

Tubos de centrifuga 15 mL

Jeringas de plastico de 10 mL

Filtros de teflon de 0. 45 um

Puntas para pipeta automatica de 5000 pL
Pipeta automatica de 5000uL

Dispensador de agua.

VVVVVVVVYVYVYYVYY

4.3 Equipos.

Balanza analitica Sartorius Practum
Potenciometro pH 210

Sonicador Transsonic 700/H
Termodmetro calibrado Evolution 60
Crondmetro

Espectrofotometro Thermo Scientific
Disolutor TDT 08L (Calificado 160CT15)
HPLC Agilent 1100 Series

VVVYYVYVVYY
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44 DESARROLLO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE
AZATIOPRINA.

Para el desarrollo de esta metodologia se tomaron en cuenta las recomendaciones que
especifican la FEUM y la NOM-177-SSA1-2013 para validacion de métodos analiticos ,
los cuales se muestran en la tabla 6, dichos criterios se adaptaron al procedimiento de
la prueba de disolucion que establece la monografia de la FEUM 112 edicién para

tabletas de Azatioprina.

Referencia Criterios

FEUM Pruebas de disolucion: El intervalo de linealidad debe comprender

(Apéndice lll. Variacion | desde un 5% hasta un 110 % de lo declarado en el marbete.
de métodos analiticos)

LIC: La concentracidon mas baja del analito que puede cuantificarse
cumpliendo precisidon y exactitud.

MCB: Concentracion del analito, equivalente hasta 3 veces por el LIC.
NOM-177-SSA1-2013 L _
MCM: Es la concentracion intermedia entre la MCB y la MCA.

MCA: Concentracion del analito entre el 75y 85 % del LSC.

LSC: La concentracién mas alta del analito que puede cuantificarse

cumpliendo precision y exactitud.

Tabla 6.- Recomendaciones para la validacion del método analitico®?°.

Para agilizar el procedimiento se utilizd el valor del coeficiente de extincion especifica
(E1%, ) proporcionado en el certificado de andlisis de la sustancia de referencia para
predecir la absorbancia de la Azatioprina en diferentes concentraciones, y con base en
ello considerar las concentraciones ideales para de la curva de calibracion, de acuerdo

al material disponible en el laboratorio.
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Parte del procedimiento Calculo

1) 55.55 pg/mL de Azatioprina equivale al
100 % de lo que se espera disuelto a los (SOmg AZA) (mwg

30 min ) = 55.55 %Azatioprina

900 mL 1mg

2) Se realiza una regla de tres para (115%)<55-55%Azatioprina
determinar el intervalo que va de un 100 % 1
5aun 115 % como recomienda la FEUM.

) = 63.88 u%Azatioprina

3) Se realiza una divisién con el factor de “fwsﬂz 12.78 “_iAzatioprma
dilucion (5) de acuerdo al procedimiento "
de la prueba de disolucion de la FEUM.

4) Se emplea una regla de tres para 12.78 B9, p1%

redecir la Absorbancia con el valor de __ml Tm
1211% (600 — 660) 10,000 ug/mL
cm

= Absorbancia te rica
Tras los calculos pertinentes y consideracion del material disponible en el laboratorio,
se llegd a la siguiente propuesta para validar la linealidad, precision (del sistema) y

linealidad y exactitud (del método) de la metodologia analitica para la cuantificacion de

Azatioprina:
Solucion [AZA] pg/mL Volumen final Alicuota Origen alicuota
1 13.2 25 3.00 Stock
2 11.0 25 2.50 Stock
3 8.8 25 2.00 Stock
4 5.0 10 4.50 Solucién 2
5 1.0 20 4.00 Solucién 4

Tabla 7.- Resumen de la metodologia a seguir para elaborar la curva de calibracion.

(NOTA: el Stock es de 110ug/mL para el sistema
Stockmes de 110ug/mL para el método)

Ademas se validara la estabilidad e influencia del filtro del a cuerdo a la
NOM-177-SSA1-2013.
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4.5 VALIDACION DEL SISTEMA.>?"

4.5.1 Linealidad del sistema.

Preparar por duplicado la curva de calibracion con la sustancia de referencia de
Azatioprina, emplear agua destilada como medio de disolucion y leer a una absorbancia
de 280 nm (se realiza un barrido del espectro de absorcion del compuesto para

determinar la longitud de onda de maxima absorcion).

Preparacion de la solucion stock.

Pesar 11 mg del estandar de referencia de Azatioprina , transferirlos a un matraz
volumétrico de 100 mL, disolver con 4 mL de metanol y 50 mL de agua, poner en
ultrasonido durante 5 min y llevar al aforo con agua. Esta solucién tiene una

concentracion de 110 pg/mL.

Elaboracion de la curva de calibracion.

A partir de la solucion stock tomar las alicuotas correspondientes de acuerdo a la tabla

siguiente, para obtener las concentraciones indicadas. Llevar al aforo con agua

destilada.
Solucién [AZA] ug/mL | Volumen final Alicuota Origen alicuota
1 13.2 25 3.00 Stock
2 11.0 25 2.50 Stock
3 8.8 25 2.00 Stock
4 5.0 10 4.50 Solucién 2
5 1.0 20 4.00 Solucion 4

Tabla 8. Relacion de alicuotas y volumenes para la preparacion de las curvas de
calibracion.

Calculos para linealidad del sistema.

Con los datos de absorbencia obtenidos de las curvas de calibracion, se calcula el
coeficiente de correlacion (r?), pendiente (m) e intercepto (b) para cada curva por el
método de minimos cuadrados, asi como el error relativo debido a la regresion

(ERDR) con la siguiente férmula:
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1/2
Yy —(mxYxy) - (b*TN]"
N-—2
% ERDR = Sy, /5 = ¥ 100

y promedio

Donde:

%ERDR= S, .. .= Error relativo debido a la regresion.

Zy2= Suma de absorbancias al cuadrado.

Sxy=Suma de los productos de la concentracion por absorbancia.
Sy= Suma de absorbancias.

N=Niveles de la curva de calibracion.

Ypromedio= Absorbancia promedio.

Criterio de aceptacion: Se debe de cumplir que el coeficiente de correlacién sea

mayor o igual a 0.99 y el ERDR es menor o igual al 2 %.

4.5.2 Precision del sistema.

La precision se evalua a partir de los datos de absorbancia de las curvas de calibracion

realizadas por duplicado.

Calculo para precision del sistema.

Se debe calcular el factor respuesta por nivel de concentracion y el coeficiente de

variacion global entre ambas curvas.

Respuesta muestra

Factor de respuesta = —
Concentracién muestra

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacién global entre dos curvas debe ser

menor o igual al 2 % para considerar que el método es preciso.
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4.5.3 Influencia del filtro.

Preparar solucion stock, a partir de ella preparar dos diluciones, una de concentracion
baja de 5 ug/mL y otra de concentracién alta de 11 pg/mL.

Transferir una alicuota de 2 mL de la solucion stock a un matraz de 50 mL, para la
concentracion de 5 pg/mL y una alicuota de 5 mL a un matraz de 50 mL para la
concentracion de 11 ug/mL, llevar ambas diluciones al aforo con agua y mezclar.

De cada solucion se toma una muestra de 2 mL sin filtrar y 6 alicuotas de 2 mL con
ayuda de una jeringa, extension de plastico y un filtro de teflon de 45 uym. Se
determinan las absorbancias a 280 nm, tanto de la solucion sin filtrar, como de las

soluciones filtradas.

Calculos para influencia del filtro.

De los datos obtenidos se calcula el porcentaje de Azatioprina retenida en el filtro.

%AZA retenida = 100 ( 100 )(Abs promedio muestras filtradaS)
’ reteniaa = Abs Muestrasin filtrar 1
% Retenid (% AZA sin filtrar — %AZA filtrada) 100
= *
o ReTenido % AZA sin filtrar

Criterio de aceptacion: La diferencia absoluta entre el promedio de los datos de por lo

menos 6 muestras de solucion filtrada y sin filtrar debe ser igual o menor al 2%.

4.5.4 Estabilidad de la muestra.

Con el fin de determinar si en las condiciones de trabajo para obtener los perfiles de
disolucion, la muestra permanece estable, preparar una solucién a una concentracion
de 11 pg/mL en el medio de disolucion. Determinar la absorbancia a longitud de onda

maxima, una vez preparada.
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La solucién se mantiene en tres diferentes condiciones de temperatura 4°C, 25 °C y 37
°C, donde se muestrea por triplicado cada hora, durante 6 horas incluyendo el tiempo

cero.

Calculo para estabilidad de la muestra.

* 100

Abs final — Abs inicial
won=|| |

Abs inicial

Criterio de aceptacion: La diferencia absoluta (DA) del promedio del porcentaje

cuantificado inicial y final debe ser menor al 3%.

4.6 VALIDACION DEL METODO.*?"

4.6.1 Linealidad del método.

Preparar por triplicado la curva de calibracion con el polvo obtenido a partir de las
tabletas de Azatioprina, emplear agua como medio de disolucién y leer a una

absorbancia de 280 nm.

Preparacion de la curva de calibracion.

Pesar el peso equivalente a 11 mg de Azatioprina del polvo de tabletas de cada
producto, transferir a un matraz volumétrico de 100 mL, disolver con 4 mL de metanol y

50 mL de agua, poner en ultrasonido durante 5 min y llevar al aforo con agua.

Esta solucién (Stocky,) tiene una concentracion de 110 pg/mL, esperar a que
sedimenten los excipientes Yy filtrar con ayuda de un filtro de teflon de 45 um; a partir

de solucion preparar la curva de calibracion de acuerdo a la tabla siguiente:
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Solucion [AZA] pg/mL | Volumen final Alicuota Origen alicuota
1 13.2 25 3.00 Stockn,
2 11.0 25 2.50 Stockn,
3 8.8 25 2.00 Stocky,
4 5.0 10 4.50 Solucién 2
5 1.0 20 4.00 Solucion 4

Tabla 9. Relacion de alicuotas y volumenes para la preparacion de las curvas de

calibracion.

Calculos para linealidad del método.

Con los datos de absorbencia obtenidos de las curvas de calibraciéon, se calcula la
pendiente (m), el intercepto (b) y el coeficiente de correlacién (r?) por minimos

cuadrados, ademas del ERDR.

Criterio de aceptacion: La linealidad del método se demuestra si el coeficiente de

correlacién es mayor o igual a 0.99 y el ERDR es menor o igual al 3 %.

4.6.2 Precision del método.

Este involucra dos parametros repetibilidad y reproducibilidad.

Calculos para la repetibilidad.

Para cada una de las concentraciones de las curvas de calibracion, se calcula el

promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion en cada punto debe ser menor al
3%.
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Calculos para la reproducibilidad.

Se preparan 3 curvas mas en un dia diferente, se determina la absorbancia y a partir de
estos datos, la concentracion extrapolada. Para cada una de las concentraciones se

calcula el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de variacion.

—b
Concentracion extrapolada = YT

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion global (ambos dias) para cada

concentracion de la curva de calibracion, no debe ser mayor al 3 %.

4.6.3 Exactitud del método.

A partir de los datos de reproducibilidad se calcula el promedio de la concentracion de
recuperacion en cada uno de los puntos de la curva, y con estos datos se calcula la

diferencia absoluta de la concentracion (DAC).

Concentracion nominal — Concentracion extrapolada
% DAC = y: - * 100
Concentracion nominal

Criterio de aceptacion: La diferencia absoluta de la concentracion, no debe variar en

mas del 3% con respecto a la cantidad nominal en cada punto.

4.7 CONTROL FARMACEUTICO.>*"

Se realizaron las pruebas de valoracion, uniformidad de masa y prueba de disolucion de
acuerdo a la monografia de la Azatioprina y el MGA 0299 de la FEUM.

4.7.1 Valoracion.

Contiene no menos del 93.0% y no mas del 107.0 % de la cantidad de Azatioprina
indicada en el marbete.
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Condiciones cromatograficas:

Cromatografo: Agilent Series 1100

Detector: UV-VIS SCL 10 A

Columna: L8

Fase movil: Agua:Metanol (70:30) con 1g de Heptanosulfonato.
Velocidad de flujo: 1.2 mL/min

Longitud de onda 254 nm

Volumen de inyeccion: 10 yL

YVVVVVVY

Preparacion de la referencia.

Pesar 12.5 mg de la sustancia de referencia de Azatioprina, pasar a un matraz
volumétrico de 25 mL, agregar 10 mL de metanol y 0.25 mL de hidréxido de amonio,
agitar y someter a la accion de un bafo de ultrasonido durante 2 min, llevar al aforo con
metanol y mezclar. Pasar una alicuota de 5 mL de esta solucion a un matraz
volumétrico de 25 mL, llevar al aforo con metanol y mezclar. Esta solucion contiene 100

Mg/ mL aproximadamente de Azatioprina.

Preparacion de las muestras.

Pesar por lo menos 20 tabletas de cada producto a evaluar. Calcular su peso promedio
y triturar hasta polvo fino, pesar una cantidad del polvo equivalente a 50 mg de
Azatioprina, pasar a un matraz volumétrico de 100 mL , agregar 25 mL de metanol y 1.0
mL de hidréxido de amonio agitar y someter a la accion de un bafo de ultrasonido
durante 2 min, llevar al aforo con metanol y mezclar. Dejar en reposo la solucion hasta
que los excipientes se sedimenten. Pasar una alicuota de 5 mL del sobrenadante a un
matraz volumétrico de 25 mL, llevar al aforo con agua, mezclar y filtrar a través de una

membrana de celulosa de 0.45 micrémetros de porosidad.
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Procedimiento.

Inyectar al cromatografo repetidas veces, volumenes iguales de (10 pL) de la
preparacion de la referencia y registrar los picos respuesta. La eficiencia de la columna
no es menor a 800 platos tedricos, el factor de coleo no es mayor a 1.5 y la desviacion
estandar relativa no es mayor al 2.0 %. Una vez ajustados los parametros de operacién
inyectar al cromatégrafo por separado, volumenes iguales de (10 pl) de la preparacion
de referencia y de la preparacién de la muestra, para obtener sus correspondientes

cromatogramas y calcular el area de los picos.

Calculo para valoracion.

' Area muestra
%AZA = (C referencia)(Fd) (Area referencia>

0% AZA referencia — %AZA muestra) 100

% Diferencia % AZA referencia

Criterio de aceptacion: El porcentaje de valoracion del medicamento de prueba debe
estar dentro de los limites farmacopeicos y no debe diferir en mas del 5% del

medicamento de referencia.

4.7.2 Uniformidad de dosis por el método de variacion de masa.

Pesar con exactitud 10 tabletas de forma individual. Calcular el porcentaje de
Azatioprina en cada una de las tabletas, relacionando el peso obtenido, con el resultado
de la valoracién y expresarlo en forma de porcentaje, para calcular el valor de

aceptacion.
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Calculo para variacion de masa.

(Peso individual de la tableta * % AZA de la valoracion)
% AZA =

Peso promedio de las tabletas

Criterio de aceptacién: El valor de aceptacion debe ser menor al 15 % (L1<15), de
acuerdo a la tabla de la FEUM (Anexo 1).

4.7.3 Prueba control de disolucion .

Esta prueba se realizo6 durante la evaluacion de los perfiles de disolucion,
considerando unicamente el dato del porcentaje de disolucion (% Dis) al tiempo de 30
min en cada uno de los vasos, como lo establece la monografia de tabletas de

Azatioprina de acuerdo a la FEUM.

Criterio de aceptacion: Aparato 2, el % Dis debe ser mayor o igual a 75 + 5%.
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4.8 EVALUACION DE PERFILES DE DISOLUCION.>#"

Se lleva a cabo la disolucién de 12 unidades de dosificacién de los productos estudiado.

Las condiciones experimentales se presentan en la tabla siguiente.

Aparato de disolucién Il (paletas)
Temperatura del medio de disolucion 37°C+0.5°C
Medio de disolucion Agua destilada
Volumen de medio de disolucion 900 mL

Velocidad de agitacion

50rpm 4 %

Tiempos de muestreo

10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos

Volumen de muestra tomada

5mL

Tabla 10. Condiciones experimentales empleadas para llevar a cabo el estudio de

disolucion (NOTA: se considera Q=75%).

Procedimiento.

1) Preparar el medio de disolucion y degasificar.

2) Encender el disolutor y el termociclador. Ajustar la velocidad de agitacion de los

vastagos a 50 rpm y la temperatura a 37 °C.

3) Colocar los vasos vacios en su respectiva posicion y sujetarlos con los seguros

de retencion.

4) Colocar las paletas, bajar el cabezal del disolutor hasta que las paletas toquen el

fondo de los vasos, subir el cabezal y colocar el medidor de altura para paletas.

5) Con ayuda de una probeta de 1000 mL medir 900 mL de medio de disolucién y

vaciarlo en cada vaso del disolutor.

6) Cuando la temperatura del medio de disolucion colocada en cada vaso alcance

los 37 £ 0.5 °C, bajar las paletas y tapar los vasos.

7) Accionar el controlador de velocidad de agitacion de los vastagos.

8) Encender el cronémetro al mismo tiempo de colocar una tableta dentro del vaso

1, después de 15 segundos colocar una tableta dentro del vaso 2 y asi

sucesivamente hasta el vaso 6.
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9) Retirar una muestra de 5 mL de cada vaso con una jeringa provista de una
extension de plastico y un filtro de teflon, en los tiempos establecidos.

10)Realizar una dilucion, tomando 2.5 mL de la muestra y llevar a 15 mL con el
dispensador al tubo de centrifuga de 15 mL.

11) Obtener lecturas de absorbancia de cada una de las muestras en el
espectrofotometro a una longitud de onda de 280 nm, utilizando medio de
disolucidén como blanco de ajuste.

12) Realizar el perfil de disolucion de cada medicamento con un total de 12

unidades.

Calculos para el porcentaje de disolucion.

Se determina el porcentaje disuelto de cada tableta por cada tiempo de muestreo sin

reposicion de medio de disolucion utilizando las formulas siguientes:

Yi—b
. Xi=
Ecuacion 1 m

Ei=XixFd=V

Ecuacion 2
Di Xi*Vix Fd Z Ei
S = l
Ecuacion 3 1000
Dis
., %Dis = * 100
Ecuacion 4 D
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Donde:

Xi = Concentracion de la muestra (ug/mL).

Yi = Absorbancia.

b= Ordenada al origen de la recta.

m= Pendiente de la recta.

Ei = Cantidad de farmaco tomada en cada alicuota al i-€simo tiempo de muestreo (mg).
Fd = Factor de dilucién (6).

V= Volumen de la alicuota (5 mL).

Vi= Volumen del vaso al i-ésimo tiempo de muestreo.

Dis = Cantidad de farmaco disuelto al i-ésimo t de muestreo (mgQ).
% Dis = Porcentaje de disolucion.

Dosis= 50 mg de Azatioprina que corresponde a la dosis nominal.

49 PERFILES DE DISOLUCION PARA LOTES SOMETIDOS A
ESTABILIDAD ACELERADA.

Para evaluar el perfil de los lotes sometidos a pruebas de estabilidad acelerada, se
emplearon las mismas condiciones descritas anteriormente. Para calcular el valor de
F2, se empleo el resultado del producto de referencia al tiempo cero, es decir sin ser
sometido a dichas pruebas, y empleando 6 unidades por lote, no 12 como lo indica la
norma, puesto que el objetivo de la prueba es observar el comportamiento de la

formulacién de los lotes.
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5.0

RESULTADOS Y DISCUSION.

51 DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA ANALITICA PARA LA
CUANTIFICACION DE AZATIOPRINA.

E 1%/1cm 600 630 660
% Dis en el vaso [AZA] ug/mL FD Abs tedrica Abs tedrica Abs tedrica

127.3 70.0 14 0.84 0.88 0.92
122.7 67.5 135 0.81 0.85 0.90
118.2 65.0 13 0.78 0.82 0.86
113.6 62.5 12.5 0.75 0.79 0.83
109.1 60.0 12 0.72 0.76 0.80
100.0 55.0 11 0.66 0.70 0.73
90.9 50.0 10 0.6 0.63 0.66
81.8 45.0 9 0.54 0.57 0.60
72.7 40.0 8 0.48 0.50 0.53
63.6 35.0 7 0.42 0.44 0.46
59.1 325 6.5 0.39 0.41 0.43
54.5 30.0 6 0.36 0.38 0.40
45.5 25.0 5 0.3 0.32 0.33
36.4 20.0 4 0.24 0.25 0.26
27.3 15.0 3 0.18 0.19 0.20
18.2 10.0 2 0.12 0.13 0.13
9.1 5.0 1 0.06 0.06 0.07
5.5 3.0 0.6 0.04 0.04 0.04

LSC

MCA

MCM

MCB

LIC

Tabla 11.- Resumen de calculos para la prediccion de las concentraciones para la curva

de calibracion.

En la tabla 11, se muestran los calculos que sirvieron como base para elegir las 5

concentraciones que cumplieran con los criterios de LSC, MCA, MCM, MCB y LIC que
establece la NOM-177-SSA1-2013 y la FEUM para la validacion de métodos analiticos.

A partir de esa informacion los cuales se eligieron las concentraciones de 13.2, 11.0,

8.8, 5.0 y 1.0 ug /mL , las cuales cumplen los requisitos y que ademas se pueden

obtener con el material disponible en el laboratorio.
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5.2 VALIDACION DEL SISTEMA.

Barrido de Azatioprina 11 ug / mL.

Como se observa en la (Figura 5) antes de realizar la validacion se verificd la longitud
de onda maxima para la cuantificacion de Azatioprina por espectrofotometria UV es la

especificada en la monografia, la cual coincide al observar la Amax a 280 nm.

E——Azdp TTugmi]

Figura 6. Barrido de la sustancia de referencia a concentracion de 11 ug/ mL.

5.2.1 Linealidad y precision.

Como se observa en la (Tabla 12) y (Grafico 1), el sistema es lineal al obtener una
r mayor a 0.99 y un % ERDR menor al 2%. Mientras que el % CV del factor respuesta

fue menor al 2% por lo tanto el sistema también es preciso.
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Abs. A=280 nm

Concentracion ug/mL | Curva promedio Dia 1 Curva promedio Dia 2 Factor respuesta
1 0.059 0.060 0.059 0.060
5 0.294 0.294 0.059 0.059
8.8 0.504 0.508 0.057 0.058
11 0.641 0.637 0.058 0.058
13.2 0.776 0.777 0.059 0.059
b= -0.0011 -0.0004 Promedio= | (0.058
m= 0.0584 0.0584 DE= 0.001

r= 0.9998 0.9998 % CV = 1.2

%ERDR 1.3 1.1

Tabla 12. Resultados de linealidad y precision del sistema.

CURVA AZATIOPRINA (LINEALIDAD DEL SISTEMA)

0.800
/. —=C1

0.700 /
© 0.600
2
5 0.500 B—C2
S
S 0.400
<

0.300 /-/

0.200

0 2 4 6 8 10 12 14
[AZA] pg/mL

Grafico 1. Regresion lineal, para determinar la linealidad del sistema.
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5.2.2 Estabilidad de la muestra.

En las (Tablas 13, 14 y 15) podemos observar que el farmaco es estable durante
5 horas en las tres condiciones de temperatura evaluadas (4, 25 y 37 °C), ya que es
justo en este tiempo en las tres tablas donde se observa el ultimo tiempo con valor
menor al 3% de la diferencia absoluta con respecto al tiempo cero como se indica en la
NOM-177-SSA1-2013.

Abs. A=280 nm
4°C 1 2 3 Promedio % DER
0 0.646 0.645 0.645 0.645 /
H 1 0.646 0.644 0.644 0.645 0.1
o 2 0.655 0.654 0.653 0.654 1.3
R 3 0.654 0.656 0.652 0.654 1.3
A 4 0.66 0.658 0.657 0.658 2.0
5 0.657 0.656 0.659 0.657 1.9*
6 0.672 0.674 0.674 0.673 4.3

Tabla 13. Resultados de la prueba de estabilidad a una temperatura de 4 °C.

Abs. A=280 nm
25 °C 1 2 3 Promedio % DER
0 0.646 0.645 0.645 0.645 /
H 1 0.649 0.648 0.65 0.649 0.6
o 2 0.652 0.654 0.651 0.652 1.1
R 3 0.655 0.654 0.656 0.655 1.5
A 4 0.663 0.664 0.663 0.663 2.8
5 0.66 0.668 0.664 0.664 2.9%
6 0.667 0.666 0.667 0.667 3.3

Tabla 14. Resultados de la prueba de estabilidad a una temperatura de 25 °C.
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Abs. A=280 nm
37°C 1 2 3 Promedio % DER
0 0.646 0.645 0.645 0.645 /
H 1 0.645 0.646 0.647 0.646 0.1
o 2 0.652 0.651 0.65 0.651 0.9
R 3 0.652 0.652 0.651 0.652 1.0
A 4 0.656 0.658 0.657 0.657 1.8
5 0.666 0.663 0.661 0.663 2.8 *
6 0.672 0.674 0.676 0.674 4.4

Tabla 15. Resultados de la prueba de estabilidad a una temperatura de 37 °C.

5.2.3 Influencia del filtro.

En la (Tabla 16), podemos observar que el criterio de retencion del farmaco por el filtro
es aceptable, al obtener datos del % de diferencia absoluta menores al 3 % tanto en la

concentracion alta como en la concentracion baja.

Abs. A=280 nm
11 pg/mL 5 ug/mL

Sin filtrar 0.692 0.454
Filtradas

1 0.665 0.445

2 0.668 0.455

3 0.669 0.433

4 0.672 0.437

5 0.682 0.435

6 0.681 0.447

Promedio 0.673 0.442

DE 0.006 0.008

%CV 0.961 1.748

% Retenido 2.8 2.6

Tabla 16. Resultados de la influencia del filtro.
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5.3 VALIDACION DEL METODO.

Como se observa en las tablas 17- 20 y gréaficos 2-5, el método para el producto de
referencia tanto para los lotes A B y C son lineales al obtener una r mayor a 0.99 y un
%ERDR menor al 2%. En cuanto al criterio de precision (repetibilidad) se puede
observar que el método es repetible al obtener un % CV menor al 3 % en cada uno de

los niveles de las curvas de un mismo dia.

5.3.1 Linealidad y Precision (Repetiblidad) producto de referencia.

Abs. A=280 nm Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2

C{c;n;c::]nitj;alztn CurvaD|c;;o1med|o CurvaD;?;ozmedlo DE o%CV DE o%CV

1 0.061 0.059 0.001 1.883 0.001 0.984

5 0.302 0.290 0.002 0.505 0.002 0.526

8.8 0.526 0.503 0.001 0.190 0.001 0.199

11 0.652 0.634 0.002 0.319 0.001 0.182

13.2 0.790 0.761 0.003 0.335 0.003 0.331
b= 0.0028 0.0013
m= 0.0594 0.0574
r= 0.9999 0.9999
%ERDR 0.759 0.563

Tabla 17. Resultados de la linealidad y precision (repetibilidad) del método para el
producto de referencia (IMURAN®).
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LINEALIDAD DEL METODO (IMURAN®)

0.900

0.800
0.700 ¢—Dia 1 (C. prom)

0.600

0.500

0.400 == Dia 2 (C. prom)

Absorbancia

0.300
0.200 /
0.100

0.000

[AZA] pg/mL

Grafico 2. Regresion lineal, para determinar la linealidad del método del producto de

referencia.

5.3.2 Linealidad y Precision (Repetiblidad) del medicamento de prueba

(Lote A)
Abs. =280 nm Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
C[;récznltj;::;::':ol-n CurvaD;I?;o1med|o CurvaD;?;ozmedlo DE %CV DE %CV
1 0.061 0.063 0.0006 | 0.941 0.0006 0.921
5 0.306 0.301 0.0025 | 0.823 | 0.0006 0.192
8.8 0.531 0.521 0.0006 | 0.109 | 0.0010 0.192
11 0.662 0.655 0.0021 | 0.314 | 0.0021 0.318
13.2 0.804 0.779 0.0010 | 0.124 | 0.0006 0.074
b= 0.0008 0.0054
m= 0.0605 0.0588
r= 0.9999 0.9998
%ERDR 0.824 0.651

Tabla 18. Resultados de la linealidad y precision (repetibilidad) del método para el

producto de prueba (Lote A).
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LINEALIDAD DEL METODO (LOTE A)

0.900

0.800
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Grafico 3. Regresion lineal, para determinar la linealidad del método del producto de

prueba (Lote A).

5.3.3 Linealidad y Precision (Repetiblidad) del medicamento de prueba

(Lote B).
Abs. A=280 nm Dia1 | Dia2 | Dia1 Dia 2
Concen;;e;ﬁl‘tn [AZA] CurvaD|:;;o1med|o CurvaD;?;ozmedlo DE %CV DE %CV
1 0.057 0.056 0.001 1.019 | 0.001 1.025
5 0.283 0.281 0.001 | 0.353 | 0.001 0.205
8.8 0.500 0.503 0.002 | 0.416 | 0.001 0.199
11 0.621 0.620 0.002 | 0.279 | 0.002 0.336
13.2 0.753 0.754 0.001 | 0.133 | 0.001 0.133
b= -0.0010 -0.0018
m= 0.0569 0.0570
r= 1.0000 1.0000
%ERDR 0.651 0.985

Tabla 19. Resultados de la linealidad y precision (repetibilidad) del método para el
producto de prueba (Lote B).
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LINEALIDAD DEL METODO (LOTE B)

/
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e

~
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Grafico 4. Regresion lineal, para determinar la linealidad del método del producto de

5.3.4

prueba (Lote B).

Linealidad y Precision (Repetiblidad) del medicamento de prueba

(Lote C).

Abs. A=280 nm Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2

Con;;r/::icmn CurvaD|)i;o1medlo CurvaD;?;ozmedlo DE % CV DE %CV

1 0.057 0.057 0.001 1.019 0.000 0.000

5 0.292 0.293 0.001 0.198 0.001 0.341

8.8 0.509 0.509 0.001 0.113 0.001 0.196

11 0.639 0.640 0.002 | 0.239 0.002 0.271

13.2 0.764 0.765 0.001 0.151 0.001 0.131
b= -0.0002 0.0004
m= 0.0580 0.0580
r= 0.9999 0.9999
%ERDR 0.347 0.502

Tabla 20. Resultados de la linealidad y precision (repetibilidad) del método para el

producto de prueba (Lote C).
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LINEALIDAD DEL METODO (LOTE C)
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Grafico 5. Regresion lineal, para determinar la linealidad del método del producto de
prueba (Lote C).
5.3.5 Exactitud y precisiéon (Reproducibilidad).

Los resultados en las tablas 21-24 nos muestran que el método es exacto al obtener un
%DAC menor al 2 % en cada uno de los puntos de la curva, y de igual forma

reproducible al obtener un % CV menor al 3 %.

5.3.6 Exactitud y precision (Reproducibilidad) del producto re referencia

(IMURAN®).
Concentracion |Media Conc Rec. pg/mL DE %CV %DAC
1.0 0.992 0.011 1.156 0.791
5.0 5.037 0.012 0.233 0.738
8.8 8.770 0.045 0.518 0.336
11.0 10.965 0.052 0.474 0.314
13.2 13.235 0.023 0.171 0.266

Tabla 21. Resultados de la exactitud y precision (reproducibilidad) del método para el

producto de referencia.
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5.3.7 Exactitud y precision (Reproducibilidad) del producto de prueba

(Lote A).
Concentracion Media Conc Rec. pg/mL DE %CV %DAC
1.0 0.988 0.018 1.793 1.212
5.0 5.036 0.020 0.405 0.727
8.8 8.769 0.010 0.115 0.353
11.0 10.994 0.075 0.679 0.057
13.2 13.213 0.062 0.470 0.099

Tabla 22. Resultados de la exactitud y precision (reproducibilidad) del método para el

producto de prueba (Lote A).

5.3.8 Exactitud y precision (Reproducibilidad) del producto de prueba

(Lote B).
Concentracion |Media Conc Rec. pg/mL DE %CV %DAC
1.0 1.017 0.008 0.771 1.719
5.0 4.979 0.020 0.401 0.416
8.8 8.833 0.037 0.418 0.374
11.0 10.916 0.029 0.268 0.760
13.2 13.254 0.013 0.095 0.412

Tabla 23. Resultados de la exactitud y precisién (reproducibilidad) del método para el
producto de prueba (Lote B).
5.3.9 Exactitud y precision (Reproductibilidad) del producto de prueba

(Lote C).
Concentracion |Media Conc Rec. ug/mL DE %CV %DAC
1.0 0.978 0.005 0.482 2.202
5.0 5.039 0.011 0.213 0.775
8.8 8.778 0.023 0.261 0.253
11.0 11.022 0.014 0.130 0.202
13.2 13.183 0.005 0.042 0.126

Tabla 24. Resultados de la exactitud y precisiéon (reproducibilidad) del método para el

producto de prueba (Lote C).
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5.4 CONTROL FARMACEUTICO.

5.4.1 Valoracion.

De acuerdo a la monografia de la Azatioprina tabletas en la FEUM, estas deben
contener no menos del 93.0 % y no mas del 107.0 % de la cantidad de Azatioprina
indicada en el marbete. Como se observa en la tabla 25 el producto de referencia
(IMURAN®), como los lotes A, B y C cumplen con dicho requisito de valoracion, al
contener un porcentaje de Azatioprina (%AZA) dentro del intervalo establecido en la

farmacopea.

Ademas de acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013 se cumple el requisito de valoracion,
donde ninguno de los lotes tiene un mas de un 5% de diferencia con respecto al

contenido de principio activo del medicamento de referencia.

Esta prueba se realizé por HPLC, los Cromatogramas cuyo tiempo de retencién oscild

alrededor de los 5.9 min en todos los productos, se incluyen en la parte (Anexos).

Producto Lote Peso promedio (g) % AZA % Diferencia
Referencia | IMURAN® 0.1574 97.2 /
Prueba 1 A 0.1780 97.3 0.1
Prueba 2 B 0.1861 93.4 3.9
Prueba 3 C 0.1886 95.3 2.0

Tabla 25. Resultados de la valoracion de las tabletas de Azatioprina 50 mg.
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5.4.2 Uniformidad de masa.

El MGA 299 Uniformidad de dosis de la FEUM 11"@ edicién, establece que cuando una
tableta contiene mas de 25 mg del principio activo y este a su vez constituye mas del 25
% de la masa total de la unidad, se analiza el producto por el método de variacién de
masa.

Bajo este método de analisis, se evalua que el producto cumple los requisitos de
uniformidad, mediante el calculo del valor de aceptacion de las primeras 10 tabletas con
respecto al valor obtenido durante la valoracion, donde el valor de aceptacion obtenido
no es mayor a L1%= 15 %. El caso anterior descrito, corresponde a las tabletas de
Azatioprina, cuyas unidades contienen 50 mg del principio activo y constituye mas del
25 % de la tableta.

Como se observa en la tabla 26 tanto el producto de referencia como los lotes a evaluar
cumplen con el requisito farmacopeico de uniformidad de dosis al obtener valores
formula (VA= 98.5 -

Promedio + ks) la cual se especifica en el (Anexo 1), ya que durante la valoracion se

menores a L1 % = 15 %. Los cuales fueron calculados con la

obtuvo un % AZA menor a 98.5, donde el valor de k=2.4 , n=10, siendo el valor del

numero tabletas analizadas.

% Azatioprina

Lote Ref A B C

1 98 99 95 93

2 98 94 95 98

3 96 98 94 99

4 98 98 90 88

5 97 98 93 97

6 98 95 92 96

7 97 97 93 90

8 96 97 94 99

9 96 96 95 97

10 97 100 93 96

Promedio 97 97 93 95

DE 0.9368 1.6810 1.5478 3.4368

%CV 0.96 1.73 1.66 3.61
VA 3.5 5.2 8.8 11.4

Tabla 26. Resultados uniformidad de masa de acuerdo a la FEUM.

52| Pagina




RESULTADOS Y DISCUSION w
R . amas

5.4.3 Prueba de Q.

En el MGA 291 (Disolucién) de la FEUM 11" edicidn, establece que la prueba de
disolucién se debe realizar con 6 unidades (S1) , donde ninguno de los resultados
individuales del % Dis a los 30 min debe ser menor a Q + 5 %; de no cumplirse este
requisito se repite la prueba con 6 muestras mas (S2) , donde al determinar el
promedio de las doce unidades (S1+ S2), debe ser igual o mayor a Q = 75 % y ninguno
de los resultados individuales debe ser menor a Q-15 %. Con base en lo anterior ,
podemos observar en la tabla 27 que el producto de referencia (IMURAN®) y los lotes
B y C, cumplen el requisito farmacopeico durante la etapa (S1); mientras que el Lote A
no lo cumple al obtener en dos de las unidades evaluadas un % Dis de 68 %, por lo
cual se evaluaron 6 vasos mas en una segunda etapa (S2), donde podemos observar
que el promedio de las 12 unidades del Lote A es mayor Q 275 % y en ningun vaso se

observa que existe un comportamiento de Q-15%.

Q (%Dis a los 30 min)
Vaso Referencia Lote A Lote B Lote C
1 100 83 96 93
2 99 81 90 91
3 97 84 88 100
S1 4 94 68 * 98 102
5 96 78 84 89
6 97 68 * 94 95
7 101 80 97 90
8 98 76 95 100
9 102 78 90 100
S2 10 91 70 101 105
11 95 76 101 102
12 97 78 99 103
Promedio 97 77 94 98

Tabla 27. Resultados de la prueba de disolucién en cada uno de los vasos.

(NOTA: Q= 75 %Dis)
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5.5 EVALUACION DE LOS PERFILES DE DISOLUCION.

En las tablas 28-31, se muestra el promedio del % Dis de cada tiempo de muestreo y
% CV de las 12 unidades evaluadas de cada producto, en la columna de % CV
podemos observar que todos los productos cumplen el requisito de la NOM-177-SSA1-
2013, que establece que el % CV al primer tiempo de muestreo es menor o igual al
20 % y menor o igual al 10 % en los tiempos subsecuentes, para que proceda el calculo
de F2. Mientras que en los graficos 6-13, se observa el comportamiento de los perfiles

de disolucion.

5.5.1 Resumen del perfil de disolucion del producto de referencia

(IMURAN®).
Tiempo Promedio X+DE X-DE DE %CV
(min)
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
10 59.5 67.50 51.5 7.997 13.44
15 80.1 87.05 73.2 6.944 8.67
20 88.4 94.40 82.4 6.011 6.80
30 97.3 100.26 94.3 3.002 3.09
45 101.6 104.04 99.2 2.410 2.37
60 103.4 105.71 101.1 2.327 2.25

Tabla 28. Resumen del perfil de disolucién del producto de referencia obtenido a partir
de 12 tabletas.
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Grafico 6. Perfil de disolucion de los 12 vasos del producto de referencia.
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Grafico 7. Perfil de disoluciéon promedio de los 12 vasos del producto de referencia.
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5.5.2 Resumen del perfil de disolucién del producto de prueba (Lote A).

Tiempo Promedio X+DE X-DE DE %CV
(min)
0 0.0 0.00 0.0 0.000 0.00
10 45.2 49.69 40.8 4.454 9.85
15 56.4 60.81 51.9 4.445 7.89
20 66.1 71.01 61.2 4.919 7.44
30 76.7 82.06 71.3 5.378 7.01
45 84.5 89.60 79.4 5.108 6.05
60 91.5 94.69 88.3 3.212 3.51

Tabla 29. Resumen del perfil de disolucién del producto de prueba (LOTE A) obtenido
a partir de 12 tabletas.
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Gréfico 8. Perfil de disolucion de los 12 vasos del producto de prueba (Lote A).
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Grafico 9. Perfil de disolucion promedio de los 12 vasos del producto de prueba

(Lote A).
5.5.3 Resumen del perfil de disolucién del producto de prueba (Lote B).
Tiempo Promedio X+DE X-DE DE %CV
(min)
0 0.0 0.00 0.0 0.000 0.00
10 62.2 67.04 57.4 4.824 7.75
15 76.4 83.84 68.9 7.443 9.74
20 85.5 92.69 78.3 7.206 8.43
30 95.1 101.59 88.6 6.477 6.81
45 101.0 105.56 96.4 4.576 4.53
60 104.5 109.01 100.0 4.496 4.30

Tabla 30. Resultados del perfil de disolucién del producto de prueba (Lote B).
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Grafico 10. Perfil de disolucion de los 12 vasos del producto de prueba (Lote B).
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Grafico 11. Perfil de disolucion promedio de los 12 vasos del producto de prueba (Lote
B).
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5.5.4 Resumen del perfil de disolucién del producto de prueba (Lote C).

Tiempo Promedio X+DE X-DE DE %CV
(min)
0 0.0 0.00 0.0 0.000 0.00
10 63.5 68.56 58.4 5.071 7.99
15 76.9 82.16 71.7 5.252 6.83
20 86.9 92.34 81.5 5.411 6.23
30 97.5 102.97 92.0 5.468 5.61
45 103.8 108.58 99.0 4.771 4.60
60 105.8 109.54 102.0 3.759 3.55

% Disuelto

Tabla 31. Resultados del perfil de disolucién del producto de prueba (Lote C).
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Grafico 12. Perfil de disolucion de los 12 vasos del producto de prueba (Lote C).
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Grafico 13. Perfil de disolucion promedio de los 12 vasos del producto de

prueba (Lote C).

5.5.5 Resultados obtenidos a partir del calculo de F2.

En la tabla 32 podemos observar los resultados del calculo de F2, los cuales indican

que los lotes B y C son equivalentes con IMURAN® al obtener un F2 mayor a 50,

mientras que el lote A no es equivalente al estar por debajo de 50.

Este resultado se refleja en los graficos 14-16, donde el comportamiento del perfil del

Lote A se ve mas separado del de referencia, a comparacion de los Lotes By C.

Perfiles comparados F2 Dictamen
Lote A 34 No cumple
Lote B 71 Cumple
Lote C 75 Cumple

Tabla 32. Valores de F2 de los lotes A, B y C comparados con el producto de referencia

IMURAN®.
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Grafico 14. Comparacion de perfil del producto de referencia con el producto de prueba
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Grafico

(Lote A).
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15. Comparacién de perfil del producto de referencia con el producto de prueba

(Lote B).
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Grafico 16. Comparacion de perfil del producto de referencia con el producto de prueba
(Lote C).

5.6 PERFILES DE DISOLUCION PARA LOTES SOMETIDOS A ESTABILIDAD
ACELERADA.

5.6.1 Perfiles de disolucién del Lote B, después de ser sometido a

estabilidad acelerada 1 mes y 3 meses.

En las tablas 33 y 34, se muestra el promedio del % Dis de cada tiempo de muestreo y
% CV de las 6 unidades evaluadas del lote B, después de ser sometido a estudios de
estabilidad a 1 mes y 3 meses. En la columna de % CV podemos observar que todos
los productos cumplen el requisito de la NOM-177-SSA1-2013, que establece que el
% CV al primer tiempo de muestreo es menor o igual al 20 % y menor o igual al 10 %
en los tiempos subsecuentes, por lo cual es factible hacer el calculo de F2, comparado

con los resultados del perfil al tiempo cero.
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5.6.2 Resumen del perfil de disolucién (LOTE B) 1 mes.

Tiempo Promedio X+DE X-DE DE %CV
(min)
0 0.0 0.00 0.0 0.000 0.00
10 59.5 66.87 52.2 7.337 12.32
15 72.4 80.02 64.8 7.624 10.53
20 81.8 89.01 74.7 7.163 8.75
30 90.3 98.22 82.3 7.943 8.80
45 97.5 102.19 92.8 4.708 4.83
60 100.9 105.78 96.0 4.867 4.82

Tabla 33. Resumen del perfil de disolucién del producto de prueba (Lote B) sometidos

a estabilidad acelerada 1 mes obtenido a partir de 6 tabletas.

5.6.3 Resumen del perfil de disolucién (LOTE B) 3 meses.

Tiempo Promedio X+DE X-DE DE %CV

(min)
0 0.0 0.00 0.0 0.000 0.00
10 60.1 62.33 57.8 2.247 3.74
15 73.8 77.04 70.6 3.214 4.35
20 82.1 84.62 79.6 2.514 3.06
30 91.3 95.70 86.9 4.389 4.81
45 98.3 100.78 95.8 2477 2.52
60 99.5 101.51 97.5 1.987 2.00

Tabla 34. Resumen del perfil de disolucién del producto de prueba (Lote C) sometidos

a estabilidad acelerada 1 mes obtenido a partir de 6 tabletas.
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Tiempo Lote B Lote B Lote B
(min) to t1(1 mes) |t3 (3 meses)

0 0 0 0

10 63 59 60
15 77 73 74
20 87 83 82
30 98 92 91

45 104 100 98
60 106 104 100
F2 / 69 70

Tabla 35.- Calculo de F2, de los perfiles de disolucién sometidos a estabilidad del lote B.

Perfiles del Lote B
(sometido a estabilidad acelerada 1 y 3 meses)
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Grafico 17.- Perfiles del lote B, sometidos a estabilidad acelerada 1 mes y 3 meses.

Como se observa en la tabla 35, el valor obtenido de F2 del lote B es mayor a 50 al
primer y tercer mes, lo cual nos permite decir que este lote mantiene sus propiedades
de disolucion después de ser sometido a estudios de estabilidad acelerada. De igual
forma podemos observar en el grafico 17 que los perfiles mantienen una tendencia

similar.
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5.6.4 Perfiles de disolucion del Lote C sometidos a estabilidad acelerada

1mes y 3 meses

En las tablas 36 y 37, se muestra el promedio del % Dis de cada tiempo de muestreo y
% CV de las 6 unidades evaluadas del Lote C después de ser sometidos a estudios de
estabilidad por 1 mes y 3 meses. En la columna de % CV podemos observar que
todos los productos cumplen el requisito de la NOM-177-SSA1-2013, que establece
que el % CV en al primer tiempo de muestreo es menor o igual al 20 % y menor o igual
al 10 % en los tiempos subsecuentes, para que proceda el calculo de F2 comparado

consigo mismo al tiempo cero.

5.6.5 Resumen del perfil de disolucion (LOTE C) 1 mes.

Tiempo Promedio X+DE X-DE DE %CV
(min)
0 0.0 0.00 0.0 0.000 0.00
10 58.7 62.90 54.5 4.194 7.14
15 73.4 79.86 66.9 6.493 8.85
20 83.1 88.57 77.6 5.484 6.60
30 92.4 97.17 87.6 4.811 5.21
45 100.3 105.60 95.0 5.280 5.26
60 104.0 110.45 97.5 6.457 6.21

Tabla 36. Resultados del perfil de disolucién del producto de prueba (Lote B) sometidos

a estabilidad acelerada 3 meses.
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5.6.6 Resumen del perfil de disolucién (LOTE C) 3 meses.

Tiempo Promedio X+DE X-DE DE %CV
(min)
0 0.0 0.00 0.0 0.000 0.00
10 58.6 61.99 55.2 3.399 5.80
15 71.8 75.76 67.9 3.934 5.48
20 81.1 86.24 75.9 5.158 6.36
30 89.5 94.30 84.6 4.834 5.40
45 96.3 100.09 92.5 3.814 3.96
60 98.4 102.09 94.7 3.681 3.74

Tabla 37. Resultados del perfil de disolucion del producto de prueba (Lote C) sometidos

a estabilidad acelerada 3 meses.

Tiempo Lote C Lote C Lote C
(min) to t1 (1 mes) |t3 (3 meses)

0 0 0 0

10 62 60 60
15 76 72 74
20 85 82 82
30 94 90 91

45 101 97 98
60 104 101 100
F2 / 76 81

Tabla 38.- Calculo de F2, de los perfiles de disolucion sometidos a estabilidad

del lote B.
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Grafico 18.- Perfiles del lote B, sometidos a estabilidad acelerada 1mes y 3 meses.

Como se observa en la tabla 38t, el valor obtenido de F2 del lote C es mayor a 50 al
primer y tercer mes, lo cual nos permite decir que este lote mantiene sus propiedades
de disolucion después de ser sometido a estudios de estabilidad acelerada. De igual
forma podemos observar en el grafico 18, que los perfiles mantienen una tendencia

similar.
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6.0 CONCLUSIONES.

1)

4)

Se logro desarrollar y validar una metodologia analitica que cumpliera con los
requisitos establecidos en la NOM-177-SSA1-2013 para evaluar los perfiles de
disolucién de tabletas de 50 mg de Azatioprina.

Se logré evaluar mediante perfiles de disolucién y calculo de F2, que los lotes
(B y C) de tabletas de Azatioprina 50 mg elaboradas por el LABORATORIO X,
han sido formuladas de tal forma que son equivalentes con el producto de
referencia, sin embargo se detecta inconsistencia en el proceso de fabricacion de
las tabletas de Azatioprina 50 mg, ya que el lote A no cumple con el valor de F2
al tiempo cero; por tal motivo no fue sometido a pruebas de estabilidad
acelerada.

Se evalud por medio de perfiles de disoluciéon y calculo de F2, que los lotes (B 'y
C) conservan sus propiedades de disoluciéon después de ser sometidos a
pruebas de estabilidad acelerada a 1 y 3 meses.

Al realizar el control farmacéutico de: variacion de masa, valoracién y prueba de
disolucién del producto de referencia y los lotes A, B y C se observdé que
cumplen con los requisitos de acuerdo a la FEUM unicamente al tiempo cero,
estas pruebas ya no se realizaron a los lotes sometidos a estabilidad acelerada
por falta de recursos.
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7.0 ANEXOS.

Calculo del valor de aceptacion (VA).
Tabln 62992, Vanables para el ¢ilenlo del svalar dz acepinciim,

Y aoriahle Dhefinickin Comdiciones Valor
) Media de les comterncis individaales
X 1%y, %a,. .., %) expresndos como el
porcentaie de b cartidad declarads,

Contenido individual de lns umdades
= My, Rg, ... &y probados, expresado como el
porcentaje de la cantidad declarnda,
Tamaie de la muesire (nimere de
unidndes en unp muestrak
& Constanie de Aceplsblidad, Sl = 10, entonces £ = 2.4
30 r =30, entonees k = 2.0

5 - [.!: _x:li
(DE) Dasviacidn esiindar de la msesiza, DE = |£ nl-];

Coeficents de vanaaion (la detviaciin
Or eatandar de la muestrn expresada coma (100 51/ %
un porcenta)e de la medial

- P

M=k

& {caso 1) a aplicar ... 4 refevencia. 5985 % < F < 1015 %, entonces

cuando T 5 10157 (VA = ks)
.= ) M =035
51 X < 9ES B, entonces (VA = 905 — § + ks)
- M = 101.5 %
- B Si ¥ = 1005 %), entonces (VA = — 1015 + ks)
A {raga 2 g aplicar . . M=F
cuando T > 1015 Valor de referencia. Bi985% = 8 = 7, entonces (VA = ks)
e M =935 %
o Si T 955 Yy, entonces (VA = 08,5~ § + ks)
. W=T1%
51 =T, enionces (VA =8 —T+ks)
Formula general:
[M = E]+ ks
Valor de .
s (Los céleulos especafi-
oceplacion (VA} cados anieTiormente son
para Lo distinios casas).
L1 = 150 0 menes que se
i Wddximeo valor de aceplacion especifique algo diferente
pertitido en porceitje. en la monogralia
individual -
En el lada del valor menor, ningin
Mixime intervalo penmitido pars la Eu{:mm:rd:?m :: mﬂcﬁmcﬂﬁ: LI =250 & menos que
desviacion de cada anided de 4 S s especi fique algs
L2 desificaciin probada a partir del iﬁ_lﬂﬂ ::Edi:ﬂa;?-;':fmlf glgwgﬁgda diferente en la
valer calculade de M. - m manogmfis mshvidual.

sir mayor que [14 (31} (LL)] M (Esie
estd hasado en un valor de 13 de 25 0).

Widor deseado en el moinendo de b fabri-
catiin. Para o efectos de esia Farmacopea,
A menos U8 s especifique algo diferente en

r la ot prafis individual, Tes 106 % ¥ para
o efoctos de fabvicacion, T ez el vidor aug-
nado del fismsco, apretado por el fabnem-
b, o 2] moment de lo fabricacidn

Anexo 1.- Tabla para calculo del valor de aceptacion.
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Anexo 2. Cromatograma de la Sustancia de referencia de Azatioprina solucion stock.
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Anexo 3. Cromatograma del producto de referencia (IMURAN).
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508

Anexo 4. Cromatograma del producto de prueba 1 (Lote A).

"

Anexo 5. Cromatograma del producto de prueba 2 (Lote B).

3
b

Anexo 6. Cromatograma del producto de prueba 3 (Lote C).
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