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RESUMEN 

 

 En este internado se trabajó bajo el Programa de Fiscalización a la Calidad 

Biofarmacéutica que el Subdepartamento de Biofarmacia y Bioequivalencia de la Agencia 

Nacional de Medicamentos inició en el año 2013, con el fin de verificar con pruebas de 

laboratorio que aquellos productos que demostraron su equivalencia terapéutica 

mediante estudios in vitro mantienen dicha calidad en el tiempo. El objetivo de este 

estudio es evaluar la calidad biofarmacéutica de dos productos que contienen alprazolam 

en comprimidos de 0,5 mg, uno de los cuales corresponde al producto de referencia en 

Chile del Laboratorio A y el otro al producto equivalente terapéutico del Laboratorio B. 

Para ello, se determinó el perfil de solubilidad en función del pH de la materia prima activa 

alprazolam empleada por Laboratorio B y se realizó un estudio cinético de liberación-

disolución comparativo entre el producto de referencia y el producto equivalente 

terapéutico en medios de pH 1,2, 4,5 y 6,8, empleando una metodología analítica 

previamente validada para el análisis de las muestras. Dentro de los resultados obtenidos 

destaca la alta solubilidad que presentó la materia prima activa alprazolam y una muy 

rápida liberación-disolución en los tres medios establecidos tanto del producto de 

referencia como del producto equivalente terapéutico. De esta manera, se comprobó y 

corroboró el cumplimiento de los requisitos de solubilidad y disolución que permitieron la 

aprobación de bioexención en base al Sistema de Clasificación Biofarmacéutico del 

producto equivalente terapéutico de Laboratorio B. 
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ABSTRACT 

  

 A research work under the program of biopharmaceutical quality control was 

during this internship leaded by the Sub-department of Biopharmacy and Bioequivalence 

of the National Agency of Medicines started in 2013. The goal was verify by the use of 

laboratory testing products that demonstrated their therapeutic equivalence through in 

vitro studies maintain such quality over time. The objective of this study is to evaluate the 

biopharmaceutical quality of two products containing alprazolam in tablets of 0,5 mg, one 

of which corresponds to the reference product in Chile from A Laboratory and other 

therapeutic equivalent product from B Laboratory. The analysis were the determinations 

of the solubility profile in function of pH of alprazolam active raw material used by B 

Laboratory and to perform a comparative release-dissolution kinetic study between the 

reference product and equivalent therapeutic product in mediums of pH 1,2, 4,5 and 6,8, 

using an analytic methodology previously validated for the sample analysis. Results 

showed that high solubility presented by the alprazolam active raw material and a very 

fast release-dissolution in the three media established so much of the reference product 

as the therapeutic equivalent product. In this way, there was fulfillment with the 

compliance for the requirements of solubility and dissolution that allowed the approval of 

biowaivers based on the Biopharmaceutics Classification System of the reference product 

from B Laboratory. 
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1. INTRODUCCIÓN 

 

 El presente trabajo de internado pretende, como su nombre lo indica, evaluar la 

calidad biofarmacéutica de los productos comparador y equivalente terapéutico que 

contienen alprazolam en formas farmacéuticas sólidas orales de liberación convencional, 

mediante la determinación de perfiles de solubilidad de la materia prima activa y la 

realización de un estudio cinético de liberación-disolución comparativo, con el fin de 

efectuar un seguimiento a la equivalencia terapéutica (bioequivalencia) demostrada 

anteriormente por los titulares de los respectivos registros sanitarios.  

 Los medicamentos juegan un rol fundamental en la salud de las personas, por lo 

que su calidad y seguridad debe estar demostrada. Es por ello, que el Ministerio de Salud 

y el Instituto de Salud Pública de Chile (ISP), en un trabajo conjunto, efectuaron 

modificaciones al reglamento del Sistema Nacional de Control de Productos 

Farmacéuticos, con el objetivo de avanzar en el tema relacionado a la equivalencia 

terapéutica de productos farmacéuticos1. Además, para complementar lo anterior, la 

Unidad de Biofarmacia del Departamento de Control Nacional del ISP (actualmente 

Subdepartamento de Biofarmacia y Bioequivalencia), elaboró la “Norma que define los 

criterios para establecer equivalencia terapéutica en productos farmacéuticos en Chile”, la 

cual fue editada por el Ministerio de Salud y publicada en el diario oficial junto con la 

“Norma que determina los principios activos contenidos en productos farmacéuticos que 

deben demostrar su equivalencia terapéutica y la lista de productos farmacéuticos que 

sirven de referencia de los mismos”, dando inicio a la implementación de la actual 

exigencia de demostración de equivalencia terapéutica2-3. 

 Esta Norma señala que dos productos farmacéuticos son equivalentes terapéuticos 

si son equivalentes farmacéuticos (mismo principio activo, misma cantidad, idéntica forma 

farmacéutica y administrados por la misma vía) rotulados  y manufacturados bajo normas 

actualizadas de buenas prácticas de manufactura (GMP), y si han demostrado, a través de 
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estudios apropiados, que sus efectos, respecto a eficacia y seguridad, son los mismos, 

luego de ser administrados al hombre en la misma dosis molar2. Sin embargo, la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) ha ampliado esta consideración a productos que 

son alternativas farmacéuticas4. De esta manera, demostrar la equivalencia terapéutica de 

un producto farmacéutico similar con un producto de referencia oficial o comparador, 

permite asegurar la intercambiabilidad entre ambos, con el fin de que el Estado pueda 

garantizar el acceso y disponibilidad a medicamentos eficaces y seguros a la población5. 

 Los productos farmacéuticos similares o genéricos corresponden a medicamentos 

que son equivalentes farmacéuticos respecto al producto de referencia o comparador, 

que pueden ser o no equivalentes terapéuticos y si se decide que sean intercambiables 

deben demostrar su equivalencia terapéutica y cumplir con los mismos estándares de 

calidad, eficacia y seguridad que el producto de referencia. En cambio, el producto 

farmacéutico de referencia o comparador es un producto determinado por la autoridad 

sanitaria respecto del cual se compara otro que requiere evaluación de su equivalencia 

terapéutica y generalmente corresponde a un medicamento innovador (primer producto 

farmacéutico con autorización de comercialización, en base a la documentación de 

calidad, eficacia y seguridad)2-3-6. 

 La equivalencia terapéutica entre productos farmacéuticos se puede establecer a 

través de Estudios Farmacodinámicos, Estudios Clínicos, Estudios de Biodisponibilidad 

Comparativo (Estudios de Bioequivalencia in vivo) y Estudios de Liberación-Disolución in 

vitro, siendo los Estudios de Bioequivalencia in vivo y los Estudios in vitro, los más 

utilizados en la actualidad7. 

 El Estudio de Bioequivalencia in vivo consiste en comparar la cantidad y velocidad 

con que el fármaco de un producto de referencia y el de un producto en estudio (genérico 

o similar) llegan a la circulación sanguínea. De esta manera, como se asume que iguales 

perfiles plasmáticos producirán equivalentes efectos terapéuticos, si se demuestra que el 

fármaco en estudio presenta el mismo perfil de concentración sanguínea que el fármaco 

de referencia, la evidencia de eficacia clínica y seguridad del producto farmacéutico de 
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referencia se aplica al producto farmacéutico en estudio8. Aunque este estudio ha sido el 

estándar aceptado internacionalmente para demostrar la seguridad y eficacia de los 

medicamentos, en ciertos casos se puede solicitar bioexención de estudios de 

bioequivalencia, es decir, eximición de la obligación de presentar estudios de 

biodisponibilidad comparativo para el establecimiento de la equivalencia terapéutica, la 

cual puede demostrarse mediante estudios in vitro (estudio Cinético de Liberación-

Disolución comparativo) entre el producto en estudio y el producto de referencia2. Uno de 

los casos en que es posible aplicar esta consideración, corresponde a formas 

farmacéuticas sólidas orales de liberación inmediata (FFSO-LI) en base al Sistema de 

Clasificación Biofarmacéutico (SCB)9. 

 El SCB es un marco científico utilizado para clasificar a los principios activos en base 

a su solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal, que al ser combinado con la cinética de 

liberación-disolución del producto farmacéutico, toma en consideración tres factores 

principales que gobiernan la velocidad y el grado de absorción del fármaco a partir de la 

FFSO-LI: disolución, solubilidad y permeabilidad intestinal. El verdadero sentido de esta 

clasificación es que la disolución de la forma farmacéutica depende considerablemente de 

la solubilidad del principio activo y que la absorción en el tracto gastrointestinal depende 

de las propiedades de permeabilidad del principio activo10-11. Según el SCB, los principios 

activos se clasifican de la siguiente manera: 

 
Tabla 1. Sistema de Clasificación Biofarmacéutico 

Clase Solubilidad Permeabilidad 

1 Alta Alta 

2 Baja Alta 

3 Alta Baja 

4 Baja Baja 
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 Por lo tanto, si la FFSO-LI presenta una rápida o muy rápida liberación-disolución y 

el principio activo pertenece a la Clase 1 del SCB, se puede solicitar bioexención de 

Estudios de Bioequivalencia in vivo para el establecimiento de equivalencia terapéutica 

entre el producto farmacéutico en estudio y el producto farmacéutico de referencia. En el 

año 2006, la OMS extendió la bioexención a los productos formulados con principios 

activos de la Clase 2 y 3, los cuales deben cumplir con ciertos criterios durante la 

evaluación7. 

 Sin embargo, la bioexención de una FFSO-LI en base al SCB no solo considera lo 

mencionado anteriormente, sino que también se debe tener en cuenta otras 

consideraciones adicionales, como los excipientes utilizados en el producto en estudio, los 

cuales no deben afectar la velocidad y magnitud de la absorción y la cantidad de 

excipientes en la FFSO-LI deberá corresponder a la función prevista; fármacos con un 

amplio margen terapéutico; estabilidad gastrointestinal del principio activo, en el cual una 

degradación mayor al 5% del fármaco podría sugerir una posible inestabilidad; y 

formulaciones no diseñadas para ser absorbidas en la cavidad oral7-12. 

 Para que un principio activo se considere altamente soluble, es necesario que la 

mayor concentración posológica del producto de liberación inmediata objeto de una 

solicitud de bioexención, sea soluble en 250 mL o menos, en un medio acuoso, a 37°C y 

con valores de pH comprendidos entre 1 - 6,84-7.  

 Un tema relevante al momento de determinar la solubilidad de los principios 

activos es el polimorfismo, que es la existencia de una sustancia química en dos o más 

formas cristalinas, ya sea como polimorfos, solvatos y formas amorfas. Estas formas 

cristalinas presentan diferentes propiedades físicas y químicas y, como consecuencia, 

diferencias en sus propiedades biofarmacéuticas. Por lo tanto, además de determinar la 

solubilidad de un principio activo utilizado en la elaboración de un medicamento 

candidato a bioexención, se deben realizar controles adecuados que permitan caracterizar 

completamente la materia prima empleada en su fabricación, mediante la determinación 
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del tamaño de partícula, el hábito cristalino (morfología de las partícula) y los posibles 

polimorfos7-13,. 

 Por otra parte y, ante la ausencia de evidencia que sugiera inestabilidad en el 

sistema gastrointestinal, se considera que un principio activo es altamente permeable 

cuando se establece que la fracción absorbida de la dosis administrada en seres humanos 

es del 90% o más, basándose en una determinación de balance de masa o en la 

comparación con una dosis de referencia intravenosa7-9. 

 En cuanto a la disolución de una FFSO-LI, se considera que es de muy rápida 

liberación-disolución cuando no menos del 85% de la dosis del principio activo se disuelve 

a los 15 minutos o menos, empleando el Aparato I USP (canastillo) a 100 rpm o el Aparato 

II USP (paleta) a 75 rpm, en un volumen de 900 mL o menos y en cada uno de los 

siguientes medios: solución ácido clorhídrico (HCl) 0,1 N pH 1,2; solución amortiguadora 

de acetato pH 4,5; y solución amortiguadora de fosfato pH 6,8. Y se considera que es de 

rápida liberación-disolución, cuando no menos del 85% de la dosis del principio activo se 

disuelve dentro de 30 minutos4-7. 

 Para comparar el producto en estudio con el producto de referencia, se debe 

confrontar los perfiles cinéticos de liberación-disolución mediante un método 

independiente, denominado factor de similitud (f2), según la siguiente fórmula4-7-9: 

 

         {[  
 

 
 ∑(     )

 

 

   

]

    

    } 

 

Donde, f2 es el factor de similitud, log es el logaritmo en base 10, n es el número de 

tiempos de muestreo, Rt es el porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del producto 

de referencia y Tt es el porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del producto en 

estudio. f2 es una manera sencilla de comparar los perfiles de disolución y corresponde a 

una medida de la semejanza en el porcentaje (%) de disolución entre dos curvas. De esta 
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manera, dos perfiles se consideran similares cuando el valor f2 es igual o mayor a 50, 

debido a que refleja la equivalencia de las dos curvas y, por lo tanto, la bioequivalencia 

entre los productos. Para permitir el uso de datos promedio, el coeficiente de variación 

porcentual (%CV) no deberá ser más del 20% para los puntos antes del 85% de la cantidad 

declarada disuelta y no más del 10% para los puntos posteriores al 85% de la cantidad 

declarada disuelta. Es importante destacar, que si el producto de referencia y el producto 

en estudio se disuelven en un 85% o más de la cantidad declarada a los 15 minutos o 

menos, utilizando los tres medios de disolución descritos, no es necesaria la comparación 

con una prueba f2
4-7-9. 

  Para llevar a cabo el procedimiento descrito anteriormente, se requiere de una 

previa validación de la metodología analítica, con el fin de establecer experimentalmente 

que el método seleccionado cumple con los requisitos para las aplicaciones analíticas 

previstas, mediante la evaluación de características de desempeño, tales como exactitud, 

precisión (repetibilidad y precisión intermedia), selectividad, límite de detección, límite de 

cuantificación, linealidad, rango y robustez14. La validación de procedimientos analíticos 

puede involucrar algunas o todas las características de desempeño recién mencionadas y 

según la International Conference on Harmonisation (ICH) se categorizan por el tipo de 

método analítico (ver tabla 2)15. 

  En la actualidad, existen más de 300 productos farmacéuticos bioequivalentes, 

dentro de los cuales varios de ellos se establecieron mediante bioexención16. Para ellos, 

surgió la iniciativa por parte de la autoridad sanitaria (ANAMED) de crear un “Programa de 

Fiscalización de la Calidad Biofarmacéutica de Productos Certificados como 

Bioequivalentes”, a cargo del Subdepartamento de Biofarmacia y Bioequivalencia, cuyo 

propósito es disponer de un plan de fiscalización que permita verificar el desempeño de 

los productos farmacéuticos que demostraron equivalencia terapéutica mediante estudio 

in vitro y, cuando sea procedente, tomar medidas regulatorias. 

 Uno de los productos farmacéuticos que demostró su equivalencia terapéutica 

mediante un estudio in vitro corresponde a una formulación en comprimidos que contiene 



7 
 

alprazolam 0,5 mg de Laboratorio B, cuya bioexención fue aprobada por la autoridad 

sanitaria en base al SCB. El producto de referencia en este caso es una formulación en 

comprimidos que contiene alprazolam 0,5 mg de Laboratorios A y el principio activo de 

ambos productos farmacéuticos (alprazolam) forma parte de la lista de los 39 principios 

activos que pueden optar a bioexención3.  

 
Tabla 2. Características de desempeño según el tipo de procedimiento analítico 

Característica de desempeño Identificación 

Ensayo 

- Disolución (solamente medición) 

- Contenido/ Potencia 

Exactitud - + 

Precisión (Repetibilidad) - + 

Precisión (Precisión Intermedia) -   +* 

Selectividad** + + 

Límite de Detección - - 

Límite de Cuantificación - - 

Linealidad - + 

Rango - + 

+ Significa que esta característica analítica es normalmente evaluada 
- Significa que esta característica no es normalmente evaluada 
* En los casos en los que se realiza la reproducibilidad no es necesario realizar la precisión intermedia. 
** La falta de selectividad de un procedimiento analítico puede ser compensada por otros procedimientos. 
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 Alprazolam es un depresor del Sistema Nervioso Central, que pertenece al grupo 

farmacológico denominado benzodiazepinas y dentro del mismo se clasifica como una 

triazolobenzodiazepina de acción intermedia utilizada en el tratamiento de estados de 

ansiedad, ataques de pánico, depresión y agorafobia18-19. Posee propiedades ansiolíticas, 

sedantes, hipnóticas, anticonvulsivantes y miorrelajantes y su acción está mediada a 

través del neurotransmisor inhibitorio del Sistema Nervioso Central, ácido gamma-

aminobutírico (GABA). Alprazolam se une específicamente al lugar regulador del receptor 

de GABA (receptor GABAA), distinto del lugar de unión del neurotransmisor, produciendo 

una modulación alostérica del receptor y, como resultado, un aumento de la afinidad de 

GABA por su receptor y frecuencia de apertura del canal de cloro, sin modificar la 

conductancia del mismo ni el tiempo de apertura del canal*, 20-21. Además, presenta 

propiedades antidepresivas independientes, ya que su estructura (triazolobenzodiazepina) 

se parece a la de los antidepresivos tricíclicos por el anillo triazol agregado22.  

 En cuanto a su farmacocinética, más del 90% de alprazolam es absorbido después 

de su administración por vía oral, alcanzando un nivel plasmático máximo en el curso de 1 

a 2 horas. Cerca del 80% de la dosis de alprazolam se une a proteínas plasmáticas. Se 

metaboliza en el hígado, en el cual los metabolitos predominantes corresponden a alfa-

                                                           
 
*
El receptor GABAA se encuentra asociado a un canal de cloruro y al unirse el neurotransmisor inhibitorio 

GABA se produce una apertura de dicho canal y la entrada de cloruro a la célula. Luego se genera una 
hiperpolarización de la neurona y, como consecuencia, la célula es menos susceptible a los estímulos 
activadores, produciendo inhibición neuronal

21
. 

Figura 1. Estructura química de alprazolam17 
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hidroxi-alprazolam y una benzofenona (metabolito inactivo). La vida media de alprazolam 

es de 12 a 15 horas y es eliminado al igual que sus metabolitos principalmente por la 

orina23-24. 

 Por otra parte, alprazolam es una sustancia liposoluble, de carácter básico y en 

condiciones de estrés forzado se observa una fotodegradación25-26. Cabe mencionar, que 

alprazolam sufre una hidrólisis en medio ácido, mediante una reacción reversible de 

apertura del anillo benzodiazepínico, formando un compuesto derivado de benzofenona 

(ver figura 2). De esta manera, a pH menor a 2 se encuentra alrededor de un 90% del total 

de alprazolam en su forma hidrolizada,  la cual se revierte totalmente con un pH mayor a 

5,527-28.  

 

Figura 2. Apertura de anillo de alprazolam28 

 
 

 A continuación, se presenta una tabla que indica el nombre químico, fórmula 

molecular y propiedades físicas y químicas del principio activo alprazolam según la 

literatura científica.  
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Tabla 3. Características y propiedades del principio activo alprazolam 

Nombre Químico 8-Cloro-1-metil-6-fenil-4H-s-triazolo[4,3-α][1,4]benzodiazepina14 

Fórmula Molecular C17H13CIN4
14 

Carácter básico o 

ácido  
Base Débil29 

Peso Molecular  308,76 g/mol14 

pKa experimental 3,5030 

pKa teórico 2,429 

logP 4,23031 

clogP 2,20531 

Solubilidad 
0,1 mg/mL cercano a pH 5,0 y a 25°C30. 
0,01 mg/mL; solubilidad intrínseca según Tsrlink31. 
40 mg/L, a pH 7; 12 mg/mL, a pH 1,2; según Drugbank17.   

 
 

Metoprolol es un fármaco clasificado como de alta permeabilidad, ya que el 95% 

de la dosis administrada por vía oral se absorbe desde el tracto gastrointestinal y, según la 

Administración Federal de los Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA), se puede 

emplear como patrón de referencia para determinar la permeabilidad de otros principios 

activos. De esta manera, fármacos con valores de logP y clogP mayores que los de 

metoprolol son considerados como de alta permeabilidad9-32. 

 Los valores informados en la tabla 3 de logP y clogP para el principio activo 

alprazolam son superiores a los valores informados de metoprolol (logP 1,720; clogP 

1,48631). Por lo tanto se puede estimar que el principio activo alprazolam presenta una 

alta permeabilidad pasiva y puede clasificarse, provisionalmente, como un fármaco de alta 

permeabilidad.  

 En el año 2010 Laboratorio B realizó un estudio biofarmacéutico in vitro, con el 

propósito de optar a bioexención de un estudio de bioequivalencia para el producto 

farmacéutico que contiene alprazolam en comprimidos de 0,5 mg (producto en estudio) 
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en base al SCB. De esta manera, Laboratorio B efectuó un estudio de solubilidad de la 

materia prima activa empleada en la elaboración del producto recién mencionado y un 

estudio cinético de liberación-disolución comparativo entre el producto de referencia (a 

base de alprazolam en comprimidos de 0,5 mg) de Laboratorio A y el producto en estudio. 

 Los resultados informados por Laboratorio B permitieron clasificar a la materia 

prima activa analizada como de alta solubilidad y, según lo mencionado anteriormente 

respecto a la permeabilidad de alprazolam comparada con la de metoprolol, fue posible 

clasificar el principio activo alprazolam como de alta permeabilidad. En cuanto a los 

resultados informados por Laboratorio B respecto a las cinéticas de liberación-disolución 

en los tres medios establecidos, tanto el producto de referencia como el producto en 

estudio presentaron una muy rápida liberación-disolución, ya que ambos productos 

farmacéuticos lograron disolverse en un porcentaje igual o superior al 85% en un tiempo 

de 15 minutos. De esta manera, se pudo determinar que el producto en estudio de 

Laboratorio B puede optar a la bioexención y se pudo otorgar la condición de producto 

equivalente terapéutico respecto al producto de referencia de Laboratorio A. 

 En base a todo lo mencionado anteriormente, es que este internado forma parte 

del programa de fiscalización, con el propósito de realizar un seguimiento a la calidad 

biofarmacéutica de los productos recién nombrados, efectuando un estudio comparativo 

de cinéticas de liberación-disolución a diferentes valores de pH (pH 1,2 – 4,5 – 6,8) entre 

el producto de referencia de Laboratorio A y el producto certificado como bioequivalente 

de Laboratorio B y de esta manera comprobar si presentan una muy rápida liberación-

disolución in vitro en todo el rango de pH gastrointestinal; y verificando que la materia 

prima activa (alprazolam) que se utiliza para la elaboración de ambos productos es de alta 

solubilidad de acuerdo al SCB, ya que es posible encontrar diferencias en cuanto a la 

solubilidad de una misma materia prima que es elaborada por distintos fabricantes.   
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2. OBJETIVOS 

 

2.1. OBJETIVO GENERAL 
 

 Evaluar la calidad biofarmacéutica del producto de referencia de Laboratorio A y 

del producto equivalente terapéutico de Laboratorio B, mediante la determinación de 

perfiles de solubilidad de la materia prima activa alprazolam y determinación de perfiles 

de disolución comparativos entre ambos productos farmacéuticos, en todo el rango de pH 

gastrointestinal, de acuerdo a la normativa de bioequivalencia nacional.  

 

2.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
 

 Adquirir competencias y experiencia en técnicas de laboratorio analítico, 

específicamente en el manejo de equipos como cromatógrafo líquido de alta 

resolución (HPLC), disolutor y equipo de titulación potenciométrica para perfiles de 

solubilidad. 

  

 Verificar la alta solubilidad de la materia prima activa alprazolam utilizada por 

Laboratorio A y Laboratorio B, mediante la determinación de perfiles de solubilidad en 

función del pH a 37°C, utilizando el equipo semiautomático Gemini Profiler. 

 

 Validar la metodología analítica para el estudio cinético de liberación-disolución 

comparativo de formas farmacéuticas que contengan el principio activo alprazolam, 

mediante cromatografía líquida de alta resolución, para demostrar 

experimentalmente que el método es apto para las aplicaciones analíticas propuestas 

al entregar resultados confiables y reproducibles. 
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 Comprobar la característica de liberación-disolución muy rápida tanto del producto de 

referencia de Laboratorio A como del producto certificado como bioequivalente de 

Laboratorio B, mediante un estudio cinético de liberación-disolución comparativo 

entre ambos productos farmacéuticos empleando tres medios de disolución, con tal 

de abarcar el pH gastrointestinal (1,2 - 6,8). 
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3. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1. MATERIALES 

3.1.1. SOLUBILIDAD 

3.1.1.1. Materiales para ensayo de solubilidad 

 Viales de vidrio 16 mm y 24 mm de diámetro 

 Adaptador para vial de 16 mm  

 Agitadores magnéticos 

 Vasos precipitados para descarte de soluciones 

 
3.1.1.2. Reactivos, Estándares y Muestras 

 Materia prima activa alprazolam Laboratorio B. Lote 80000912009 

 Cloruro de Potasio Merck  

 Ftalato Ácido de Potasio Merck 

 Solución estandarizada Ácido Clorhídrico 0,5 M Winkler 

 Solución estandarizada Hidróxido de Potasio 0,5 M Winkler 

 Solución Buffer pH 7,00 Merck  

 Agua Purificada  

  
3.1.1.3. Equipos e Instrumentos 

 Equipo de Solubilidad pION Gemini Profiler® 

 Software pD. Versión 3.2.0.5 (Análisis de muestra) 

 Software pS. Versión 3.2.0.2 (Análisis de datos) 

 Baño termorregulado con recirculación externa, Jeio Tech, Lab Companion.  

Modelo CW–05G  

 Balanza Analítica Sartorius. Modelo CP225D 

 Ultrasonido Branson. Modelo 8510 

 Purificador de Agua Millipore. Modelo Synergy UV 
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3.1.2. VALIDACIÓN DE METODOLOGÍA ANALÍTICA   

3.1.2.1. Materiales 

 Matraces volumétricos  

 Matraces volumétricos ámbar 

 Matraz Kitasato o de filtración 

 Embudos de vidrio 

 Pipetas volumétricas 

 Pipetas graduadas 

 Probetas  

 Vasos precipitados 

 Agitadores magnéticos 

 Viales de 1,5 mL 

 Filtro GVWP Millipore 0,22 µm 

 Filtro HA Millipore 0,45 µm  

 Jeringas de vidrio  

 Columna Kromasil C8, 250 mm x 4,6 mm, 5 µm 

 Columna Xterra® RP18, 150 mm x 3,9 mm, 5 µm 

 
3.1.2.2. Reactivos, Estándares y Muestras 

 Materia prima activa alprazolam Laboratorio B. Lote 80000912009 

 Estándar de Referencia USP alprazolam. Lote O0G356  

 Comprimidos 0,5 mg producto de referencia Laboratorio A. Lote C120324 

 Comprimidos 0,5 mg producto bioequivalente Laboratorio B. Lote 1C50 

 Acetato de Sodio Merck 

 Ácido Acético Glacial 100% Merck 

 Ácido Bórico Riedel-De Haen 

 Ácido Clorhídrico Fumante 37% J.T.Baker 

 Ácido Fosfórico 85% Merck 
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 Cloruro de Potasio Merck 

 Fosfato Monobásico de Amonio Merck 

 Fosfato Monobásico de Potasio Merck 

 Hidróxido de Sodio Merck 

 Acetonitrilo grado HPLC J.T.Baker 

 Metanol grado HPLC J.T.Baker 

 Agua Purificada 

 
3.1.2.3. Equipos e Instrumentos 

 HPLC Shimadzu Prominence con arreglo de diodos. Modelo 20A 

 Software LCsolution 

 Balanza Analítica Sartorius. Modelo CP225D 

 Balanza Analítica Sartorius. Modelo ED224S 

 Peachímetro Fisher Scientific. Modelo Accumet 15 

 Agitador de matraces con control de temperatura Heidolph. Modelo Promax 2020 

 Ultrasonido Branson. Modelo 8510 

 Purificador de Agua Millipore. Modelo Synergy UV 

 Sistema de Filtración al vacío Millipore 

 Bomba de vacío Welch. Modelo 2037 

 

3.1.3. ESTUDIO CINÉTICO DE LIBERACIÓN-DISOLUCIÓN COMPARATIVO 

3.1.3.1. Materiales 

 Micropipeta de 5 mL Eppendorf 

 Matraces volumétricos  

 Matraces volumétricos ámbar 

 Matraz Kitasato o de filtración 

 Embudos de vidrio 

 Pipetas volumétricas 
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 Pipetas graduadas 

 Probetas  

 Tubos de ensayo 

 Vasos precipitados 

 Balón de fondo plano de 10 litros 

 Agitadores magnéticos 

 Viales de 1,5 mL 

 Filtro GVWP Millipore 0,22 µm 

 Filtro HA Millipore 0,45 µm 

 Jeringas de vidrio  

 Jeringas de plástico esterilizadas  

 Columna Xterra® RP18, 150 mm x 3,9 mm, 5 µm 

 
3.1.3.2. Reactivos, Estándares y Muestras 

 Materia prima activa alprazolam Laboratorio B. Lote 80000912009 

 Comprimidos 0,5 mg producto de referencia Laboratorio A. Lote C120324 

 Comprimidos 0,5 mg producto bioequivalente Laboratorio B. Lote 1C50 

 Acetato de Sodio Merck 

 Ácido Acético Glacial 100% Merck 

 Ácido Bórico Riedel-De Haen 

 Ácido Clorhídrico Fumante 37% J.T.Baker 

 Ácido Fosfórico 37% Merck 

 Cloruro de Potasio Merck 

 Fosfato Monobásico de Amonio Merck 

 Fosfato Monobásico de Potasio Merck 

 Hidróxido de Sodio Merck 

 Acetonitrilo grado HPLC J.T.Baker 

 Metanol grado HPLC J.T.Baker 
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 Agua Purificada 

 
3.1.3.3. Equipos e Instrumentos 

 HPLC Shimadzu Prominence con arreglo de diodos. Modelo 20A 

 Software LCsolution 

 Aparato de disolución USP Nº2, Paleta, Erweka. Modelo DT-700 

 Balanza Analítica Sartorius. Modelo CP225D 

 Balanza Analítica Sartorius. Modelo ED224S 

 Peachímetro Fisher Scientific. Modelo Accumet 15 

 Agitador de matraces con control de temperatura Heidolph. Modelo Promax 2020 

 Ultrasonido Branson. Modelo 8510 

 Purificador de Agua Millipore. Modelo Synergy UV 

 Sistema de Filtración al vacío Millipore 

 Bomba de vacío Welch. Modelo 2037 

 Termómetro digital con vástago acero inoxidable VWR 

 Cronómetro digital Thomas Cientific 

 

3.2. METODOLOGÍA 

 El desarrollo de la metodología utilizada para fiscalizar la calidad biofarmacéutica 

de los productos comparador y equivalente terapéutico que contienen alprazolam, se 

basó en las recomendaciones entregadas por el Instituto de Salud Pública de Chile a través 

de la Guía Técnica G-BIOF 02 denominada “Bioexención de los estudios de 

Biodisponibilidad/Bioequivalencia para establecer Equivalencia Terapéuticas de Formas 

Farmacéuticas Sólidas Orales” y en guías desarrolladas por organizaciones normativos-

reguladores y recomendaciones para realización de los estudios de Equivalencia 

Terapéutica, como la OMS, FDA y Agencia Europea de Medicamentos (EMA). 
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3.2.1. SOLUBILIDAD  

 Se determinó el perfil de solubilidad en función del pH de la materia prima activa 

alprazolam, en un medio acuoso a 37°C y en un rango de pH comprendido entre 1,2 – 6,8. 

Además, esta determinación se llevo a cabo por triplicado y se establecieron condiciones 

de pH suficientes para definir con precisión el perfil de solubilidad7. 

 Se estableció su clasificación de solubilidad, determinando si es de alta o baja 

solubilidad. De esta manera, si la mayor dosis es soluble en un volumen de 250 mL o 

menos de medio acuoso, en un rango de pH comprendido entre 1,2 – 6,8 a 37°C, el 

principio activo se clasifica como de alta solubilidad4-7.  

 Las muestras a analizar en un principio eran dos: materia prima activa alprazolam 

utilizada en la fabricación del producto equivalente terapéutico comprimidos 0,5 mg de 

Laboratorio B y materia prima activa alprazolam utilizada en la fabricación del producto de 

referencia comprimidos 0,5 mg Laboratorio A. Sin embargo, no fue posible realizar el 

estudio de solubilidad a esta última, ya que no estaba disponible para su análisis.  

 
3.2.1.1. Método 

 Mediante el método potenciométrico, se estableció el pKa experimental y 

solubilidad intrínseca de la materia prima activa alprazolam, empleando el equipo 

medidor de solubilidad y pKa, pION Gemini Profiler, a una temperatura de 37 ± 0,5°C, 

siendo la solubilidad intrínseca, la solubilidad en equilibrio de principios activos ionizables, 

medido a un pH en el cual el fármaco está completamente desionizado o en su forma 

neutra33. Este equipo, cuyo procedimiento de ensayo corresponde a una titulación 

potenciométrica semiautomática, permite realizar tres tipos de análisis, pKa, solubilidad y 

logP, utilizando un pequeño tamaño de muestra, consumo de reactivos reducido, y 

efectuando tres titulaciones por muestra, en un rango aproximado de pH de 1,8 - 12,2. 

Además, los análisis son evaluados estadísticamente mediante un patrón de ajuste 

denominado “Goodness of fit” (GOF), el cual permite resumir la diferencia existente entre 

valores experimentales y los de un modelo teórico34. 
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3.2.1.2. Búsqueda Bibliográfica 

 Para llevar a cabo este estudio, fue necesario realizar una búsqueda bibliográfica 

de las propiedades físicas y químicas del principio activo en estudio (alprazolam) cuya 

información se indica en la tabla 3.  

 
3.2.1.3. Preparación e Instalación de Soluciones  

 Se prepararon e instalaron en el equipo las siguientes soluciones: soluciones 

estandarizadas de ácido clorhídrico 0,5 M e hidróxido de potasio (KOH) 0,5 M como 

titulantes; solución de cloruro de potasio (KCl) 0,15 M como disolvente; y solución buffer 

pH 7, para calibrar el electrodo al inicio de una determinación34. 

 
3.2.1.4. Verificación del Equipo 

 Utilizando el Software pD, se procedió a verificar el equipo, mediante un control de 

calidad del electrodo (EQC) y un control de calidad del titulante (TQC). Ambos ensayos 

utilizan el patrón de ajuste GOF como método estadístico. De esta manera, se cumple la 

verificación del equipo, solo si el GOF es menor o igual a 2,0, tanto en EQC como en TQC, 

quedando el equipo operativo para realizar los análisis correspondientes (pKa, solubilidad, 

o logP)34. 

 
A. EQC 

 Corresponde a un ensayo que permite determinar la fuerza del HCl y la respuesta 

del electrodo al pH. Para llevar a cabo este procedimiento, se seleccionó desde el 

Software pD la opción “Start New Assay”, luego “ELECTRODE QC (E)” y se siguieron las 

instrucciones que el mismo programa señalaba. Se utilizó un vial de vidrio de 16 mm con 

su respectivo adaptador y barra de agitación, el cual se introdujo en la unidad de agitación 

mecánica y una vez colocado el electrodo dentro del vial de vidrio, se dio inicio al ensayo. 

Al finalizar, se obtuvo el factor de la solución de HCl 0,5 M, la concentración de carbonato, 

los parámetros del electrodo (α, kS, jH, jOH) y el ajuste GOF34. 
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B. TQC 

 Corresponde a un ensayo que permite evaluar el estado de la solución de hidróxido 

de potasio, utilizando como agente titulante ftalato ácido de potasio, cuyo peso es 

conocido (aproximadamente 45 mg). Para ello, se seleccionó desde el Software pD la 

opción “Star New Assay”, luego “Titrant QC (T)” y se siguieron las instrucciones que el 

mismo programa señalaba. El ftalato ácido de potasio se depositó en un vial de vidrio de 

16 mm, se agregó la barra de agitación y se colocó la muestra en el dispositivo de 

agitación magnética. A continuación, se introdujo el electrodo en el vial con la muestra y 

se dio inicio a la titulación. Una vez terminado el ensayo, se obtuvo el factor de la solución 

de hidróxido de potasio y el ajuste GOF correspondiente34. 

 
3.2.1.5. Determinación pKa experimental 

 Inicialmente se pesó 1,10 mg de materia prima en un vial de 16 mm, cantidad 

adecuada para no generar precipitación durante el ensayo y obtener un pKa real. 

Posteriormente, se depositó dentro del vial con la muestra el agitador magnético de barra 

y se accedió al software pD, en donde se ingresó la velocidad a utilizar (13 unidades 

relativas) y se efectuó una purga y calibración manual. A continuación, se seleccionó el 

tipo de ensayo (pKa) y medio (medio acuoso) y de manera automática el equipo solicitó el 

ingreso de información sobre la molécula en estudio y condiciones del ensayo para 

construir del modelo experimental (ver tabla 4)34.  

  En seguida, se abrió la llave de argón, el cual atrapa las moléculas de Dióxido de 

Carbono (CO2) del aire para evitar que éstas interfieran en el análisis y se colocó el vial con 

la muestra en el dispositivo de agitación magnética, comenzando así el ensayo de 

determinación de pKa, mediante 3 titulaciones potenciométricas. Concluido el ensayo, se 

accedió al software pS y se revisó cada titulación de forma independiente. De esta 

manera, se inspeccionó el modelo experimental creado, se adicionó carbonato para 

eliminar el CO2 restante de los reactivos  y se refinaron los factores implicados en el 

análisis (reconciliación, bases y constantes de ionización) para obtener el ajuste GOF 
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correspondiente. A continuación, se integraron los tres archivos resultantes de las tres 

titulaciones, obteniéndose un documento que indica el pKa experimental de Alprazolam 

con su respectivo ajuste GOF y la gráfica de Bjerrum proveniente de la integración34. 

 
Tabla 4. Determinación pKa: construcción modelo experimental 

Especie Base débil 

Fórmula del compuesto (base débil) B 

Equilibrios B + H+ = BH (Constante de acidez) 

Peso molecular 308,76 g/mol 

pKa estimado 3,50 

Peso de la muestra 0,0011 g  

Rango de titulación efectiva pH 1,8 – 9,0, titulado en dirección ácido a base 

Incremento de pH del electrodo 0,20 

Temperatura del ensayo 37 ± 0,5°C 

 
   
Criterios de Aceptación 

   El ajuste GOF no debe ser mayor a 1034. 

 
3.2.1.6. Determinación Solubilidad Intrínseca  

 Para determinar la solubilidad intrínseca del principio activo en estudio, fue 

necesario llevar la muestra de un estado precipitado a solubilizado. De esta manera, la 

cantidad pesada fue superior a la utilizada en el ensayo anterior (3,61 mg en un vial de 16 

mm) y la dirección de titulación fue de base a ácido, incluyendo en el rango de titulación el 

pH al cual se determinó el pKa. Esta dirección se determinó mediante un análisis del 

comportamiento de la molécula alprazolam, en donde al ser una molécula básica, en 

medio básico se presenta en su forma neutra, mientras que en medio ácido se presenta 

en su forma ionizada34. 
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 Una vez pesada la materia prima, se accedió al software pD, se ingresó la velocidad 

(13 unidades relativas) y se realizó una purga y calibración manual. A continuación, se 

ingresó el tipo de ensayo (solubilidad) y medio (medio acuoso) y del mismo modo que en 

el procedimiento anterior, el equipo de manera automática solicitó el ingreso de 

información sobre la molécula en estudio y condiciones del ensayo para construir el 

modelo experimental (ver tabla 5)34. 

  
Tabla 5. Determinación Solubilidad Intrínseca: construcción modelo experimental 

Especie  Base débil 

Fórmula del compuesto (base débil) B 

Equilibrios B + H+ = BH (Constante de acidez) 

B = B# (Solubilidad Intrínseca) 

Peso molecular 308,76 g/mol 

pKa experimental pKa obtenido en el ensayo anterior 

logP estimado (opcional) - 

Solubilidad intrínseca estimada 125 µg/mL 

Peso de la muestra 0,00361 g 

Rango de titulación efectiva pH 1,8 – 9,0, titulado en dirección base a ácido 

Incremento de pH del electrodo 0,25 

Temperatura del ensayo 37 ± 0,5°C 

 
 
 Luego, se abrió la llave de argón, se colocó el vial con la muestra en el dispositivo 

de agitación magnética y se dio inicio al ensayo de solubilidad, consistente en 3 

titulaciones potenciométricas. Al finalizar, se accedió al software pS, en donde se revisó el 

modelo creado, se adicionó carbonato y se refinaron los factores implicados en el análisis, 

obteniendo la solubilidad intrínseca de cada una de las titulaciones con su ajuste GOF 

correspondiente. En seguida, se integraron los tres archivos resultantes de las tres 
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titulaciones, obteniéndose un documento que indica la solubilidad intrínseca del principio 

activo alprazolam con su respectivo ajuste GOF y la gráfica de Bjerrum proveniente de la 

integración34. 

 
Criterio de Aceptación 

 El ajuste GOF no debe ser mayor a 1034. 

  
3.2.1.7. Perfil de Solubilidad y Determinación Solubilidad Mínima  

 El Software pS proporciona un gráfico de solubilidad (mg/mL) en función del pH y 

un archivo Excel por cada titulación efectuada, el cual contiene información respecto de la 

solubilidad medida a un determinado pH. De esta manera, empleando la información de 

las tres titulaciones, se elaboraron dos gráficas de perfiles de solubilidad (µg/mL) en 

función del pH. La primera gráfica elaborada consistió en señalar la solubilidad en todo el 

rango de pH analizado (9,0 – 1,8), mientras que la otra gráfica consistió en un perfil de 

solubilidad en función del pH empleando un rango solubilidad estrecho, cercano a la 

solubilidad intrínseca reportada, con el fin de apreciar el pH en el cual se determinó la 

solubilidad intrínseca de la materia prima. Además, se estableció el promedio de las tres 

solubilidades mínimas de la materia prima activa alprazolam en el rango de pH de interés 

fisiológico, vale decir, entre 1,2 – 6,8.  

 
3.2.1.8. Cálculo Número de Dosis 

 Se determinó la clasificación de solubilidad del principio activo, utilizando un 

parámetro denominado Número de Dosis (Do), que relaciona la dosis y cantidad de 

fármaco que se disuelve en 250 mL de medio acuoso, en un rango de pH comprendido 

entre 1,2 – 6,8 a 37°C. De esta manera, empleando la siguiente ecuación, se obtuvo el Do4-

10-35:  

 

   
    ⁄
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Donde, Do es el número de dosis, Mo es la dosis máxima (mg), Vo es el volumen de 

administración (mL) y So corresponde a la solubilidad mínima (mg/mL) en un rango de pH 

comprendido entre 1,2 – 6,8.    

 La dosis máxima empleada para determinar el Do fue de 1 mg, que corresponde a 

la mayor dosis de principio activo Alprazolam en FFSO-LI registrada en el país; y el 

volumen de administración utilizado fue de 250 mL36.  

 Una vez obtenido el Número de Dosis, se clasificó la materia prima activa 

alprazolam de Laboratorio B como de alta o baja solubilidad (Do igual o menor a 1, alta 

solubilidad; Do mayor a 1, baja solubilidad)37. 

 
3.2.1.9. Evaluación de Resultados 

 La materia prima activa alprazolam, utilizada en la elaboración del producto 

certificado como bioequivalente comprimidos 0,5 mg de Laboratorio B, debe presentar 

una alta solubilidad de acuerdo al SCB. Si no se cumple con lo mencionado anteriormente, 

se procederá a tomar medidas regulatorias adecuadas según el caso. 

 

3.2.2. VALIDACIÓN DE METODOLOGÍA ANALÍTICA 

 Se efectuó en primera instancia la valoración de la materia prima activa alprazolam 

de Laboratorio B, para posteriormente utilizarla como estándar secundario en la 

validación de la metodología analítica del estudio cinético de liberación-disolución 

comparativo de alprazolam en comprimidos de 0,5 mg. El equipo HPLC Shimadzu 

Prominence modelo 20A, utilizado en ambos ensayos, se encontraba previamente 

verificado, cuyo documento de registro de verificación corresponde al anexo N° 1. 

 

3.2.2.1. VALORACIÓN MATERIA PRIMA ALPRAZOLAM 

3.2.2.1.1. Método 

 Valoración de la materia prima activa alprazolam de Laboratorio B, contra un 

estándar de referencia USP alprazolam, mediante cromatografía liquida de alta resolución, 
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utilizando un método analítico previamente validado por personal profesional del 

Subdepartamento Laboratorio Nacional de Control. El certificado de análisis 

correspondiente al estándar USP alprazolam se presenta en el anexo N° 2. 

 
3.2.2.1.2. Condiciones Cromatográficas 

 A continuación, se presenta una tabla con las condiciones cromatográficas de la 

metodología analítica para valorar la materia prima activa alprazolam. 

 
Tabla 6. Condiciones cromatográficas valoración materia prima activa alprazolam 

Columna    
Kromasil C8, longitud 250 mm, diámetro interno 

4,6 mm, tamaño de partícula 5 µm 

Detector / longitud de onda              Ultravioleta (UV) / 254 nm 

Velocidad de flujo                1,5 mL/min  

Volumen de inyección                        20 µL 

Tiempo de corrida cromatograma    10 minutos 

Temperatura del horno                      30°C 

Diluyente  Acetonitrilo  

Fase móvil                             Acetonitrilo (70%) : Agua purificada (30%) 

 
 
3.2.2.1.3. Preparación Fase Móvil y Diluyente 

A. Fase Móvil 

 Preparada automáticamente por el equipo (HPLC), mezclando 70 partes de 

acetonitrilo desde el canal A y 30 partes de agua purificada desde el canal C. 

 
B. Diluyente 

 Acetonitrilo calidad HPLC. 
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3.2.2.1.4. Preparación Estándar, Muestra y Blanco 

A. Preparación Estándar Trabajo y Control 

 Se pesó una cantidad aproximada de 12,5 mg de estándar de referencia USP 

alprazolam en duplicado. Una pesada corresponde al estándar trabajo, mientras que la 

otra pesada corresponde el estándar control. Posteriormente, se transfirió cada estándar 

a su respectivo matraz volumétrico de 50 mL, se agregó 30 mL de diluyente, se sonicó por 

7 min y se enfrió a temperatura ambiente.  Se completó el volumen con acetonitrilo y se 

homogenizó. A continuación, se tomó una alícuota de 2 mL de la solución previamente 

elaborada y se llevo a un matraz volumétrico de 25 mL. Se agregó aproximadamente 15 

mL de acetonitrilo y una alícuota de 2 mL de agua purificada, se completó el volumen con 

diluyente y se homogenizó. Finalmente, se filtró la solución con jeringa y filtro con tamaño 

de poro de 0,22 µm, obteniendo una concentración de trabajo aproximada de 0,02 

mg/mL. 

 
B. Preparación Muestra 

 La muestra correspondiente a la materia prima activa alprazolam de Laboratorio B, 

fue preparada según el procedimiento descrito anteriormente, “Preparación de Estándar 

Trabajo y Control”, con la una única diferencia, que se peso en triplicado, obteniendo tres 

soluciones de muestra A, B y C. 

 
C. Preparación Blanco 

 En un matraz de 25 mL se agregó una alícuota de 2 mL de agua purificada, se 

completo el volumen con diluyente, se homogenizo y se filtró con jeringa y filtro con 

tamaño de poro de 0,22 µm. 

 
3.2.2.1.5. Análisis de Muestra 

 Las tres soluciones de muestra (A, B y C), solución estándar trabajo, solución 

estándar control y el blanco correspondiente, se inyectaron en el HPLC. El esquema 

general de inyecciones utilizado en este estudio, se detalla en el anexo N° 3.   
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3.2.2.1.6. Evaluación de Resultados 

 Una vez obtenidos los resultados de este análisis, se efectuaron ciertos Test, según 

si se trata de un blanco, un estándar, o una muestra (ver anexo N° 3). 

 
A. Blanco 

 Evaluación Carry Over 

 Se observó si la señal del blanco interfiere en el análisis, evaluando el área de cada 

lectura. 

 
Criterios de aceptación 

 Se cumple el test, sólo si en cada lectura el área es igual a 0. 
 
B. Estándar Trabajo y Control 

 Test de Aptitud del Sistema 

 Se verificó el cumplimiento de los siguientes requerimientos cromatográficos: 

factor de simetría (AS)
2, el cual se determina en cada lectura; número de platos teóricos 

(N), el cual se determina en cada lectura; y coeficiente de variación porcentual, el cual se 

determina en inyecciones repetidas14. 

 
Criterios de aceptación 

 El factor de simetría no debe ser mayor a 2. El %CV no debe ser mayor al 2,0%. El 

número de platos teóricos debe ser mayor o igual a 50014. 

 

 Variación del Factor de Respuesta  

 En cada lectura del estándar trabajo y estándar control se calculó el factor de 

respuesta (FR), según la siguiente fórmula: 
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Donde, as es el área obtenida del estándar trabajo o estándar control, cs es la 

concentración del estándar trabajo o estándar control (mg/mL) y FR es el factor de 

respuesta del estándar trabajo o estándar control. 

 Luego, con estos valores se determinó la variación del factor de respuesta (VFR), 

calculando la diferencia entre el promedio de los FR del estándar trabajo y el promedio de 

los FR del estándar control, según la siguiente fórmula: 

 

    
|(          )|     

    
 

 
Donde, FRTS es el factor de respuesta promedio de la solución estándar trabajo, FRCS es el 

factor de respuesta promedio de la solución estándar control y VFR es la variación del 

factor de respuesta (%). 

  
Criterio de aceptación  

La variación del factor de respuesta no debe exceder el 2%. 

 
C. Muestra 

 Determinación Concentración de Muestra 

 Se calcularon los miligramos (mg) de principio activo alprazolam que contiene cada 

muestra (muestra A, B, y C), según la siguiente fórmula: 

 

        
             

       
 

 

Donde, mg P.A. son los miligramos de principio activo, Am es el área de la muestra, Ast es 

el área del estándar trabajo, Cst es la concentración del estándar trabajo (mg/mL), FD es el 

factor de dilución (mL), PMb es el peso molecular de la base (g/mol) y PMs es el peso 

molecular de la sal (g/mol). 
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 A partir de los mg encontrados, se determinó el porcentaje de principio activo 

alprazolam presente en cada muestra, mediante la siguiente fórmula: 

 
 

       
             

  
 

 

Donde, % P.A. es el porcentaje de principio activo, mg P.A son los miligramos de principio 

activo y Pm es el peso de la muestra (mg). 

 Enseguida, se determinó el valor promedio del porcentaje de alprazolam de las tres 

muestras (A, B, y C), la desviación estándar (S), el coeficiente de variación porcentual y el 

intervalo de confianza (IC) al 95% con n-1 grados de libertad. 

 
Criterios de Aceptación 

 Materia prima activa alprazolam de Laboratorio B, debe contener un porcentaje de 

pureza entre 98,0 – 102,0% de C17H13CIN4. El coeficiente de variación porcentual no debe 

exceder el 2%14. 

 

3.2.2.2. VALIDACIÓN DE METODOLOGÍA ANALÍTICA PARA ESTUDIO CINÉTICO DE 

LIBERACIÓN-DISOLUCIÓN COMPARATIVO 

 La validación de un método analítico es el proceso que establece mediante 

estudios de laboratorio, que las características de desempeño cumplen con los requisitos 

para las aplicaciones analíticas previstas. Las características de desempeño evaluadas en la 

validación fueron selectividad, linealidad, precisión (repetibilidad y precisión intermedia), 

exactitud (recuperación), rango y estabilidad7-14. 

 
3.2.2.2.1. Método 

  Validación de metodología analítica para el estudio cinético de liberación- 

disolución comparativo de formas farmacéuticas sólidas de liberación convencional que 

contengan el principio activo alprazolam en dosis de 0,5 mg, utilizando un método de 
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análisis por HPLC, basado en una modificación realizada al método propuesto por 

Kazemifard et al. 200838.   

  Las modificaciones realizadas al método propuesto fueron cambio de columna, 

reemplazando la columna Perfectsil Target ODS-3 (longitud 125 mm, diámetro interno 

4mm, tamaño de partícula 5 µm) por una de similares condiciones; disminución de la 

velocidad de flujo y aumento de la temperatura del horno, debido a un significativo 

aumento de presión; aumento en el volumen de inyección; y modificación de la fase 

móvil, la cual según la publicación, consiste en mezclar 50 partes de una solución de 

fosfato monobásico de amonio (NH4H2PO4) 0,05 M con 50 partes de metanol, ajustando la 

solución resultante a un pH cercano a 5,8 con una solución concentrada de amonio (ver 

punto 3.2.2.2.3. para observar los cambios efectuados en la fase móvil)38. 

 

3.2.2.2.2. Condiciones Cromatográficas 

 Las condiciones cromatográficas de la metodología analítica del estudio de 

liberación-disolución in vitro,  se muestran en la tabla 7. 

 
Tabla 7. Condiciones cromatográficas estudio de liberación-disolución in vitro   

Columna    
Xterra® RP18, longitud 150 mm, diámetro interno 

3,9 mm, tamaño de partícula 5 µm 

Detector / longitud de onda              Ultravioleta (UV) / 254 nm 

Velocidad de flujo                              1,2 mL/min 

Volumen de inyección                        200 µL 

Tiempo de corrida cromatograma    10 minutos 

Temperatura del horno                      30°C 

Fase móvil (pH 1,2)                                Solución NH4H2PO4 0,05 M (55%) : Metanol (45%) 

Fase móvil (pH 4,5 - 6,8)                       Solución NH4H2PO4 0,05 M (50%) : Metanol (50%) 
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3.2.2.2.3. Preparación Fase Móvil 

A. Solución Fosfato Monobásico de Amonio 0,05 M 

 Se pesó una cantidad aproximada a 5,75 mg de NH4H2PO4 y se transfirió a un 

matraz volumétrico de 1 L. Se adicionó un volumen de 600 mL de agua purificada, se 

sonicó por 10 minutos y se enfrió a temperatura ambiente. Se completó el volumen con 

agua purificada, se homogenizó y se filtró al vacío utilizando un filtro con un tamaño de 

poro de 0,45 µm. 

 
B. pH 1,2 

 Preparada automáticamente por el equipo (HPLC), mezclando 55 partes de 

solución NH4H2PO4 0,05 M desde el canal D y 45 partes de metanol desde el canal B. 

 
C. pH 4,5 y pH 6,8 

 Preparada automáticamente por el equipo (HPLC), mezclando 50 partes de 

solución NH4H2PO4 0,05 M desde el canal D y 50 partes de metanol desde el canal B. 

 
3.2.2.2.4. Preparación Soluciones 

A. Preparación Medios de Disolución 

 A continuación se detalla la preparación de los medios de disolución utilizados 

tanto en la validación de la metodología analítica como en el estudio cinético de 

liberación-disolución comparativo. 

 

 Solución HCl 0,1 N pH 1,2  

 Se adicionó un volumen de 250 mL de solución de KCl 0,2 M y 425 mL de solución 

de HCl 0,2 M en un matraz volumétrico de 1 L. Se completó el volumen con agua 

purificada y se homogenizó. Finalmente se midió y se ajustó el pH, utilizando una solución 

de ajuste de pH14. 
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 Solución Amortiguadora de Acetato pH 4,5 

 Se adicionó una cantidad aproximada de 2,99 g de acetato de sodio (NaC2H3O2 · 

3H2O) y 14 mL de solución de ácido acético 2 N, en un matraz volumétrico de 1 L. Se 

agregó un volumen de 600 mL de agua purificada, se sónico por 10 minutos y se enfrió a 

temperatura ambiente. Se completó el volumen con agua purificada y se homogenizó. 

Finalmente se midió y se ajustó el pH, utilizando una solución de ajuste de pH14. 

 

 Solución Amortiguadora de Fosfato pH 6,8 

 Se adicionó un volumen de 250 mL de solución de fosfato monobásico de potasio 

0,2 M y 112 mL de solución de hidróxido de sodio (NaOH) 0,2 M, en un matraz 

volumétrico de 1 L. Se completó el volumen con agua purificada y se homogenizó. 

Finalmente se midió y se ajustó el pH, utilizando una solución de ajuste de pH14. 

 
B. Preparación Soluciones Amortiguadoras de Neutralización 

 Como se explicó anteriormente, alprazolam sufre una reacción de apertura del 

anillo benzodiazepínico en una solución ácida, la cual es reversible si esta solución es 

neutralizada27. Es por ello que fue necesario neutralizar la solución HCl 0,1 N (pH 1,2) y la 

solución amortiguadora de Acetato (pH 4,5), con una solución amortiguadora de Fosfato 

(pH 8,0) y una solución amortiguadora alcalina de borato (pH 8,7), respectivamente.  

 

 Solución Amortiguadora de Fosfato pH 8,0 

 Se adicionó un volumen de 250 mL de solución de fosfato monobásico de potasio 

0,2 M y 230,5 mL de solución de hidróxido de sodio 0,2 M, en un matraz volumétrico de 1 

L. Se completó el volumen con agua purificada y se homogenizó. Finalmente se midió y se 

ajustó el pH, utilizando una solución de ajuste de pH14. 

 

 Solución Amortiguadora Alcalina de Borato pH 8,7 

 Se adicionó un volumen de 250 mL de solución de ácido bórico y cloruro de potasio 

0,2 M y 68 mL de solución de hidróxido de sodio 0,2 M, en un matraz volumétrico de 1 L. 
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Se completó el volumen con agua purificada y se homogenizó. Finalmente se midió y se 

ajustó el pH, utilizando una solución de ajuste de pH14. 

 
C. Soluciones de Ajuste de pH 

 Se ajustó el pH de los medios de disolución y soluciones amortiguadoras de 

neutralización con las siguientes soluciones: 

 

 Solución Hidróxido de sodio 2 M (Aumento de pH)14 

 Se adicionó una cantidad cercana a 40 g de NaOH en un matraz de 500 ml. Se 

agregó un volumen de 250 mL de agua purificada, se sonicó por 10 minutos y se enfrió a 

temperatura ambiente. Se completó el volumen con agua purificada y se homogenizó.  

 

 Solución Ácido fosfórico al 85% (Disminución de pH)14 

  
3.2.2.2.5. Preparación Muestra y Blanco 

A. Preparación de Muestra 

 El procedimiento de preparación de muestra, según el parámetro de validación, se 

detalla en el anexo N° 4.  

 A continuación, se menciona la concentración de trabajo de alprazolam para cada 

medio de disolución: 

 

 Solución HCl 0,1 N PH 1,2                             : 0,0003 mg/mL 

 Solución amortiguadora de acetato pH 4,5  : 0,0003 mg/mL 

 Solución amortiguadora de fosfato pH 6,8   : 0,001 mg/mL 

 
B. Preparación Blanco pH 1,2 

 Se adicionó una alícuota de 3 mL de solución HCl 0,1 N pH 1,2, en un matraz de 10 

mL. Se completó el volumen con solución amortiguadora de fosfato pH 8,0, se 

homogenizo y se filtró con jeringa y filtro con tamaño de poro de 0,22 µm. 
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C. Preparación Blanco pH 4,5 

 Se adicionó una alícuota de 3 mL de solución amortiguadora de acetato pH 4,5, en 

un matraz de 10 mL. Se completó el volumen con solución amortiguadora alcalina de 

borato pH 8,7, se homogenizo y se filtró con jeringa y filtro con tamaño de poro de 0,22 

µm. 

 
D. Preparación Blanco pH 6,8 

 La solución amortiguadora de fosfato pH 6,8 se filtró con jeringa y filtro con 

tamaño de poro de 0,22 µm.  

 
3.2.2.2.6. Características de Desempeño 

A. Selectividad 

 Este parámetro se refiere a la capacidad que presenta un método analítico de 

medir y/o identificar simultánea o separadamente los analitos de interés, de forma 

inequívoca, en presencia de otras sustancias químicas que puedan estar presentes en la 

muestra15.  

 La selectividad se efectuó de manera independiente para cada medio de disolución 

(pH 1,2 – 4,5 – 6,8), realizando lecturas del blanco (ver punto 3.2.2.2.7.), blanco con una 

gota de detergente, estándar secundario de alprazolam a la concentración de trabajo, 

muestra producto de referencia (comprimidos 0,5 mg de alprazolam) y muestra producto 

bioequivalente (comprimidos 0,5 mg de alprazolam). Se inyectó una vez cada solución y se 

determinó el tiempo de retención (tR) y área de cada muestra, contrastándola con la señal 

del estándar. 

 
Criterios de aceptación 

 Demostrar que el peak cromatográfico del analito no puede atribuirse a más que 

un solo componente y de esta manera confirmar que el método es capaz de cuantificar a 

la sustancia de interés sin que exista interferencia de otras sustancias presentes7-39.   
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B. Linealidad 

 Es la capacidad del método para proporcionar resultados que son directamente 

proporcionales a la concentración del analito en la muestra, dentro de un rango 

establecido15. Este parámetro se determina mediante el tratamiento matemático de los 

resultados obtenidos en el análisis del analito a diferentes cantidades o concentraciones. 

Además, la selección del rango y número de puntos experimentales está estrictamente 

relacionada con la aplicación del método40. 

 La linealidad se efectuó de manera independiente para cada medio de disolución 

(pH 1,2 – 4,5 – 6,8), en donde se elaboró una curva de calibración con seis puntos, 

incluyendo el 100%. De esta manera, se prepararon y midieron seis soluciones de estándar 

secundario alprazolam, que contenían aproximadamente el 40%, 60%, 80%, 100%, 120% y 

140% de la concentración de trabajo, cada una elaborada a partir de pesadas 

independientes, las cuales fueron inyectadas por sextuplicado en el HPLC. 

 Los resultados se evaluaron mediante un gráfico de señales en función de la 

concentración del analito y mediante métodos estadísticos adecuados, como el cálculo de 

una línea de regresión por el método de los mínimos cuadrados14. 

 
Criterios de aceptación 

 Se debe efectuar una inspección visual del gráfico de concentración del analito 

versus la señal entregada por el equipo. El %CV de cada nivel debe ser menor o igual al 

2%. El %CV del factor de respuesta de todos los puntos de la curva de calibración debe ser 

menor o igual al 5%; si el %CV del factor de respuesta es superior al 5% indica falta de 

linealidad. El coeficiente de determinación (r2) debe ser mayor o igual que 0,995. En el 

caso que r2 sea menor que 0,995, se aplica el test estadístico t de Student, en el cual t 

experimental debe ser mayor a t de tabla para rechazar la hipótesis nula y concluir que 

existe correlación entre X e Y. El intervalo de confianza al 95% del intercepto del eje “y” 

debe incluir el cero. 
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C. Precisión  

 Es el grado de concordancia (grado de dispersión) entre una serie de medidas de 

tomas múltiples a partir de una misma muestra homogénea bajo condiciones prescritas. 

Este parámetro se expresa habitualmente como la varianza (S2), desviación estándar y 

coeficiente de variación porcentual; e incluye tres tipos de estudio: repetibilidad, precisión 

intermedia y reproducibilidad. La repetibilidad expresa la precisión bajo las mismas 

condiciones de operación en un periodo corto de tiempo (misma muestra, mismo analista, 

mismo laboratorio, mismos equipos y reactivos y mismo día); la precisión intermedia 

expresa la variación dentro de un laboratorio (diferentes días, diferentes analistas, o 

diferentes equipos); y la reproducibilidad expresa la precisión entre laboratorios (estudio 

en colaboración)15.  

 La precisión se efectuó de manera independiente para cada medio de disolución 

(pH 1,2 – 4,5 – 6,8) y se determinó tanto la repetibilidad como la precisión intermedia.  

 

 Repetibilidad 

 Se prepararon tres soluciones de estándar secundario de alprazolam con 

cantidades equivalentes al 60% (nivel 1), 100% (nivel 2) y 120% (nivel 3) de la 

concentración de trabajo de alprazolam, con pesadas independientes cada una. Los tres 

niveles de concentración se procesaron el mismo día de la preparación y cada uno fue 

inyectado por sextuplicado en el HPLC. A continuación, los resultados obtenidos se 

evaluaron mediante el coeficiente de variación porcentual. 

 
Criterios de aceptación  

 El %CV de cada nivel debe ser menor o igual al 2%7. 

 

 Precisión Intermedia 

 La precisión intermedia se realizó al día siguiente de haber efectuado el estudio de 

repetibilidad. Se prepararon tres soluciones estándar, cada una con pesada 

independiente, logrando las mismas concentraciones de la repetibilidad y bajo las mismas 



38 
 

condiciones operativas. Cada solución estándar fue inyectada por sextuplicado en el HPLC. 

Posteriormente, los resultados obtenidos se evaluaron mediante el coeficiente de 

variación porcentual y el Test Comparación de Medias. Este último consiste en realizar una 

comparación de dos varianzas, σ1 y σ2, estimadas por S1
2 y S2

2, mediante el test de Fisher 

(F) a dos colas; determinar la varianza común (S2
común), mediante el cálculo de la varianza 

conjunta; y efectuar la comparación de medias, mediante el test t de Student para 

varianzas iguales y test de Cochran para varianzas distintas14-41. 

 
Criterios de aceptación 

 El %CV de cada nivel debe ser menor o igual al 2%. En comparación de varianza, el 

valor F calculado debe compararse con el valor F crítico de tabla; si F calculado es menor o 

igual que F crítico las varianzas son iguales y si F calculado es mayor que F critico las 

varianzas son distintas. Sólo si ambas varianzas son iguales, se calcula la varianza común. 

Las medias son comparables si al aplicar el test t de Student, el t experimental es menor o 

igual que t de tabla; y en el caso del test de Cochran, si t experimental es menor o igual 

que |  |. 

 
D. Exactitud 

 Corresponde a la cercanía entre el valor obtenido en el análisis y el valor que es 

aceptado como verdadero15. 

 La exactitud se realizó de manera independiente para cada medio de disolución 

(pH 1,2 – 4,5 – 6,8), utilizando el método de adición patrón. Para ello, se preparó una 

solución estándar cercana al 100% de la concentración de trabajo y se inyectó por 

quintuplicado en el HPLC. Luego, se preparó un blanco madre con 1 comprimido de 

producto de referencia y 1 comprimido de producto bioequivalente y de esta solución se 

tomó una alícuota para preparar un blanco de trabajo con una concentración cercana al 

límite inferior de la curva de calibración. La solución blanco de trabajo se inyectó por 

triplicado en el HPLC. A continuación, se prepararon tres niveles de concentración, dentro 
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del rango de linealidad establecido (65%, 95% y 120% de la concentración de trabajo), 

adicionando alícuotas iguales de la solución blanco madre y agregando alícuotas distintas 

de una solución estándar alprazolam. Cada nivel se inyectó por triplicado en el HPLC15-42. 

 El resultado se informó como el porcentaje de recuperación de la cantidad 

valorada con respecto a la cantidad conocida de analito añadida a la muestra, según la 

siguiente fórmula15: 

 

    
  
 
     

  

Donde, % R es el porcentaje de recuperación, Xm es el valor medio obtenido y µ es el valor 

verdadero. Además, se efectuó un test t de Student, para comparar el valor medio 

obtenido contra el valor teórico; se elaboró un gráfico de concentración de estándar 

agregado en función de la concentración de estándar encontrado; y se determinó la 

ecuación de la línea de regresión y sus estimadores, mediante el método de los mínimos 

cuadrados. 

 
Criterios de aceptación 

 El porcentaje de recuperación de cada lectura realizada debe estar dentro del 

rango de 96 – 104%. Tanto el porcentaje de recuperación promedio de cada nivel, como el 

promedio de los 3 niveles, debe estar dentro del rango de 98 – 102%. Los valores son 

comparables si aplicando el test t de Student, el valor de t experimental es menor que el 

valor tabulado de t. El coeficiente de regresión (r) debe ser mayor o igual que 0,995, el 

coeficiente de determinación debe ser mayor o igual que 0,995 y la pendiente debe ser 

mayor o igual que 0,95. 

 
E. Rango 

 Se define como el intervalo entre la concentración superior e inferior de analito 

para el cual se ha demostrado la correcta precisión, exactitud y linealidad del método 
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descrito. De esta manera, el rango se estableció una vez terminados los parámetros de 

linealidad, precisión y exactitud14. 

  
F. Estabilidad  

 Aunque la estabilidad no forma parte de las características analíticas típicas 

utilizadas para la validación de métodos, es imprescindible demostrar y asegurar la 

estabilidad de la solución estándar y de las muestras hasta el momento de su análisis7-14-

15. Sin embargo, en este estudio no se determinó la estabilidad de las muestras, sino que 

se realizó un estudio de estabilidad de la solución estándar secundario de alprazolam.  

 La estabilidad se realizó de manera independiente para cada medio de disolución 

(pH 1,2 – 4,5 – 6,8), en que se preparó una solución estándar cercana al 100% de la 

concentración de trabajo, efectuando cinco lecturas por día (realizando lecturas de lunes a 

miércoles). La solución fue almacenada en refrigeración (2 – 8°C) y previo a su análisis, se 

esperó a que alcanzara la temperatura ambiente para su uso. 

 Los resultados se evaluaron mediante el coeficiente de variación porcentual. 

 
 Criterios de aceptación 

 El %CV de las cinco lecturas de cada día no debe exceder el 2%. El %CV de las 

lecturas del día uno, en conjunto con las lecturas realizadas el día dos, debe ser menor o 

igual al 2%. El %CV de las lecturas del día uno, en conjunto con las lecturas del día tres, 

debe ser menor o igual al 2%. 

 

3.2.3. ESTUDIO CINÉTICO DE LIBERACIÓN-DISOLUCIÓN COMPARATIVO 

 Se compararon los productos farmacéuticos de referencia (comprimidos 0,5 mg de 

alprazolam) de Laboratorio A y equivalente terapéutico (comprimidos 0,5 mg de 

alprazolam) de Laboratorio B, mediante la elaboración de perfiles cinéticos de liberación-

disolución en los tres medios de disolución recomendados (solución HCl 0,1 N pH 1,2; 

solución amortiguadora de acetato pH 4,5; y solución amortiguadora de fosfato pH 6,8)7. 
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De esta manera, este estudio se realizó sobre un lote del producto de referencia y un lote 

del producto bioequivalente, utilizando 12 unidades de cada lote y empleando un tiempo 

de muestreo suficiente para caracterizar completamente el perfil de liberación-disolución 

del producto farmacéutico, en un medio correspondiente7-9. 

 El equipo de disolución utilizado en este ensayo fue verificado por profesional del 

Subdepartamento Laboratorio Nacional de Control, cuyo documento de registro de 

verificación física y química corresponde al anexo N° 5. Por otra parte, el equipo HPLC 

utilizado en el análisis de las muestras extraídas de los estudios de liberación-disolución, 

también se encontraba verificado, cuyo documento de registro de verificación 

corresponde al anexo N° 1. Por último, la metodología analítica empleada en este estudio, 

se encontraba previamente validada (ver punto 3.2.2.2.). 

 
3.2.3.1. Método 

 Estudio cinético de liberación-disolución comparativo de formas farmacéuticas 

sólidas orales de liberación inmediata que contienen alprazolam 0,5 mg, mediante la 

generación de perfiles cinéticos de disolución, empleando el aparato de paleta (aparato II 

USP) a 75 r.p.m. en un medio correspondiente y utilizando la técnica cromatografía liquida 

de alta resolución para el análisis de las muestras7. 

  
3.2.3.2. Descripción de Muestras  

 En la tabla 8 se presenta la descripción de los productos farmacéuticos utilizados 

en el estudio de cinético de liberación-disolución comparativo. 

 
3.2.3.3. Condiciones de Disolución 

 Las condiciones experimentales utilizadas en el estudio de liberación-disolución in 

vitro, se señalan en la tabla 9. 

 La preparación de los medios de disolución empleados en el estudio cinético de 

liberación-disolución comparativo, se menciona en el punto 3.2.2.2.4. 
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Tabla 8. Descripción de los productos farmacéuticos en estudio 

 Producto de Referencia Producto Bioequivalente 

Principio activo Alprazolam Alprazolam 

Presentación / Potencia Comprimidos / 0,5 mg Comprimidos / 0,5 mg 

Laboratorio Procedencia Laboratorio A Laboratorio B 

Número de lote C120324 1C50 

 
 
Tabla 9. Condiciones experimentales de estudio de liberación-disolución in vitro. 

Aparato de disolución                       Aparato II USP, Paletas 

Velocidad de rotación                         75 r.p.m. 

Medios de disolución                   

Solución HCl 0,1 N pH 1,2 

Solución amortiguadora de Acetato pH 4,5  

Solución amortiguadora de Fosfato pH 6,8 

Volumen       500 mL 

Temperatura    37 ± 0,5°C 

Tiempos de muestreos 5 – 10 – 15 – 20 minutos 

Volumen de muestreo y reposición    5 mL  

Método de cuantificación HPLC 

Longitud de onda 254 nm 

  
 
3.2.3.4. Preparación Estándar y Blanco 

A. Preparación Estándar Trabajo y Control 

 Se utilizó un estándar secundario de alprazolam, previamente valorado contra un 

estándar de referencia USP alprazolam (procedimiento descrito en el punto 3.2.2.1.). 

 Las soluciones estándar trabajo y estándar control se elaboraron de la misma 

manera que la solución estándar al 100% de la concentración de trabajo de alprazolam, 



43 
 

correspondiente al parámetro de linealidad (ver anexo N° 4). De esta manera, se 

prepararon dos soluciones estándar al 100% de la concentración de trabajo, con pesadas 

independientes cada una, en la cual una solución corresponde a la solución estándar 

trabajo, mientras que la otra corresponde a la solución estándar control. 

 
B. Preparación Blanco  

 La Preparación del blanco de acuerdo al medio de disolución empleado, se 

menciona en el punto 3.2.2.2.5. 

 
3.2.3.5. Desaireación Medio de Disolución   

 Los gases disueltos en el medio de disolución pueden causar la formación de 

burbujas, las cuales pueden alterar los resultados de la prueba. De esta manera, antes de 

iniciar el estudio cinético de liberación-disolución in vitro, se efectuó la eliminación de los 

gases (desaireación del medio de disolución). Para ello, se calentó el medio bajo agitación, 

hasta aproximadamente 41°C e inmediatamente se filtró al vacío utilizando un filtro con 

un tamaño de poro de 0,45 µm, mezclando vigorosamente. Una vez filtrado el medio de 

disolución, se continuó mezclando al vacío por un tiempo aproximado de 5 minutos14. 

 
3.2.3.6. Procedimiento de Disolución  

 Se adicionó a cada uno de los seis vasos 500 mL del medio correspondiente (pH 

1,2; pH 4,5; pH 6,8), el cual estaba preparado mediante una desaireación previa. Se 

ensambló el aparato y se dio inicio a la rotación de las paletas a una velocidad de 75 r.p.m. 

Se verifico con un termómetro la temperatura alcanzada en todos los vasos del equipo de 

disolución, correspondiente a 37 ± 0,5°C y se procedió a colocar un comprimido en cada 

uno de ellos14.  

 En cada tiempo especificado (5 – 10 – 15 – 20 minutos), se retiró un volumen de 

muestra de 5 mL de una zona equidistante entre la superficie del medio de disolución y el 

borde superior de la paleta y a no a menos de 1 cm de la pared del vaso. Luego de extraer 

la muestra, se repuso el mismo volumen extraído con medio de disolución nuevo a 37°C. 
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Cabe mencionar, que el vaso se mantuvo cubierto durante todo el transcurso del 

ensayo14. 

 A continuación, se describe el procedimiento que se llevó a cabo luego de la 

extracción de las muestras, de acuerdo al medio de disolución empleado en el ensayo. 

 
A. pH 1,2  

 Cada muestra obtenida se depositó en un tubo de ensayo. Luego, se adicionó un 

volumen de 3 mL de muestra en un matraz volumétrico de 10 mL, utilizando una 

micropipeta 5 mL y se completó el volumen con solución amortiguadora de fosfato pH 8,0 

(ver punto 3.2.2.2.4.). Se homogenizó, se filtró con jeringa y filtro con tamaño de poro de 

0,22 µm y se llevó a un vial ámbar para ser cuantificada en el HPLC. 

 
B. pH 4,5 

 El procedimiento es el mismo que a pH 1,2, con la diferencia que para completar el 

volumen del matraz volumétrico de 10 mL, se utilizó una solución amortiguadora alcalina 

de borato pH 8,7 (ver punto 3.2.2.2.4.). 

 
C. pH 6,8 

 Cada muestra obtenida, se filtró utilizando un filtro con tamaño de poro de 0,22 

µm y se llevó a un vial para ser cuantificada en el HPLC. 

 
3.2.3.7. Análisis de Muestra 

 Cada muestra se inyectó por triplicado en el HPLC, cuyas condiciones 

cromatográficas se presentan en la tabla 7. Además, para poder cuantificar las muestras 

obtenidas, se debió preparar una solución estándar trabajo y una solución estándar 

control de alprazolam al 100% de la concentración de trabajo, las cuales también se 

inyectaron junto con las muestras en el HPLC. No obstante, fue imprescindible inyectar al 

inicio y final de las inyecciones de estándar un blanco, con el fin de evaluar la presencia de 

señal que pueda interferir en el análisis. 
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3.2.3.8. Cálculos y Elaboración Perfil de Disolución 

 Se calculó la cantidad disuelta de alprazolam (mg), según la siguiente fórmula: 
 

 

         
                 

       
               

 
 

Donde, mg P.A. son los mg de principio activo disuelto, mg P.A. Et.A. son los mg de 

principio activo disuelto en etapa anterior, Cst es la concentración del estándar trabajo 

(mg/mL), Lm es la lectura de la muestra, Lst es la lectura del estándar trabajo, FD es el 

factor de dilución de la muestra, VMD es el volumen de medio de disolución (mL), PMb es 

el peso molecular de la base (g/mol) y PMs es el peso molecular de la sal (g/mol).  

  A continuación, se determinó el porcentaje acumulado disuelto respecto de la 

cantidad declarada de alprazolam, mediante la siguiente fórmula: 

 

       
           

  
 

 

 

Donde, % P.A. es el porcentaje acumulado disuelto de la cantidad declarada de principio 

activo, mg P.A. son los mg disueltos de principio activo y DD es la dosis declarada (mg). 

 Una vez obtenido el porcentaje acumulado disuelto de cada lectura, se procedió a 

determinar el promedio de cada vaso, para luego establecer el porcentaje acumulado 

disuelto promedio de los 12 vasos empleados, en un tiempo determinado. Finalmente, 

estos valores fueron representados mediante un gráfico de porcentaje acumulado 

disuelto promedio respecto de la cantidad declarada en función del tiempo, en el 

correspondiente medio de disolución35.  
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3.2.3.9. Evaluación de Resultados 

  Tanto el producto de referencia de Laboratorio A como el producto certificado 

como bioequivalente de Laboratorio B deben presentar una muy rápida liberación-

disolución. De esta manera, el principio activo contenido en ambos productos 

farmacéuticos, se debe disolver en un porcentaje de 85% o más de la cantidad declarada 

de fármaco a los 15 minutos o menos, utilizando los tres medios de disolución7. Si uno de 

los productos farmacéuticos analizados en este estudio no cumple con lo mencionado 

anteriormente, se procederá a tomar medidas regulatorias adecuadas según el caso. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. SOLUBILIDAD 

4.1.1. Verificación del Equipo 

  En la tabla 10 se muestran los resultados de los parámetros analizados en la 

verificación del equipo de solubilidad Gemini Profiler, de acuerdo al ensayo realizado 

(control de calidad del electrodo y control de calidad del titulante). 

   
Tabla 10. Resultados control de calidad del electrodo y control de calidad del titulante  
del equipo de solubilidad Gemini Profiler        

Parámetro Control de calidad del 

electrodo 

Control de calidad del 

titulante 

Factor HCl 1,0904 - 

Factor KOH - 1,0406 

Concentración Carbonato (M)  0,000072  - 

Parámetro electrodo α 0,169 - 

Parámetro electrodo kS 0,9957 - 

Parámetro electrodo jH 4,7 - 

Parámetro electrodo jOH -1,3 - 

GOF 1,1 1,3 

Calificación GOF  Cumple Cumple 

 
  
4.1.2. pKa experimental 

 Los resultados del ensayo de determinación de pKa del principio activo en estudio 

(alprazolam) se presentan en la tabla 11. El documento obtenido por el software pS al 

integrar los tres archivos resultantes del análisis, el cual indica el valor de pKa con su 
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ajuste GOF correspondiente y el gráfico de Bjerrum proveniente de la integración, se 

muestra en el anexo N° 6. 

 
Tabla 11. Resultados análisis de pKa de alprazolam 

Titulación 
Volumen 

(mL) 
Tiempo 

(h) 
pKa GOF pKa* GOF ** 

Calificación 
GOF  

1 2,9 0,8 3,79 1,3 

3,79 1,6 Cumple 2 3,8 0,7 3,79 1,4 

3 4,8 0,8 3,81 1,6 

*pKa obtenido al integrar los tres archivos resultantes. 
**GOF obtenido al integrar los tres archivos resultantes. 
 
 

4.1.3. Solubilidad Intrínseca  

 Los resultados obtenidos del ensayo de Solubilidad Intrínseca de la materia prima 

activa alprazolam, utilizada en la elaboración del producto equivalente terapéutico 

comprimidos 0,5 mg de Laboratorio B, se muestran en la tabla 12.   

  
Tabla 12. Resultados del ensayo de Solubilidad Intrínseca de la materia prima activa 
alprazolam 

Titulación 
Volumen 

(mL) 
Tiempo 

(h) 

Solubilidad 
Intrínseca 
(µg/mL) 

GOF 
Solubilidad 
intrínseca 
(µg/mL)* 

GOF 
** 

Calificación 
GOF  

1 2,9 4,2 44,3 3,9 

44,3 9,7 Cumple 2 3,9 3,9 35,6 4,7 

3 5,1 3,1 29.8 4,8 

*Solubilidad Intrínseca obtenida al integrar los tres archivos resultantes. 
**GOF obtenido al integrar los tres archivos resultantes. 
  
 
 En la figura 3 se presenta el documento obtenido al integrar los tres archivos 

resultantes del análisis, en el cual se indica tanto el valor de la solubilidad intrínseca de la 
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Figura 3. Solubilidad Intrínseca integrada y gráfico Bjerrum de 
materia prima activa alprazolam 

materia prima activa con su ajuste GOF correspondiente, como la gráfica de Bjerrum 

proveniente de la integración. 
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4.1.4. Perfil de Solubilidad  

 A continuación, se ilustra una gráfica de perfil de solubilidad (mg/mL) en función 

del pH de la materia prima activa alprazolam, obtenida directamente desde el software pS 

(figura 4).  

 

 

  
 
 En la figura 5 se ilustra una gráfica de perfiles de solubilidad (µg/mL) en función del 

pH, en todo el rango de pH analizado, obtenida mediante Excel.  

 La solubilidad intrínseca reportada es de bajo valor (44,3 µg/mL) y por ende no es 

posible apreciarla en los gráficos de las figuras 4 y 5. Es por ello, que en la figura 6 se 

muestra una gráfica de perfiles de solubilidad en función del pH con un rango de 

solubilidad estrecho, cercano a la solubilidad intrínseca resultante (rango de solubilidad de 

25,0 µg/mL – 55,0 µg/mL). A partir de la figura 6 se puede apreciar que la solubilidad 

intrínseca reportada se determinó a un pH cercano a 8. 

  

  

 

Figura 4. Gráfico de perfil de 
solubilidad materia prima activa 
alprazolam otorgada por software 
pS 
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4.1.5. Solubilidad mínima y Número de Dosis 

 A continuación, se presenta el promedio de las tres solubilidades mínimas (mg/mL) 

en el rango de pH de interés fisiológico, el Do resultante y la clasificación de solubilidad de 

la materia prima analizada.  

 El Do se calculó utilizando la solubilidad mínima promedio (mg/mL), dosis máxima 

de 1 mg y volumen de administración de 250 mL. 

 
Tabla 13. Solubilidad mínima materia prima activa alprazolam 

Titulación pH (rango) 
Solubilidad 

mínima 
(mg/mL) 

Solubilidad 
mínima 

promedio 
(mg/mL) 

Do Resultado 

1 1,892 - 6,873 0,0445 

0,0367 0,109 Alta Solubilidad 2 1,853 - 6,962 0,0357 

3 1,867 - 7,004 0,0299 

 

 
4.2. VALIDACIÓN DE METODOLOGÍA ANALÍTICA   

4.2.1. VALORACIÓN MATERIA PRIMA ALPRAZOLAM 

4.2.1.1. Evaluación Carry Over   

 Todas las lecturas del blanco presentaron un área igual 0, por ende la evaluación 

Carry Over cumple con el criterio de aceptación especificado. 

 
4.2.1.2. Test Aptitud del Sistema 

 En cada lectura de estándar trabajo y estándar control, el factor de simetría fue 

menor a 2 y el número de platos teóricos fue mayor a 500. El %CV de las inyecciones 

repetidas de estándar trabajo y estándar control fue menor al 2%. De esta manera, el Test 

Aptitud del Sistema cumple con los criterios de aceptación especificados. 
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4.2.1.3. Variación del Factor de Respuesta         

 A continuación, se indica el resultado de la variación del factor de respuesta de los 

estándares utilizados en la valoración de la materia prima activa alprazolam. 

 
 Tabla 14. Variación del factor de respuesta  

Estándar Lecturas VFR (%) Calificación VFR  

Estándar Trabajo / Estándar Control 5 / 5 1,47 Cumple 

Estándar Trabajo / Estándar Control 2 / 2 1,41 Cumple 

 

4.2.1.4. Porcentaje de Principio Activo 

 Los resultados del ensayo de valoración de la materia prima activa alprazolam de 

Laboratorio B se presentan en la tabla 15. En ella se señala tanto los mg que fueron 

encontrados, como el porcentaje de principio activo alprazolam presente en la materia 

prima analizada. 

 
Tabla 15. Resultados valoración materia prima activa alprazolam de Laboratorio B 

Muestra Cantidad de Alprazolam (mg) 
Porcentaje de 

Alprazolam (%) 

Muestra A 12,74 101,12 

Muestra A 12,76 101,25 

Muestra A 12,76 101,29 

Muestra B 12,46 99,00 

Muestra B 12,47 99,07 

Muestra B 12,48 99,12 

Muestra C 12,36 99,47 

Muestra C 12,39 99,69 

Muestra C 12,39 99,67 

Promedio 12,54 99,96 

S 0,17 0,97 

%CV  1,34 0,97 

IC 0,13 0,75 

Calificación % Pureza  - Cumple 

Calificación %CV  Cumple Cumple 
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4.2.2. VALIDACIÓN DE METODOLOGÍA ANALÍTICA PARA ESTUDIO CINÉTICO DE 

LIBERACIÓN-DISOLUCIÓN COMPARATIVO 

4.2.2.1. Selectividad 

 Los resultados obtenidos en el parámetro selectividad, para todos los medios de 

disolución, se resumen en la tabla 16. 

 En el anexo N° 7 se muestran los cromatogramas del estándar alprazolam al 100 % 

de la concentración de trabajo según el medio de disolución empleado.  

 
       Tabla 16. Resultados selectividad en los tres medios de disolución 

Medio de disolución pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8 

Muestra tR (min) Área tR (min) Área tR (min) Área 

Estándar alprazolam 6,450 103737 4,470 104873 4,535 360723 

Producto de 

referencia 
6,489 102601 4,490 102988 4,482 349852 

Producto 

bioequivalente 
6,476 101062 4,501 106798 4,499 352349 

Blanco 

Sin presencia de 

señal al tR de 

Alprazolam 

Sin presencia de 

señal al tR de 

Alprazolam 

Sin presencia de 

señal al tR de 

Alprazolam 

Blanco más 

detergente 

Sin presencia de 

señal al tR de 

Alprazolam 

Sin presencia de 

señal al tR de 

Alprazolam 

Sin presencia de 

señal al tR de 

Alprazolam 

 
 
4.2.2.2. Linealidad 

 En las tablas 17, 18 y 19 se señalan los resultandos obtenidos en el parámetro de 

linealidad. Además, en la tabla 20 se muestran los resultados de la estadística empleada 

en este parámetro, para cada medio de disolución.  
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 En el anexo N° 8 se ilustran las gráficas de área en función de la concentración 

(mg/mL) de alprazolam para cada medio de disolución empleado, donde las áreas fueron 

divididas por 105. 

 El rango de concentración utilizado en el parámetro de linealidad fue de 0,000119 

– 0,000418 mg/mL a pH 1,2 (39,67 – 139,33%); 0,000120 – 0,000417 mg/mL a pH 4,5 

(40,00 – 139,00%); y 0,000399 – 0,001400 mg/mL a pH 6,8 (39,90 – 140,00%). 

 
Tabla 17. Resultados linealidad pH 1,2 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Solución 
Concentración 

(mg/mL) 
Área 

promedio 
%CV Calificación %CV  FR 

1 0,000119 41633 0,18 Cumple 35058355553 

2 0,000178 61843 0,06 Cumple 34835537068 

3 0,000237 82098 0,35 Cumple 34654508780 

4 0,000298 103612 0,27 Cumple 34724777683 

5 0,000359 126032 0,24 Cumple 35081459777 

6 0,000418 146720 0,04 Cumple 35097691237 

    Promedio 34908721683 

    S 195833511 

    %CV 0,56 

    Calificación %CV  Cumple 
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Tabla 18. Resultados linealidad pH 4,5 

Solución 
Concentración 

(mg/mL) 
Área 

promedio 
%CV Calificación %CV  FR 

1 0,000120 41855 0,76 Cumple 34805831449 

2 0,000178 63158 0,40 Cumple 35396679680 

3 0,000239 84242 0,35 Cumple 35291335965 

4 0,000301 105668 0,18 Cumple 35061288197 

5 0,000359 126602 0,21 Cumple 35298957933 

6 0,000417 147795 0,24 Cumple 35456668679 

    Promedio 35218460317 

    S 243006893 

    %CV 0,69 

    Calificación %CV  Cumple 

 
 

Tabla 19. Resultados linealidad pH 6,8 

Solución 
Concentración 

(mg/mL) 
Área 

promedio 
%CV Calificación %CV  FR 

1 0,000399 143369 0,22 Cumple 35901469474 

2 0,000618 218141 0,32 Cumple 35311940310 

3 0,000804 284429 0,45 Cumple 35390876915 

4 0,001005 355742 0,15 Cumple 35411398390 

5 0,001206 430264 0,27 Cumple 35691238906 

6 0,001400 491377 0,19 Cumple 35087315916 

    Promedio 35465706652 

    S 288487971 

    %CV 0,81 

    Calificación %CV  Cumple 
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Tabla 20. Estadística de regresión parámetro linealidad para los tres medios de disolución 

Medio de disolución pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8 

Numero de determinaciones 6 6 6 

Coeficiente de correlación (r) 0,99992 0,99994 0,99982 

r2 0,99984 0,99988 0,99965 

Pendiente 3516,57242 3553,53009 3511,87862 

Intercepción eje Y -0,00638 -0,00718 0,02651 

Intervalo confianza del Intercepto eje Y ±0,01800 ± 0,01552 ± 0,08865 

Calificación r2   Cumple Cumple Cumple 

Intervalo de confianza del intercepto incluye 
el cero 

Cumple Cumple Cumple 

 
 
4.2.2.3. Precisión  

 En la tabla 21 se presentan los resultados obtenidos en el parámetro de precisión, 

tanto del estudio de repetibilidad como de precisión intermedia, en los tres medios de 

disolución empleados. En las tablas 22, 23 y 24 se muestra la estadística utilizada en la 

precisión intermedia, correspondiente al Test Comparación de medias, según el medio de 

disolución empleado. 

 El rango de concentración utilizado en el parámetro de precisión fue de 0,000180 – 

0,000359 mg/mL a pH 1,2 (60,00 – 119,67%); 0,000178 – 0,000359 mg/mL a pH 4,5 (59,33 

– 119,67%); y 0,000620 –0,001206 mg/mL a pH 6,8 (62,00 – 120,60%). 
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Tabla 21. Resultados repetibilidad y precisión intermedia para los tres medios de 
disolución 

Medio de 
disolución 

Día Nivel 
Concentración 

(mg/mL) 
Área 

promedio 

Porcentaje 
promedio 

(%) 
%CV 

Calificación 
%CV  

pH 1,2 

1* 

1 0,000178 61843 99,04 0,06 Cumple 

2 0,000298 103612 98,75 0,27 Cumple 

3 0,000359 126032 99,76 0,24 Cumple 

2** 

1 0,000180 62522 98,98 0,22 Cumple 

2 0,000301 104337 98,55 0,14 Cumple 

3 0,000361 127264 100,32 0,13 Cumple 

 

pH 4,5 

1* 

1 0,000178 63158 99,61 0,40 Cumple 

2 0,000302 105668 98,57 0,18 Cumple 

3 0,000359 126602 99,33 0,21 Cumple 

2** 

1 0,000177 62062 98,71 0,22 Cumple 

2 0,000302 106397 99,15 0,18 Cumple 

3 0,000360 127726 99,88 0,50 Cumple 

 

pH 6,8 

1* 

1 0,000618 218141 100,55 0,32 Cumple 

2 0,001005 355445 100,75 0,24 Cumple 

3 0,001206 430264 101,63 0,27 Cumple 

2** 

1 0,000620 219917 101,04 0,36 Cumple 

2 0,001011 359582 101,32 0,28 Cumple 

3 0,001211 431074 101,40 0,22 Cumple 

*Resultados repetibilidad 
**Resultados precisión intermedia 
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Tabla 22. Estadística precisión intermedia pH 1,2: Test Comparación de Medias 

pH 1,2 
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 

Día 1 Día 2 Día 1 Día 2 Día 1 Día 2 

Media (%) 99,04 99,98 98,75 98,55 99,76 100,32 

Varianza (%2) 0,0037 0,0462 0,0702 0,0196 0,0572 0,0183 

Número determinaciones 6 6 6 6 6 6 

F calculado / F crítico (tabla) 12,3633 / 4,2839 3,5810 / 4,2839 3,1270 / 4,2839 

Resultado Test de Fisher 
Varianzas 
Distintas 

Varianzas 
Iguales 

Varianzas 
Iguales 

S2
común - 0,0449 0,0377 

t experimental / t de tabla - 0,4806/2,2281 1,3381 / 2,2281 

Calificación test t de Student - Cumple Cumple 

t experimental / |  | 
 

0,1527 / 2,5706 - - 

Calificación test de Cochran Cumple - - 

 
 

Tabla 23. Estadística precisión intermedia pH 4,5: Test Comparación de Medias 

pH 4,5 
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 

Día 1 Día 2 Día 1 Día 2 Día 1 Día 2 

Media (%) 99,61 98,71 98,57 99,15 99,33 99,88 

Varianza (%2) 0,1610 0,0452 0,0302 0,0311 0,0447 0,2467 

Número determinaciones 5* 6 6 6 6 6 

F calculado / F crítico (tabla) 3,5636 / 4,3874 1,0298 / 4,2839 5,5242 / 4,2839 

Resultado Test de Fisher 
Varianzas 

Iguales 
Varianzas 

Iguales 
Varianzas 
Distintas 

S2
común 0,0966 0,0306 - 

t experimental / t de tabla 2,0858 / 2,2622 1,4033 / 2,2281 - 

Calificación test t de Student Cumple Cumple - 

t experimental / |  | 
 

- - 1,2543 / 2,5706 

Calificación test de Cochran - - Cumple 

*Se eliminó el dato número 6 mediante la prueba de Dixon, debido a que corresponde a 
un resultado aberrante14. 
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Tabla 24. Estadística precisión intermedia pH 6,8: Test Comparación de Medias 

pH 6,8 
Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3 

Día 1 Día 2 Día 1 Día 2 Día 1 Día 2 

Media (%) 100,55 101,04 100,75 101,32 101,63 101,40 

Varianza (%2) 0,1052 0,1337 0,0598 0,0826 0,0775 0,0492 

Número determinaciones 6 6 6 6 6 6 

F calculado / F crítico (tabla) 1,2705 / 4,2839 1,3815 / 4,2839 1,5745/4,2839 

Resultado Test de Fisher 
Varianzas 

Iguales 
Varianzas 

Iguales 
Varianzas 

Iguales 

S2
común 0,1195 0,0712 0,0634 

t experimental / t de tabla 1,1382 / 2,2281 1,3440 / 2,2281 0,5441 / 2,2281 

Calificación test t de Student Cumple Cumple Cumple 

t experimental / |  | 
 

- - - 

Calificación test de Cochran - - - 

 
 
4.2.2.4. Exactitud 

 Los resultados obtenidos en el parámetro exactitud se muestran en las tablas 25, 

26 y 27. La estadística empleada en el estudio para los tres medios de disolución se 

presenta en la tabla 28.  

 En el anexo N° 9 se ilustran las gráficas de concentración de estándar agregado 

(mg/mL) en función de la concentración de estándar encontrado (mg/mL). 

 El rango de concentración utilizado en el parámetro de exactitud fue de 0,000195 – 

0,000359 mg/mL a pH 1,2 (65,00 – 119,67%); 0,000195 – 0,000361 mg/mL a pH 4,5 (65,00 

– 120,33%); y 0,000650 – 0,001200 mg/mL a pH 6,8 (65,00 – 120,00%). 
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Tabla 25. Resultados exactitud pH 1,2 

Nivel 

Cantidad  
estándar    

encontrado 
(mg) 

Porcentaje 
estándar 

encontrado 
(%) 

Calificación 
Porcentaje 

promedio (%) 
Calificación 

1 

20,18 101,15 Cumple 

100,18 Cumple 19,88 99,63 Cumple 

19,90 99,76 Cumple 

2 

19,81 99,29 Cumple 

99,32 Cumple 19,77 99,08 Cumple 

19,87 99,58 Cumple 

3 

19,73 98,91 Cumple 

99,03 Cumple 19,76 99,02 Cumple 

19,79 99,18 Cumple 

 

Promedio 99,51 

Cumple S 0,60 

%CV 0,60 

 

Tabla 26. Resultados exactitud pH 4,5 

Nivel 

Cantidad  
estándar     

encontrado 
(mg) 

Porcentaje 
estándar 

encontrado 
(%) 

Calificación 
Porcentaje 

promedio (%) 
Calificación 

1 

20,48 101,97 Cumple 

101,00 Cumple 20,23 100,75 Cumple 

20,14 100,29 Cumple 

2 

20,11 100,16 Cumple 

99,99 Cumple 20,11 100,15 Cumple 

20,01 99,65 Cumple 

3 

20,08 100,01 Cumple 

100,05 Cumple 20,10 100,07 Cumple 

20,09 100,06 Cumple 

 

Promedio 100,34 

Cumple S 0,57 

%CV 0,57 
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Tabla 27. Resultados exactitud pH 6,8 

Nivel 

Cantidad  
estándar     

encontrado 
(mg) 

Porcentaje 
estándar 

encontrado 
(%) 

Calificación 
Porcentaje 

promedio (%) 
Calificación 

1 

20,12 100,55 Cumple 

100,16 Cumple 20,09 100,37 Cumple 

19,92 99,55 Cumple 

2 

19,88 99,35 Cumple 

99,49 Cumple 19,92 99,53 Cumple 

19,93 99,58 Cumple 

3 

19,88 99,36 Cumple 

99,46 Cumple 19,90 99,46 Cumple 

19,92 99,55 Cumple 

 

Promedio 99,70 

Cumple S 0,39 

%CV 0,40 
 
 

Tabla 28. Estadística exactitud  en los tres medios de disolución 

 pH 1,2 pH 4,5 pH 6,8 

Test t de Student 

t experimental 2,1472 1,5185 2,03806 

t de tabla 2,3060 2,3060 2,30600 

Calificación t de Student Cumple Cumple Cumple 

Estadística de regresión 

Número de determinaciones 3 3 3 

R 1,00000 1,00000 1,00000 

r2 1,00000 0,99999 1,00000 

Pendiente 0,98622 0,99686 0,99200 

Intercepción eje Y 0,00000 0,00000 0,00000 

Calificación r Cumple Cumple Cumple 

Calificación r2 
Cumple Cumple Cumple 

Calificación Pendiente Cumple Cumple Cumple 
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4.2.2.5. Rango 

 pH 1,2 : 0,000195 – 0,000359 mg/mL (65,00 – 119,67%) 

pH 4,5 : 0,000195 – 0,000359 mg/mL (65,00 – 119,67%) 

 pH 6,8 : 0,000650 – 0,000120 mg/mL (65,00 – 120,00%) 

 
4.2.2.6. Estabilidad  

 En la tabla 29 se muestran los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad del 

método analítico, en los tres medios de disolución empleados. 

  
             Tabla 29. Resultados estabilidad para los tres medios de disolución 

Medio de 
disolución 

Día 
Área 

promedio 
S %CV 

%CV            
día 1 - día 2 

%CV           
día 1 - día 3 

pH 1,2 

1 103563 281 0,27 

0,27 0,40 2 103951 81 0,08 

3 104230 191 0,18 

Calificación Cumple Cumple 

pH 4,5 

1 107410 214 0,20 

0,34 0,35 2 106952 341 0,32 

3 106753 91 0,09 

Calificación Cumple Cumple 

pH 6,8 

1 355742 517 0,15 

0,40 0,15 2 353982 1535 0,43 

3 356383 321 0,09 

Calificación Cumple Cumple 

 

 
4.3. ESTUDIO CINÉTICO DE LIBERACIÓN-DISOLUCIÓN COMPARATIVO 

 A continuación, se presentan los resultados obtenidos en el estudio cinético de 

liberación-disolución comparativo en los tres medios de disolución, efectuado a los 

productos farmacéuticos de referencia de Laboratorio A y equivalente terapéutico de 

Laboratorio B. 
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4.3.1. Solución HCl 0,1 N pH 1,2 

 En la tabla 30 se presentan los resultados obtenidos de las cinéticas de liberación-

disolución en medio HCl 0,1 N pH 1,2, mientras que en la figura 7 se representan los 

perfiles de liberación-disolución del producto de referencia y  bioequivalente en el mismo 

medio de disolución. 

 
Tabla 30. Resumen resultados cinéticas de liberación-disolución pH 1,2 

Producto Tiempo 

Cantidad disuelta 
(mg) 

Porcentaje acumulado disuelto 
(%) 

Promedio 
12 vasos 

S %CV 
Promedio 
12 vasos 

S %CV 

Producto de 
referencia 

5 0,43 0,02 3,58 85,40 3,05 3,58 

10 0,48 0,01 2,47 95,45 2,36 2,47 

15 0,49 0,01 1,52 98,72 1,50 1,52 

20 0,50 0,00 1,00 100,41 1,00 1,00 

 

Producto 
bioequivalente 

5 0,48 0,02 3,39 95,03 3,22 3,39 

10 0,49 0,01 1,36 98,63 1,34 1,36 

15 0,50 0,01 1,20 99,99 1,20 1,20 

20 0,50 0,00 0,67 100,78 0,68 0,67 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 7. Cinética de liberación-disolución comparativo en 
solución HCl 0,1 N pH 1,2 
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4.3.2. Solución Amortiguadora de Acetato pH 4,5 

 Los resultados obtenidos de las cinéticas de liberación-disolución en medio 

amortiguador de acetato pH 4,5 se señalan en la tabla 31, los cuales se representan en la 

figura 8 mediante perfiles de liberación-disolución del producto referencia y 

bioequivalente. 

 
Tabla 31. Resumen resultados cinéticas de liberación-disolución pH 4,5 

Producto Tiempo 

Cantidad disuelta 
(mg) 

Porcentaje acumulado disuelto 
(%) 

Promedio 
12 vasos 

S %CV 
Promedio 
12 vasos 

S %CV 

Producto de 
referencia 

5 0,36 0,02 5,76 71,84 4,14 5,76 

10 0,48 0,01 2,45 96,21 2,36 2,45 

15 0,49 0,01 1,78 97,80 1,74 1,78 

20 0,50 0,01 1,60 99,02 1,58 1,60 

 

Producto 
bioequivalente 

5 0,46 0,01 2,97 92,06 2,73 2,97 

10 0,48 0,01 1,47 95,09 1,40 1,47 

15 0,48 0,01 1,41 95,84 1,35 1,41 

20 0,49 0,01 1,77 97,19 1,72 1,77 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 8. Cinética de liberación-disolución comparativo en 
solución amortiguadora de acetato pH 4,5 
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4.3.3. Solución Amortiguadora de Fosfato pH 6,8 

 En la tabla 32 se presentan los resultados obtenidos de las cinéticas de liberación-

disolución en medio amortiguador de fosfato pH 6,8. Además, en la figura 9 se 

representan los perfiles de liberación-disolución del producto de referencia y 

bioequivalente en solución amortiguadora de fosfato pH 6,8. 

 
Tabla 32. Resumen resultados cinéticas de liberación-disolución pH 6,8 

Producto Tiempo 

Cantidad disuelta 
(mg) 

Porcentaje acumulado disuelto 
(%) 

Promedio 
12 vasos 

S %CV 
Promedio 
12 vasos 

S %CV 

Producto de 
referencia 

5 0,33 0,03 10,55 65,16 6,88 10,55 

10 0,45 0,02 3,41 89,87 3,07 3,41 

15 0,47 0,01 1,56 93,46 1,46 1,56 

20 0,47 0,01 1,15 94,21 1,09 1,15 

 

Producto 
bioequivalente 

5 0,43 0,02 4,86 86,32 4,19 4,86 

10 0,47 0,01 1,68 93,00 1,56 1,68 

15 0,47 0,01 1,69 93,49 1,58 1,69 

20 0,47 0,01 1,71 93,54 1,60 1,71 

 
 

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 9. Cinética de liberación-disolución comparativo en 
solución amortiguadora de fosfato pH 6,8 
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4.3.4. Resumen de Resultados Estudio Cinético de Liberación-Disolución Comparativo 

 En la tabla 33 se muestra el porcentaje acumulado disuelto promedio del principio 

activo alprazolam, en el tiempo correspondiente a 15 minutos, de todos los medios de 

disolución, indicando además si se cumple con una muy rápida liberación-disolución que 

deben presentar los productos farmacéuticos analizados. 

 
Tabla 33. Resumen de resultados estudio cinético de liberación-disolución comparativo en 
los tres medios de disolución.  

Producto  
Medio de 
disolución 

Porcentaje acumulado 
disuelto promedio a los 

15 minutos (%) 
%CV 

Muy rápida 
liberación-
disolución 

Producto de 
referencia  

pH 1,2 98,72 1,52 Cumple 

pH 4,5 97,80 1,78 Cumple 

pH 6,8 93,46 1,56 Cumple 

    
Cumple 

Producto 
bioequivalente 

pH 1,2 99,99 1,20 Cumple 

pH 4,5 95,84 1,41 Cumple 

pH 6,8 93,49 1,69 Cumple 
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5. DISCUSIÓN 

 

 Los resultados obtenidos en este internado forman parte de una evaluación a la 

calidad biofarmacéutica de los productos comparador y equivalente terapéutico, de 

Laboratorio A y Laboratorio B respectivamente, lo que permite fiscalizar el cumplimiento 

de ambos productos farmacéuticos respecto a este requisito de calidad y de esta manera 

tomar medidas normativas regulatorias, si corresponde.  

 

5.1. SOLUBILIDAD  

 En el estudio de solubilidad, los resultados obtenidos corresponden a la materia 

prima activa alprazolam con la cual se elabora el producto bioequivalente comprimidos 

0,5 mg de Laboratorio B. Cabe mencionar, que no es posible determinar la solubilidad y 

por ende la clasificación en base al SCB de la materia prima activa alprazolam con la cual 

se elabora el producto de referencia comprimidos 0,5 mg de Laboratorio A, debido a que 

el laboratorio recién mencionado no la envió para su análisis. 

 En primera instancia, fue necesario analizar los resultados de la verificación del 

equipo de Solubilidad Gemini Profiler, ya que tanto el control de calidad del electrodo 

como el control de calidad del titulante son fundamentales para poder efectuar los 

análisis posteriores (pKa y solubilidad). Como se puede observar en la tabla 10, el ajuste 

GOF de ambos ensayos es menor a 2, quedando el equipo verificado y operativo para 

efectuar la determinación de pKa y solubilidad de la materia prima activa alprazolam. 

 El pKa experimental del principio activo alprazolam obtenido al integrar los tres 

archivos resultantes de las titulaciones efectuadas, corresponde a 3,79 con un ajuste GOF 

de 1,6, cumpliendo con el criterio establecido. Cabe mencionar, que el ajuste GOF recién 

mencionado se acerca bastante a 1, lo que significa que el resultado experimental se 

asemeja al modelo teórico de pKa planteado en la tabla 4. En este modelo teórico se 

ingresó un pKa estimado, el cual según Laihanen et al. 199630 corresponde a 3,5, cuyo 
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valor no difiere significativamente del pKa experimental obtenido por el equipo Gemini 

Profiler, lo que fundamenta el GOF resultante de este estudio. 

 La solubilidad intrínseca de la materia prima activa alprazolam, resultante de la 

integración de los tres archivos, se obtuvo a un pH cercano a 8 con un valor de 44,3 µg/mL 

y un ajuste GOF de 9,7. Como se puede observar, aunque el ajuste GOF cumple con el 

criterio de aceptación, éste se aleja de 1 y por ende el resultado experimental obtenido 

difiere del modelo teórico planteado en la tabla 5. El resultado informado por Laboratorio 

B respecto a la solubilidad mínima de la materia prima activa alprazolam corresponde a 

125 µg/mL, obtenida a pH 5,5, siendo esta la solubilidad intrínseca estimada que se 

ingresó en el modelo teórico, la cual no se asemeja a la solubilidad intrínseca obtenida en 

este estudio, justificando de esta manera el GOF resultante.  

 En la figura 3, se puede apreciar el gráfico Bjerrum proveniente de la integración 

de los archivos de solubilidad intrínseca, el cual corresponde al número de protones 

cedidos en función del pH. En este gráfico, se puede observar que a medida que aumenta 

el pH de la solución la molécula se va deprotonando, obteniéndose un pKa aparente 

desplazado hacia la derecha. El pKa aparente es debido a la formación de precipitado 

(soluto) en la solución, y puede estar desplazado tanto hacia la derecha como hacia la 

izquierda del pKa real, dependiendo del carácter ácido o básico de la molécula. En este 

caso, el pKa se encuentra desplazado hacia la izquierda, debido al carácter básico de la 

molécula alprazolam43. 

 En cuanto al perfil de solubilidad en función del pH de la materia prima activa en 

estudio, se puede observar que a medida que aumenta el pH de la solución, la solubilidad 

de alprazolam va disminuyendo. Esto se debe al carácter básico de la molécula, en donde 

si el pH de una solución es menor que el pKa de la base, predomina la forma ionizada 

(protonada), y por ende la solubilidad de la materia prima aumenta; mientras que si el pH 

de una solución es mayor que el pKa de la base, predomina la forma neutra 

(deprotonada), y por ende la solubilidad de la materia prima disminuye44. 
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 Por otra parte, para determinar el Do se necesita el valor de solubilidad mínima de 

la materia prima en estudio dentro del rango de pH fisiológico. Sin embargo, la solubilidad 

intrínseca reportada de la materia prima activa alprazolam se obtiene a un pH fuera de 

este rango, motivo por el cual fue necesario determinar la solubilidad mínima en un rango 

de pH de 1,2 – 6,8 de cada titulación efectuada, cuyo promedio corresponde a 0,0367 

mg/mL a un pH cercano a 6,8. De esta manera, empleando la solubilidad mínima 

promedio, dosis máxima de 1 mg y volumen de administración de 250 mL, se establece 

que el Do es menor a 1 y por ende se puede clasificar la materia prima activa alprazolam 

con la cual se elabora el producto bioequivalente comprimidos 0,5 mg de Laboratorio B 

como de alta solubilidad 

 Si se compara la solubilidad de alprazolam informada por otros autores (ver tabla 

3), con la solubilidad mínima promedio obtenida en este estudio (0,0367 mg/mL cercana a 

6,8), se puede apreciar que esta última es similar a la solubilidad reportada por Drugbank 

(0,040 mg/mL a pH 7,0)17. Cabe mencionar, que al comparar el resultado obtenido en el 

presente estudio con el resultado informado por Laboratorio B respecto a la solubilidad 

mínima de alprazolam en el rango de pH fisiológico, se puede observar que estos valores 

no son similares, sin embargo, en ninguno de los dos casos se afecta la clasificación de la 

materia prima activa alprazolam como de alta solubilidad. 

 

5.2. VALIDACIÓN DE METODOLOGÍA ANALÍTICA 

5.2.1. VALORACIÓN MATERIA PRIMA ALPRAZOLAM 

 El porcentaje de pureza del principio activo alprazolam encontrado en la valoración 

de la materia prima activa alprazolam de Laboratorio B corresponde 99,96%, con un 

coeficiente de variación porcentual de 0,97%, por lo que se cumple con el criterio de 

aceptación establecido por la USP14. De esta manera, la materia prima activa alprazolam 

puede ser utilizada como estándar secundario tanto en la validación de la metodología 

analítica como en el estudio cinético de liberación-disolución comparativo de formas 
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farmacéuticas solidas orales de liberación convencional que contengan el principio activo 

alprazolam. 

 

5.2.2. VALIDACIÓN DE METODOLOGÍA ANALÍTICA PARA ESTUDIO CINÉTICO DE 

LIBERACIÓN-DISOLUCIÓN COMPARATIVO 

  Respecto al parámetro selectividad, tanto en las muestras (producto de referencia 

y producto bioequivalente) como en el estándar alprazolam se observa una única señal, 

cuyos tiempos de retención y áreas de las muestras coinciden con el tiempo de retención 

y área del estándar, en los tres medios de disolución establecidos. Así mismo, en la lectura 

del blanco y blanco con detergente, no se observan señales que puedan interferir con la 

lectura de alprazolam, en los tres medios de disolución. De esta manera, se comprueba 

que el método analítico del estudio de liberación-disolución in vitro es capaz de cuantificar 

el analito de interés (alprazolam) sin que exista interferencia de otras sustancias químicas 

presentes en la muestra, estableciéndose que es selectivo para los tres medios de 

disolución. 

 Los resultados obtenidos en el parámetro de linealidad para los tres medios de 

disolución, respecto al %CV de cada nivel y %CV del factor de respuesta de todos los 

puntos de la curva de calibración, cumplen con los criterios de aceptación. Además, al 

inspeccionar visualmente el gráfico de área en función de la concentración del analito, se 

puede observar un comportamiento lineal en cada medio de disolución. Por otra parte, al 

evaluar la linealidad del método mediante la estadística de regresión lineal en los tres 

medios de disolución, se puede destacar que los coeficientes de determinación cumplen 

con el criterio de aceptación, demostrándose la existencia de regresión entre las variables 

de concentración y respuesta analítica y en todos los casos el intervalo de confianza del 

intercepto del eje “y” pasa por cero. En base a todo lo mencionado anteriormente, se 

comprueba que el método analítico del estudio de liberación-disolución in vitro es lineal 

en un rango de concentraciones establecido para cada medio de disolución.  
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 En cuanto al estudio de precisión efectuado en los tres medios de disolución, tanto 

en repetibilidad como en precisión intermedia el coeficiente de variación porcentual de 

cada nivel cumple con el criterio de aceptación. Además, la estadística empleada en la 

precisión intermedia, correspondiente al Test Comparación de Medias, cumple con los 

criterios de aceptación especificados y por ende se confirma la condición de 

homogeneidad para varianzas iguales y en el caso de varianzas distintas se concluye que 

las medias de ambos conjuntos son significativamente iguales. De esta manera, es que el 

método analítico del estudio de liberación-disolución in vitro es preciso en un rango de 

concentraciones establecido para cada medio de disolución. 

  Por otra parte, los porcentajes de recuperación obtenidos en el estudio de 

exactitud para cada medio de disolución, se encuentran dentro de los límites 

especificados. Así mismo, la estadística utilizada en este parámetro para cada medio de 

disolución, en relación al test t de Student, cumple con el criterio de aceptación y por 

ende se demuestra que los valores (valor medio obtenido y valor teórico) no difieren 

significativamente. Al evaluar la exactitud del método analítico mediante la estadística de 

regresión, cuyos estimadores se obtuvieron a partir de un gráfico de cantidad de estándar 

agregado en función de la cantidad de estándar encontrado, se puede observar que el 

coeficiente de regresión, coeficiente de determinación y pendiente cumplen con los 

criterios de aceptación especificados. De esta manera, se demuestra estadísticamente que 

el método analítico del estudio de liberación-disolución in vitro es exacto en un rango de 

concentraciones establecidas para cada medio de disolución. 

 Si bien la validación se efectuó de manera independiente para cada medio de 

disolución, el rango de concentraciones en el cual el método analítico es lineal, preciso y 

exacto es el mismo a pH 1,2 y 4,5 (65,00 – 119,67% de la concentración de trabajo) y 

distinto a pH 6,8 (65,00 – 120,00% de la concentración de trabajo). Cabe mencionar, que 

debido a una segunda dilución empleada en los medios de disolución pH 1,2 y 4,5, la 

concentración de trabajo de estos es diferente a la concentración de trabajo empleada en 

el medio de disolución pH 6,8. 
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 Los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad de la solución estándar 

alprazolam, para cada medio de disolución, cumplen con los criterios de aceptación 

especificados. Por lo tanto, se comprueba que la solución de estándar secundario 

alprazolam es estable en los tres medios de disolución, durante un periodo de tres días y 

manteniéndose almacenada en refrigeración (2 – 8°C). 

  En base a todo lo mencionado anteriormente, se demuestra que el método 

analítico para el estudio cinético de liberación-disolución comparativo de FFSO-LI que 

contengan alprazolam 0,5 mg, permite entregar resultados confiables y reproducibles 

dentro de los intervalos definidos y en todos los medios de disolución establecidos 

(solución HCl 0,1 N pH 1,2; solución amortiguadora de acetato pH 4,5; y solución 

amortiguadora de fosfato pH 6,8). 

 

5.3. ESTUDIO CINÉTICO DE LIBERACIÓN-DISOLUCIÓN COMPARATIVO 

 Los resultados obtenidos en el estudio cinético de liberación-disolución in vitro 

corresponden al producto farmacéutico de referencia de Laboratorio A y al producto 

farmacéutico certificado actualmente como bioequivalente de Laboratorio B. 

 Al evaluar los perfiles de liberación-disolución, tanto del producto de referencia 

como del producto bioequivalente en solución de pH 1,2, se puede observar que ambos 

presentan un porcentaje acumulado disuelto promedio mayor al 85% a los 15 minutos. Así 

mismo, al analizar los perfiles de liberación-disolución de estos productos farmacéuticos 

en solución amortiguadora de pH 4,5, se puede apreciar que tanto el producto de 

referencia como el producto bioequivalente presentan un porcentaje acumulado disuelto 

promedio mayor al 85% a los 15 minutos. Por otra parte, los perfiles de liberación-

disolución del producto de referencia y bioequivalente en solución amortiguadora de pH 

6,8, también mostraron un porcentaje acumulado disuelto promedio mayor al 85% a los 

15 minutos.  

 De esta manera, tanto el producto de referencia como el producto certificado 

como equivalente terapéutico presentan una cantidad acumulada disuelta promedio 
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mayor al 85% de principio activo alprazolam respecto de lo declarado, en un tiempo de 15 

minutos y en los tres medios de disolución establecidos (solución HCl 0,1 N pH 1,2; 

solución amortiguadora de acetato pH 4,5; y solución amortiguadora de fosfato pH 6,8). 

Además, todas las cinéticas se realizaron bajo condiciones aceptadas por la guía técnica G-

BIOF 02, es decir, empleando el aparato de paleta (aparato II USP), a 75 r.p.m. y en un 

volumen de 500 mL. De esta manera, según los criterios adoptados en la guía técnica G-

BIOF 02 y en base a todo lo mencionado anteriormente, es que el producto farmacéutico 

de referencia de Laboratorio A y el producto certificado como bioequivalente de 

Laboratorio B presentan una muy rápida liberación-disolución7. 

 Como se menciono anteriormente, ambos productos farmacéuticos presentan la 

característica de muy rápida liberación-disolución y por ende no es necesaria la 

comparación de los perfiles cinéticos mediante el factor de similitud. De esta manera, se 

demuestra que el producto bioequivalente presenta un perfil de disolución similar al 

producto comparador y al mismo tiempo se comprueba el cumplimiento de uno de los 

requisitos que permitieron aprobar la solicitud de Bioexención en base al SCB para el 

producto equivalente terapéutico de Laboratorio B. 

 En base a los resultados obtenidos en el presente internado, se puede comprobar 

la alta solubilidad de la materia prima activa alprazolam que adquiere Laboratorio B y una 

muy rápida liberación-disolución tanto del producto de referencia como del producto 

certificado actualmente como equivalente terapéutico. Cabe mencionar, que no fue 

posible analizar la solubilidad de la materia prima activa alprazolam que adquiere 

Laboratorio A para compararla con la materia prima que utiliza Laboratorio B. Sin 

embargo, esto no impidió que se cumpliera satisfactoriamente el seguimiento a la calidad 

biofarmacéutica del producto bioequivalente.  
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6. CONCLUSIONES 

 

1. La materia prima activa alprazolam empleada por Laboratorio B para la elaboración de 

su producto certificado como bioequivalente se clasifica como de alta solubilidad de 

acuerdo al Sistema de Clasificación Biofarmacéutico.  

 
2. No fue posible determinar la clasificación de solubilidad de la materia prima activa 

alprazolam que adquiere Laboratorio A para la elaboración de su producto de 

referencia. 

 
3. La metodología analítica utilizada en el estudio cinético de liberación-disolución in 

vitro de formas farmacéuticas sólidas orales de liberación inmediata que contienen 

alprazolam 0,5 mg, es adecuada para los fines previstos, ya que se cumple con las 

características de desempeño especificadas, permitiendo entregar resultados 

confiables y reproducibles. 

 
4. Tanto el producto de referencia en la dosis de 0,5 mg de Laboratorio A como el 

producto equivalente terapéutico en la dosis de 0,5 mg de Laboratorio B presentaron 

la característica de muy rápida liberación-disolución en los tres medios establecidos 

(solución HCl 0,1 N pH 1,2; solución amortiguadora de acetato pH 4,5; y solución 

amortiguadora de fosfato pH 6,8). 

 
5. Se comprueba experimentalmente el cumplimiento de los requisitos de solubilidad y 

disolución que permitieron la aprobación de bioexención en base al Sistema de 

Clasificación Biofarmacéutico del producto equivalente terapéutico de Laboratorio B. 
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6. Para complementar este estudio y asegurar la alta permeabilidad del principio activo 

alprazolam, se debería realizar una determinación de permeabilidad empleando un 

modelo in vitro, de cultivo celular u otro. 
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8. ANEXOS 

Anexo N° 1 

 

 

           Figura 1. Verificación Equipo Cromatógrafo Líquido de Alta Resolución (1) 
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 Figura 2. Verificación Equipo Cromatógrafo Líquido de Alta Resolución (2) 
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Anexo N° 2 

 

 

     Figura 3. Certificado de análisis Estándar de Referencia USP alprazolam (1) 
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Figura 4. Certificado de análisis Estándar de Referencia USP alprazolam (2) 
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Anexo N° 3 

 

Tabla 1. Valoración materia prima activa alprazolam: Esquema de inyecciones 

Muestra Vial Lecturas Test 

Blanco 1 1 vez Evaluación Carry Over 

Estándar Trabajo 2 5 veces 
Test de Aptitud del Sistema; variación del factor 

de respuesta VFR ≤ 2 % 

Estándar Control 3 5 veces 
Test de Aptitud del Sistema; variación del factor 

de respuesta VFR ≤ 2 % 

Blanco 1 1 vez Evaluación Carry Over 

Muestra A 4 3 veces 
Determinación concentración de la muestra con 

el estándar trabajo 

Muestra B 5 3 veces 
Determinación concentración de la muestra con 

el estándar trabajo 

Muestra C 6 3 veces 
Determinación concentración de la muestra con 

el estándar trabajo 

Blanco 1 1 vez Evaluación Carry Over 

Estándar Trabajo 2 2 veces Variación del factor respuesta VFR ≤ 2 % 

Estándar Control 3 2 veces Variación del factor respuesta VFR ≤ 2 % 

Blanco 1 1 vez Evaluación Carry Over 
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Anexo N° 4 

 

 

 Figura 5. Preparación de muestras del parámetro selectividad 

*Procedimiento realizado en los tres medios de disolución. 
**Procedimiento realizado a pH 1,2 y pH 4,5. 
***Procedimiento empleado en la preparación de muestra del estudio de estabilidad. 
 
 

 

 Figura 6. Preparación de muestras del parámetro linealidad 

*Procedimiento realizado en los tres medios de disolución. 
**Procedimiento realizado a pH 1,2 y pH 4,5. 
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 Figura 7. Preparación de muestras del parámetro precisión  

*Tanto en repetibilidad como en precisión intermedia se efectuó el mismo procedimiento 
descrito, solo que en días diferentes.  
**Procedimiento realizado en los tres medios de disolución. 
***Procedimiento realizado a pH 1,2 y pH 4,5. 
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 Figura 8. Preparación de muestras del parámetro exactitud 

*Se adicionó una alícuota de 9 mL a cada nivel (nivel 1, nivel 2 y nivel 3). 

**Procedimiento realizado a pH 1,2 y pH 4,5. 
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Anexo N° 5 

 

 

    Figura 9. Verificación Equipo de Disolución (1) 
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    Figura 10. Verificación Equipo de Disolución (2) 
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Anexo N° 6 

 

 

         Figura 11. Resultado pKa materia prima activa alprazolam: Documento obtenido 
         por Software pS 
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Anexo N° 7 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Selectividad pH 1,2: Cromatograma estándar alprazolam 100% de 
concentración de trabajo 



94 
 

 

Figura 13. Selectividad pH 4,5: Cromatograma estándar alprazolam 100% de 
concentración de trabajo 
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Figura 14. Selectividad pH 6,8: Cromatograma estándar alprazolam 100% de 
concentración de trabajo 
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y = 3516.6x - 0.0064 
R² = 0.9998 
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Anexo N° 8 

 

 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

y = 3553.5x - 0.0072 
R² = 0.9999 
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Figura 15. Linealidad pH 1,2: gráfica concentración en función del 
área 

Figura 16. Linealidad pH 4,5: gráfica concentración en función del 
área 
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y = 3511,9x + 0,0265 
R² = 0,9996 
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Figura 17. Linealidad pH 6,8: gráfica concentración en función del 
área 
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Anexo N° 9 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

y = 9.8622E-01x + 9.6463E-07 
R² = 1.0000E+00 
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y = 9.9686E-01x + 6.8588E-07 
R² = 9.9999E-01 
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Figura 18. Exactitud pH 1,2: gráfico cantidad de estándar  
encontrando en función de la cantidad de estándar agregado 

Figura 19. Exactitud pH 4,5: gráfico cantidad de estándar  
encontrando en función de la cantidad de estándar agregado 
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y = 9.9200E-01x + 1.7654E-06 
R² = 1.0000E+00 

0.00000

0.00020

0.00040

0.00060

0.00080

0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008

C
an

ti
d

ad
 E

st
án

d
ar

 A
gr

e
ga

d
o

 (
m

g/
m

L)
  

Cantidad Estándar Encontrado (mg/mL)  

Exactitud pH 6,8 
Gráfica Cantidad Estándar Encontrado v/s 

Cantidad Agregada 
 
 

 

Figura 20. Exactitud pH 6,8: gráfico cantidad de estándar  
encontrando en función de la cantidad de estándar agregado 


