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RESUMEN

En este internado se trabajé bajo el Programa de Fiscalizacion a la Calidad
Biofarmacéutica que el Subdepartamento de Biofarmacia y Bioequivalencia de la Agencia
Nacional de Medicamentos inicié en el afio 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 determind el perfil de solubilidad en funcién del pH de la materia prima activa
alprazolam empleada por Laboratorio B y se realizé un estudio cinético de liberacidn-
disolucién comparativo entre el producto de referencia y el producto equivalente
terapéutico en medios de pH 1,2, 4,5 y 6,8, empleando una metodologia analitica
previamente validada para el andlisis de las muestras. Dentro de los resultados obtenidos
destaca la alta solubilidad que presentd la materia prima activa alprazolam y una muy
rapida liberacion-disolucion en los tres medios establecidos tanto del producto de
referencia como del producto equivalente terapéutico. De esta manera, se comprobé y
corrobord el cumplimiento de los requisitos de solubilidad y disolucién que permitieron la
aprobaciéon de bioexenciéon en base al Sistema de Clasificaciéon 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.



1. INTRODUCCION

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 sélidas orales de liberacién convencional,
mediante la determinacién de perfiles de solubilidad de la materia prima activa y la
realizacion de un estudio cinético de liberacidn-disolucion 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
gue su calidad y seguridad debe estar demostrada. Es por ello, que el Ministerio de Salud
y el Instituto de Salud Publica 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 farmacéuticos’. Ademads, para complementar lo anterior, la
Unidad de Biofarmacia del Departamento de Control Nacional del ISP (actualmente
Subdepartamento de Biofarmacia y Bioequivalencia), elaboré 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 Ila
“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 implementacién de la actual
exigencia de demostracién de equivalencia terapéutica2’3.

Esta Norma sefala que dos productos farmacéuticos son equivalentes terapéuticos
si son equivalentes farmacéuticos (mismo principio activo, misma cantidad, idéntica forma
farmacéutica y administrados por la misma via) rotulados y manufacturados bajo normas

actualizadas de buenas practicas de manufactura (GMP), y si han demostrado, a través de



estudios apropiados, que sus efectos, respecto a eficacia y seguridad, son los mismos,
luego de ser administrados al hombre en la misma dosis molar’>. Sin embargo, la
Organizacidon Mundial de la Salud (OMS) ha ampliado esta consideracion a productos que
son alternativas farmacéuticas’. 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 poblacion”.

Los productos farmacéuticos similares o genéricos corresponden a medicamentos
gue 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 estandares 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 evaluacidon de su equivalencia
terapéutica y generalmente corresponde a un medicamento innovador (primer producto
farmacéutico con autorizacion de comercializacion, en base a la documentacién de
calidad, eficaciay seguridad)2'3'6.

La equivalencia terapéutica entre productos farmacéuticos se puede establecer a
través de Estudios Farmacodinamicos, Estudios Clinicos, Estudios de Biodisponibilidad
Comparativo (Estudios de Bioequivalencia in vivo) y Estudios de Liberacion-Disolucién in
vitro, siendo los Estudios de Bioequivalencia in vivo y los Estudios in vitro, los mas
utilizados en la actualidad’.

El Estudio de Bioequivalencia in vivo consiste en comparar la cantidad y velocidad
con que el farmaco de un producto de referencia y el de un producto en estudio (genérico
o similar) llegan a la circulacién sanguinea. De esta manera, como se asume que iguales
perfiles plasmaticos produciran equivalentes efectos terapéuticos, si se demuestra que el
farmaco en estudio presenta el mismo perfil de concentracidon sanguinea que el farmaco

de referencia, la evidencia de eficacia clinica y seguridad del producto farmacéutico de



referencia se aplica al producto farmacéutico en estudio®. Aunque este estudio ha sido el
estdndar aceptado internacionalmente para demostrar la seguridad y eficacia de los
medicamentos, en ciertos casos se puede solicitar bioexencién de estudios de
bioequivalencia, es decir, eximicion de la obligacion de presentar estudios de
biodisponibilidad comparativo para el establecimiento de la equivalencia terapéutica, la
cual puede demostrarse mediante estudios in vitro (estudio Cinético de Liberacién-
Disolucién comparativo) entre el producto en estudio y el producto de referencia®. Uno de
los casos en que es posible aplicar esta consideraciéon, corresponde a formas
farmacéuticas sdlidas orales de liberacion inmediata (FFSO-LI) en base al Sistema de
Clasificacién Biofarmacéutico (SCB)°.

El SCB es un marco cientifico utilizado para clasificar a los principios activos en base
a su solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal, que al ser combinado con la cinética de
liberacion-disolucion del producto farmacéutico, toma en consideracién tres factores
principales que gobiernan la velocidad y el grado de absorcién del fdrmaco a partir de la
FFSO-LI: disolucion, solubilidad y permeabilidad intestinal. El verdadero sentido de esta
clasificacién es que la disolucién de la forma farmacéutica depende considerablemente de
la solubilidad del principio activo y que la absorcidn en el tracto gastrointestinal depende
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de las propiedades de permeabilidad del principio activo™ ~~. Segun el SCB, los principios

activos se clasifican de la siguiente manera:

Tabla 1. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico

Clase Solubilidad Permeabilidad
1 Alta Alta
2 Baja Alta
3 Alta Baja
4 Baja Baja




Por lo tanto, si la FFSO-LI presenta una rapida o muy rapida liberacién-disolucién y
el principio activo pertenece a la Clase 1 del SCB, se puede solicitar bioexencion 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
afio 2006, la OMS extendidé la bioexencién a los productos formulados con principios
activos de la Clase 2 y 3, los cuales deben cumplir con ciertos criterios durante la
evaluacion’.

Sin embargo, la bioexencién 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 absorciéon y la cantidad de
excipientes en la FFSO-LI debera corresponder a la funcidn prevista; farmacos con un
amplio margen terapéutico; estabilidad gastrointestinal del principio activo, en el cual una
degradacion mayor al 5% del farmaco podria sugerir una posible inestabilidad; y
formulaciones no disefiadas para ser absorbidas en la cavidad oral”*2.

Para que un principio activo se considere altamente soluble, es necesario que la
mayor concentracion posoldgica del producto de liberacidn inmediata objeto de una
solicitud de bioexencidén, sea soluble en 250 mL o menos, en un medio acuoso, a 37°Cy
con valores de pH comprendidos entre 1 - 6,8"".

Un tema relevante al momento de determinar la solubilidad de los principios
activos es el polimorfismo, que es la existencia de una sustancia quimica en dos o mas
formas cristalinas, ya sea como polimorfos, solvatos y formas amorfas. Estas formas
cristalinas presentan diferentes propiedades fisicas y quimicas y, como consecuencia,
diferencias en sus propiedades biofarmacéuticas. Por lo tanto, ademas de determinar la
solubilidad de un principio activo utilizado en la elaboracion de un medicamento
candidato a bioexencién, se deben realizar controles adecuados que permitan caracterizar

completamente la materia prima empleada en su fabricacion, mediante la determinacion



del tamano de particula, el habito cristalino (morfologia de las particula) 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 fraccidn absorbida de la dosis administrada en seres humanos
es del 90% o mas, basandose en una determinacién de balance de masa o en la
comparacién con una dosis de referencia intravenosa’™.

En cuanto a la disolucién de una FFSO-LI, se considera que es de muy rapida
liberacion-disolucidon cuando no menos del 85% de la dosis del principio activo se disuelve
a los 15 minutos o menos, empleando el Aparato | USP (canastillo) a 100 rpm o el Aparato
Il USP (paleta) a 75 rpm, en un volumen de 900 mL o menos y en cada uno de los
siguientes medios: solucion acido clorhidrico (HCl) 0,1 N pH 1,2; solucién amortiguadora
de acetato pH 4,5; y solucién amortiguadora de fosfato pH 6,8. Y se considera que es de
rapida liberacion-disolucién, cuando no menos del 85% de la dosis del principio activo se
disuelve dentro de 30 minutos®*”.

Para comparar el producto en estudio con el producto de referencia, se debe
confrontar los perfiles cinéticos de liberacién-disolucion mediante un método

independiente, denominado factor de similitud (f,), segun la siguiente férmula®’*:

n -0,5

1
f, = 50 x log 1+£><Z(Rt—Tt)2 x 100

t=1

Donde, f, es el factor de similitud, log es el logaritmo en base 10, n es el nimero de
tiempos de muestreo, R es el porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del producto
de referencia y T; es el porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del producto en
estudio. f, es una manera sencilla de comparar los perfiles de disolucién y corresponde a

una medida de la semejanza en el porcentaje (%) de disolucion entre dos curvas. De esta



manera, dos perfiles se consideran similares cuando el valor f, es igual o mayor a 50,
debido a que refleja la equivalencia de las dos curvas vy, por lo tanto, la bioequivalencia
entre los productos. Para permitir el uso de datos promedio, el coeficiente de variacién
porcentual (%CV) no debera ser mas del 20% para los puntos antes del 85% de la cantidad
declarada disuelta y no mas 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 mas de la cantidad declarada a los 15 minutos o
menos, utilizando los tres medios de disolucién descritos, no es necesaria la comparacién
con una prueba f,*7°.

Para llevar a cabo el procedimiento descrito anteriormente, se requiere de una
previa validacion de la metodologia analitica, con el fin de establecer experimentalmente
que el método seleccionado cumple con los requisitos para las aplicaciones analiticas
previstas, mediante la evaluacion de caracteristicas de desempeno, tales como exactitud,
precisién (repetibilidad y precision intermedia), selectividad, limite de deteccidn, limite de
cuantificacion, linealidad, rango y robustez'®. La validacién de procedimientos analiticos
puede involucrar algunas o todas las caracteristicas de desempefo recién mencionadas y
segln la International Conference on Harmonisation (ICH) se categorizan por el tipo de
método analitico (ver tabla 2)*.

En la actualidad, existen mas de 300 productos farmacéuticos bioequivalentes,
dentro de los cuales varios de ellos se establecieron mediante bioexencién®®. Para ellos,
surgié la iniciativa por parte de la autoridad sanitaria (ANAMED) de crear un “Programa de
Fiscalizacién de la Calidad Biofarmacéutica de Productos Certificados como
Bioequivalentes”, a cargo del Subdepartamento de Biofarmacia y Bioequivalencia, cuyo
propdsito es disponer de un plan de fiscalizacién que permita verificar el desempefio 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 demostrd su equivalencia terapéutica

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



alprazolam 0,5 mg de Laboratorio B, cuya bioexenciéon fue aprobada por la autoridad
sanitaria en base al SCB. El producto de referencia en este caso es una formulacién 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 bioexencion®.

Tabla 2. Caracteristicas de desempefiio segln el tipo de procedimiento analitico

Ensayo
Caracteristica de desempefio Identificacion | - Disolucion (solamente medicion)

- Contenido/ Potencia

Exactitud - +
Precision (Repetibilidad) - +
Precision (Precision Intermedia) - +
Selectividad** + +

Limite de Deteccion - -

Limite de Cuantificacion - -

Linealidad = +

Rango - +

+ Significa que esta caracteristica analitica es normalmente evaluada

- Significa que esta caracteristica no es normalmente evaluada

* En los casos en los que se realiza la reproducibilidad no es necesario realizar la precisidn intermedia.

** La falta de selectividad de un procedimiento analitico puede ser compensada por otros procedimientos.
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Figura 1. Estructura quimica de aIprazoIam17

Alprazolam es un depresor del Sistema Nervioso Central, que pertenece al grupo
farmacolégico denominado benzodiazepinas y dentro del mismo se clasifica como una
triazolobenzodiazepina de accién intermedia utilizada en el tratamiento de estados de

ansiedad, ataques de panico, depresion y agorafobia®®™*?

. Posee propiedades ansioliticas,
sedantes, hipnéticas, anticonvulsivantes y miorrelajantes y su accidén estd mediada a
través del neurotransmisor inhibitorio del Sistema Nervioso Central, acido gamma-
aminobutirico (GABA). Alprazolam se une especificamente al lugar regulador del receptor
de GABA (receptor GABA,), distinto del lugar de unién del neurotransmisor, produciendo
una modulacién 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

. Adema3s, presenta
propiedades antidepresivas independientes, ya que su estructura (triazolobenzodiazepina)
se parece a la de los antidepresivos triciclicos por el anillo triazol agregado®.

En cuanto a su farmacocinética, mas del 90% de alprazolam es absorbido después
de su administracién por via oral, alcanzando un nivel plasmatico maximo en el curso de 1

a 2 horas. Cerca del 80% de la dosis de alprazolam se une a proteinas plasmaticas. Se

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

"El receptor GABA, 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
hiperpolarizaciéon de la neurona y, como consecuencia, la célula es menos susceptible a los estimulos
activadores, produciendo inhibicidn neuronal ™.



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
orina®> .

Por otra parte, alprazolam es una sustancia liposoluble, de cardcter basico y en

condiciones de estrés forzado se observa una fotodegradacion®>2°

. Cabe mencionar, que
alprazolam sufre una hidrdlisis en medio acido, mediante una reaccién reversible de
apertura del anillo benzodiazepinico, 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 £27-28
\r/N\

O NH»
Cl O

Figura 2. Apertura de anillo de aIprazoIam28

A continuacién, se presenta una tabla que indica el nombre quimico, féormula
molecular y propiedades fisicas y quimicas del principio activo alprazolam segun la

literatura cientifica.
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Tabla 3. Caracteristicas y propiedades del principio activo alprazolam

Nombre Quimico 8-Cloro-1-metil-6-feniI-4H-s-triazoIo[4,3-0L][1,4]benzodiazepina14

Formula Molecular C17H1;.;CIN414

Caracter basico o .
Base Débil

acido

Peso Molecular 308,76 g/mol**
pKa experimental 3,50%°

pKa tedrico 2,4%

logP 4,230*

clogP 2,20531

» 0,1 mg/mL cercanoapH5,0ya 25°C*.
Solubilidad 0,01 mg/mL; solubilidad intrinseca segtin Tsrlink>".
40 mg/L, a pH 7; 12 mg/mL, a pH 1,2; segun Drugbank”.

Metoprolol es un farmaco clasificado como de alta permeabilidad, ya que el 95%
de la dosis administrada por via oral se absorbe desde el tracto gastrointestinal y, segun la
Administracién Federal de los Alimentos y Drogas de los Estados Unidos (FDA), se puede
emplear como patrén de referencia para determinar la permeabilidad de otros principios
activos. De esta manera, farmacos 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
1,486°%). Por lo tanto se puede estimar que el principio activo alprazolam presenta una
alta permeabilidad pasiva y puede clasificarse, provisionalmente, como un farmaco de alta
permeabilidad.

En el afio 2010 Laboratorio B realizé un estudio biofarmacéutico in vitro, con el
propdsito de optar a bioexencidon 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 efectud un estudio de solubilidad de la
materia prima activa empleada en la elaboracidn del producto recién mencionado y un
estudio cinético de liberacién-disolucion comparativo entre el producto de referencia (a
base de alprazolam en comprimidos de 0,5 mg) de Laboratorio Ay el producto en estudio.

Los resultados informados por Laboratorio B permitieron clasificar a la materia
prima activa analizada como de alta solubilidad y, segin 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 liberacién-disolucion
en los tres medios establecidos, tanto el producto de referencia como el producto en
estudio presentaron una muy rapida liberacién-disolucion, 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 bioexencién y se pudo otorgar la condicién 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 fiscalizacidén, con el propdsito de realizar un seguimiento a la calidad
biofarmacéutica de los productos recién nombrados, efectuando un estudio comparativo
de cinéticas de liberacién-disolucion 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 rapida liberacién-
disolucién in vitro en todo el rango de pH gastrointestinal; y verificando que la materia
prima activa (alprazolam) que se utiliza para la elaboraciéon 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.



12

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 determinacién de
perfiles de solubilidad de la materia prima activa alprazolam y determinacion de perfiles
de disolucidon comparativos entre ambos productos farmacéuticos, en todo el rango de pH

gastrointestinal, de acuerdo a la normativa de bioequivalencia nacional.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Adquirir competencias y experiencia en técnicas de laboratorio analitico,
especificamente en el manejo de equipos como cromatdgrafo liquido de alta
resolucién (HPLC), disolutor y equipo de titulacion potenciométrica para perfiles de

solubilidad.

e Verificar la alta solubilidad de la materia prima activa alprazolam utilizada por
Laboratorio A y Laboratorio B, mediante la determinacion de perfiles de solubilidad en

funcién del pH a 37°C, utilizando el equipo semiautomatico Gemini Profiler.

e Validar la metodologia analitica para el estudio cinético de liberacion-disolucién
comparativo de formas farmacéuticas que contengan el principio activo alprazolam,
mediante  cromatografia liquida de alta resolucién, para demostrar
experimentalmente que el método es apto para las aplicaciones analiticas propuestas

al entregar resultados confiables y reproducibles.
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Comprobar la caracteristica de liberacién-disolucién muy rapida tanto del producto de
referencia de Laboratorio A como del producto certificado como bioequivalente de
Laboratorio B, mediante un estudio cinético de liberacion-disolucién comparativo
entre ambos productos farmacéuticos empleando tres medios de disolucién, con tal

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

3.1. MATERIALES

3.1.1. SOLUBILIDAD

3.1.1.1. Materiales para ensayo de solubilidad

v
v
v
v

Viales de vidrio 16 mm y 24 mm de didmetro
Adaptador para vial de 16 mm
Agitadores magnéticos

Vasos precipitados para descarte de soluciones

3.1.1.2. Reactivos, Estandares y Muestras

v

LU R N NN

Materia prima activa alprazolam Laboratorio B. Lote 80000912009
Cloruro de Potasio Merck

Ftalato Acido de Potasio Merck

Solucidn estandarizada Acido Clorhidrico 0,5 M Winkler

Solucidn estandarizada Hidroxido de Potasio 0,5 M Winkler
Solucién Buffer pH 7,00 Merck

Agua Purificada

3.1.1.3. Equipos e Instrumentos

v

v
v
v

<]

Equipo de Solubilidad pION Gemini Profiler®

Software pD. Versién 3.2.0.5 (Andlisis de muestra)

Software pS. Versiéon 3.2.0.2 (Andlisis de datos)

Bafio termorregulado con recirculacién externa, Jeio Tech, Lab Companion.
Modelo CW-05G

Balanza Analitica Sartorius. Modelo CP225D

Ultrasonido Branson. Modelo 8510

Purificador de Agua Millipore. Modelo Synergy UV



3.1.2. VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA

3.1.2.1. Materiales

v

N N N N T N N N N N N N N

Matraces volumétricos
Matraces volumétricos ambar
Matraz Kitasato o de filtracion
Embudos de vidrio

Pipetas volumétricas

Pipetas graduadas

Probetas

Vasos precipitados

Agitadores magnéticos

Viales de 1,5 mL

Filtro GVWP Millipore 0,22 um
Filtro HA Millipore 0,45 pum
Jeringas de vidrio

Columna Kromasil C8, 250 mm x 4,6 mm, 5 um

Columna Xterra® RP18, 150 mm x 3,9 mm, 5 um

3.1.2.2. Reactivos, Estandares y Muestras

v

NN N N N N NN

Materia prima activa alprazolam Laboratorio B. Lote 80000912009
Estandar 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

Acido Acético Glacial 100% Merck

Acido Bérico Riedel-De Haen

Acido Clorhidrico Fumante 37% J.T.Baker

Acido Fosférico 85% Merck

15
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Cloruro de Potasio Merck

Fosfato Monobasico de Amonio Merck
Fosfato Monobdsico de Potasio Merck
Hidroxido de Sodio Merck

Acetonitrilo grado HPLC J.T.Baker
Metanol grado HPLC J.T.Baker

Agua Purificada

3.1.2.3. Equipos e Instrumentos

v

SN N N N N A N NN

HPLC Shimadzu Prominence con arreglo de diodos. Modelo 20A

Software LCsolution

Balanza Analitica Sartorius. Modelo CP225D

Balanza Analitica Sartorius. Modelo ED224S

Peachimetro 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 Filtracién al vacio Millipore

Bomba de vacio Welch. Modelo 2037

3.1.3. ESTUDIO CINETICO DE LIBERACION-DISOLUCION COMPARATIVO

3.1.3.1. Materiales

v

N SEE L N NN

Micropipeta de 5 mL Eppendorf
Matraces volumétricos
Matraces volumétricos ambar
Matraz Kitasato o de filtracién
Embudos de vidrio

Pipetas volumétricas



NN N N N U N N N N NN

Pipetas graduadas

Probetas

Tubos de ensayo

Vasos precipitados

Balon de fondo plano de 10 litros
Agitadores magnéticos

Viales de 1,5 mL

Filtro GVWP Millipore 0,22 um
Filtro HA Millipore 0,45 pum
Jeringas de vidrio

Jeringas de plastico esterilizadas

Columna Xterra® RP18, 150 mm x 3,9 mm, 5 um

3.1.3.2. Reactivos, Estandares y Muestras

v

A N N N U N N N N N N MR

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

Acido Acético Glacial 100% Merck

Acido Bérico Riedel-De Haen

Acido Clorhidrico Fumante 37% J.T.Baker

Acido Fosférico 37% Merck

Cloruro de Potasio Merck

Fosfato Monobasico de Amonio Merck

Fosfato Monobasico de Potasio Merck

Hidroxido de Sodio Merck

Acetonitrilo grado HPLC J.T.Baker

Metanol grado HPLC J.T.Baker

17



18

v' Agua Purificada

3.1.3.3. Equipos e Instrumentos
v" HPLC Shimadzu Prominence con arreglo de diodos. Modelo 20A
Software LCsolution
Aparato de disoluciéon USP N22, Paleta, Erweka. Modelo DT-700
Balanza Analitica Sartorius. Modelo CP225D
Balanza Analitica Sartorius. Modelo ED224S
Peachimetro 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 Filtracién al vacio Millipore
Bomba de vacio Welch. Modelo 2037

Termometro digital con vastago acero inoxidable VWR

ISR N N N VR U N N N N NN

Crondmetro digital Thomas Cientific

3.2. METODOLOGIA

El desarrollo de la metodologia utilizada para fiscalizar la calidad biofarmacéutica
de los productos comparador y equivalente terapéutico que contienen alprazolam, se
basé en las recomendaciones entregadas por el Instituto de Salud Publica de Chile a través
de la Guia Técnica G-BIOF 02 denominada “Bioexencion de los estudios de
Biodisponibilidad/Bioequivalencia para establecer Equivalencia Terapéuticas de Formas
Farmacéuticas Sdlidas Orales” y en guias desarrolladas por organizaciones normativos-
reguladores y recomendaciones para realizacion 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 determind el perfil de solubilidad en funcién del pH de la materia prima activa
alprazolam, en un medio acuoso a 37°Cy en un rango de pH comprendido entre 1,2 — 6,8.
Ademas, esta determinacion se llevo a cabo por triplicado y se establecieron condiciones
de pH suficientes para definir con precision el perfil de solubilidad’.

Se establecid su clasificacion 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 solubilidad®”.

Las muestras a analizar en un principio eran dos: materia prima activa alprazolam
utilizada en la fabricacién del producto equivalente terapéutico comprimidos 0,5 mg de
Laboratorio B y materia prima activa alprazolam utilizada en la fabricacién del producto de
referencia comprimidos 0,5 mg Laboratorio A. Sin embargo, no fue posible realizar el

estudio de solubilidad a esta ultima, ya que no estaba disponible para su analisis.

3.2.1.1. Método

Mediante el método potenciométrico, se estableci6 el pKa experimental vy
solubilidad intrinseca de la materia prima activa alprazolam, empleando el equipo
medidor de solubilidad y pKa, plON Gemini Profiler, a una temperatura de 37 + 0,5°C,
siendo la solubilidad intrinseca, la solubilidad en equilibrio de principios activos ionizables,
medido a un pH en el cual el farmaco esta completamente desionizado o en su forma
neutra®®. Este equipo, cuyo procedimiento de ensayo corresponde a una titulaciéon
potenciométrica semiautomatica, permite realizar tres tipos de analisis, pKa, solubilidad y
logP, utilizando un pequeiio tamafio de muestra, consumo de reactivos reducido, y
efectuando tres titulaciones por muestra, en un rango aproximado de pH de 1,8 - 12,2.
Ademas, los andlisis son evaluados estadisticamente mediante un patrén de ajuste
denominado “Goodness of fit” (GOF), el cual permite resumir la diferencia existente entre

valores experimentales y los de un modelo tedrico®.
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3.2.1.2. Busqueda Bibliografica
Para llevar a cabo este estudio, fue necesario realizar una busqueda bibliografica
de las propiedades fisicas y quimicas del principio activo en estudio (alprazolam) cuya

informacion se indica en la tabla 3.

3.2.1.3. Preparacion e Instalacion de Soluciones

Se prepararon e instalaron en el equipo las siguientes soluciones: soluciones
estandarizadas de acido clorhidrico 0,5 M e hidréxido de potasio (KOH) 0,5 M como
titulantes; solucién de cloruro de potasio (KCl) 0,15 M como disolvente; y solucién buffer

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

3.2.1.4. Verificacion del Equipo

Utilizando el Software pD, se procedié a verificar el equipo, mediante un control de
calidad del electrodo (EQC) y un control de calidad del titulante (TQC). Ambos ensayos
utilizan el patrén de ajuste GOF como método estadistico. De esta manera, se cumple la
verificacién 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 analisis correspondientes (pKa, solubilidad,

o logP)**.
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 seleccioné desde el
Software pD la opcion “Start New Assay”, luego “ELECTRODE QC (E)” y se siguieron las
instrucciones que el mismo programa sefalaba. Se utilizd un vial de vidrio de 16 mm con
su respectivo adaptador y barra de agitacion, el cual se introdujo en la unidad de agitacion
mecanica y una vez colocado el electrodo dentro del vial de vidrio, se dio inicio al ensayo.
Al finalizar, se obtuvo el factor de la solucién de HCI 0,5 M, la concentraciéon de carbonato,

los pardmetros del electrodo (a, ks, ju, jou) y €l ajuste GOF>*.
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B. TQC

Corresponde a un ensayo que permite evaluar el estado de la solucién de hidréxido
de potasio, utilizando como agente titulante ftalato acido de potasio, cuyo peso es
conocido (aproximadamente 45 mg). Para ello, se selecciond desde el Software pD la
opcién “Star New Assay”, luego “Titrant QC (T)” y se siguieron las instrucciones que el
mismo programa sefialaba. El ftalato acido de potasio se deposité en un vial de vidrio de
16 mm, se agregd la barra de agitacidon y se colocd la muestra en el dispositivo de
agitaciéon magnética. A continuacion, se introdujo el electrodo en el vial con la muestra y
se dio inicio a la titulacion. Una vez terminado el ensayo, se obtuvo el factor de la solucidn

de hidréxido de potasio y el ajuste GOF correspondiente34.

3.2.1.5. Determinacidn pKa experimental

Inicialmente se pesé 1,10 mg de materia prima en un vial de 16 mm, cantidad
adecuada para no generar precipitacién durante el ensayo y obtener un pKa real.
Posteriormente, se depositd dentro del vial con la muestra el agitador magnético de barra
y se accedié al software pD, en donde se ingresd la velocidad a utilizar (13 unidades
relativas) y se efectud una purga y calibracion manual. A continuacidn, se selecciond el
tipo de ensayo (pKa) y medio (medio acuoso) y de manera automatica el equipo solicito el
ingreso de informacidon sobre la molécula en estudio y condiciones del ensayo para
construir del modelo experimental (ver tabla 4)34.

En seguida, se abrio la llave de argdn, el cual atrapa las moléculas de Diéxido de
Carbono (CO,) del aire para evitar que éstas interfieran en el andlisis y se colocd el vial con
la muestra en el dispositivo de agitacion magnética, comenzando asi el ensayo de
determinacién de pKa, mediante 3 titulaciones potenciométricas. Concluido el ensayo, se
accedié al software pS y se revisd cada titulacion de forma independiente. De esta
manera, se inspecciond el modelo experimental creado, se adiciond carbonato para
eliminar el CO, restante de los reactivos y se refinaron los factores implicados en el

analisis (reconciliacién, bases y constantes de ionizacién) para obtener el ajuste GOF
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correspondiente. A continuacién, 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 grafica de Bjerrum proveniente de la integracién34.

Tabla 4. Determinacién pKa: construccion modelo experimental

Especie Base débil

Férmula 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 titulacion efectiva pH 1,8 — 9,0, titulado en direccidn acido a base
Incremento de pH del electrodo 0,20

Temperatura del ensayo 37 +£0,5°C

Criterios de Aceptacidn

El ajuste GOF no debe ser mayor a 10**.

3.2.1.6. Determinacion Solubilidad Intrinseca

Para determinar la solubilidad intrinseca 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 direccién de titulacion fue de base a acido, incluyendo en el rango de titulacién el
pH al cual se determind el pKa. Esta direccién se determind mediante un andlisis del
comportamiento de la molécula alprazolam, en donde al ser una molécula basica, en
medio basico se presenta en su forma neutra, mientras que en medio acido se presenta

en su forma ionizada®*.
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Una vez pesada la materia prima, se accedio al software pD, se ingreso la velocidad

(13 unidades relativas) y se realizé una purga y calibracion manual. A continuacién, se

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

el procedimiento anterior, el equipo de manera automadtica solicité el ingreso de

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

modelo experimental (ver tabla 5)**.

Tabla 5. Determinacidn Solubilidad Intrinseca: construccion modelo experimental

Especie

Base débil

Férmula del compuesto (base débil)

B

Equilibrios

B + H"= BH (Constante de acidez)

B = B# (Solubilidad Intrinseca)

Peso molecular

308,76 g/mol

pKa experimental

pKa obtenido en el ensayo anterior

logP estimado (opcional)

Solubilidad intrinseca estimada

125 pg/mL

Peso de la muestra

0,00361 g

Rango de titulacion efectiva

pH 1,8 — 9,0, titulado en direccion base a acido

Incremento de pH del electrodo

0,25

Temperatura del ensayo

37 +0,5°C

Luego, se abrié la llave de argon, se colocé el vial con la muestra en el dispositivo

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

titulaciones potenciométricas. Al finalizar, se accedié al software pS, en donde se revisé el

modelo creado, se adiciond carbonato y se refinaron los factores implicados en el andlisis,
obteniendo la solubilidad intrinseca 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 intrinseca del principio
activo alprazolam con su respectivo ajuste GOF y la grafica de Bjerrum proveniente de la

integracion®”.

Criterio de Aceptacion

El ajuste GOF no debe ser mayor a 103,

3.2.1.7. Perfil de Solubilidad y Determinacion Solubilidad Minima

El Software pS proporciona un grafico de solubilidad (mg/mL) en funciéon del pH y
un archivo Excel por cada titulacién efectuada, el cual contiene informacién respecto de la
solubilidad medida a un determinado pH. De esta manera, empleando la informacién de
las tres titulaciones, se elaboraron dos graficas de perfiles de solubilidad (ug/mL) en
funcién del pH. La primera grafica elaborada consistio en senalar la solubilidad en todo el
rango de pH analizado (9,0 — 1,8), mientras que la otra grafica consistié en un perfil de
solubilidad en funcidon del pH empleando un rango solubilidad estrecho, cercano a la
solubilidad intrinseca reportada, con el fin de apreciar el pH en el cual se determiné la
solubilidad intrinseca de la materia prima. Ademas, se establecié el promedio de las tres
solubilidades minimas de la materia prima activa alprazolam en el rango de pH de interés

fisioldgico, vale decir, entre 1,2 - 6,8.

3.2.1.8. Calculo Numero de Dosis

Se determind la clasificacion de solubilidad del principio activo, utilizando un
parametro denominado Numero de Dosis (Do), que relaciona la dosis y cantidad de
farmaco 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 ecuacidén, se obtuvo el Do*

10-35,

_ Mo/Vo

D
0 So




25

Donde, Do es el nimero de dosis, Mo es la dosis maxima (mg), Vo es el volumen de
administracién (mL) y So corresponde a la solubilidad minima (mg/mL) en un rango de pH
comprendido entre 1,2 —6,8.

La dosis maxima 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 pais; y el
volumen de administracién utilizado fue de 250 mL*®.

Una vez obtenido el Numero de Dosis, se clasificd 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)?’.

3.2.1.9. Evaluaciéon de Resultados

La materia prima activa alprazolam, utilizada en la elaboracién 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 procederd a tomar medidas regulatorias adecuadas segun el caso.

3.2.2. VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA

Se efectud en primera instancia la valoracion de la materia prima activa alprazolam
de Laboratorio B, para posteriormente utilizarla como estdndar secundario en la
validacién de la metodologia analitica del estudio cinético de liberacién-disoluciéon
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 verificacion corresponde al anexo N° 1.

3.2.2.1. VALORACION MATERIA PRIMA ALPRAZOLAM
3.2.2.1.1. Método
Valoraciéon de la materia prima activa alprazolam de Laboratorio B, contra un

estandar de referencia USP alprazolam, mediante cromatografia liquida de alta resolucion,
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utilizando un método analitico previamente validado por personal profesional del
Subdepartamento Laboratorio Nacional de Control. ElI certificado de analisis

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

3.2.2.1.2. Condiciones Cromatograficas
A continuacion, se presenta una tabla con las condiciones cromatograficas de la

metodologia analitica para valorar la materia prima activa alprazolam.

Tabla 6. Condiciones cromatograficas valoracién materia prima activa alprazolam

Kromasil C8, longitud 250 mm, didmetro interno

Columna

4,6 mm, tamafio de particula 5 um
Detector / longitud de onda Ultravioleta (UV) / 254 nm
Velocidad de flujo 1,5 mL/min
Volumen de inyeccién 20 pL

Tiempo de corrida cromatograma 10 minutos

Temperatura del horno 30°C
Diluyente Acetonitrilo
Fase movil Acetonitrilo (70%) : Agua purificada (30%)

3.2.2.1.3. Preparacion Fase Movil y Diluyente
A. Fase Movil
Preparada automadticamente 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. Preparacion Estandar, Muestra y Blanco

A. Preparacidén Estandar Trabajo y Control

Se pesd una cantidad aproximada de 12,5 mg de estdndar de referencia USP
alprazolam en duplicado. Una pesada corresponde al estdndar trabajo, mientras que la
otra pesada corresponde el estandar control. Posteriormente, se transfirié cada estandar
a su respectivo matraz volumétrico de 50 mL, se agregd 30 mL de diluyente, se sonico por
7 min y se enfridé a temperatura ambiente. Se completd el volumen con acetonitrilo y se
homogenizd. A continuacidn, se tomd una alicuota de 2 mL de la solucién previamente
elaborada y se llevo a un matraz volumétrico de 25 mL. Se agregd aproximadamente 15
mL de acetonitrilo y una alicuota de 2 mL de agua purificada, se completé el volumen con
diluyente y se homogenizé. Finalmente, se filtré la solucién con jeringa y filtro con tamafio
de poro de 0,22 um, obteniendo una concentracidon de trabajo aproximada de 0,02

mg/mL.

B. Preparacion Muestra

La muestra correspondiente a la materia prima activa alprazolam de Laboratorio B,
fue preparada segun el procedimiento descrito anteriormente, “Preparacidon de Estandar
Trabajo y Control”, con la una Unica diferencia, que se peso en triplicado, obteniendo tres

soluciones de muestra A, By C.

C. Preparacién Blanco

En un matraz de 25 mL se agregd una alicuota de 2 mL de agua purificada, se
completo el volumen con diluyente, se homogenizo y se filtré con jeringa y filtro con

tamarfio de poro de 0,22 um.

3.2.2.1.5. Analisis de Muestra
Las tres soluciones de muestra (A, B y C), solucidon estandar trabajo, solucién
estandar 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. Evaluacion de Resultados
Una vez obtenidos los resultados de este analisis, se efectuaron ciertos Test, segln

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

A. Blanco
e Evaluacion Carry Over
Se observo si la sefial del blanco interfiere en el analisis, evaluando el area de cada

lectura.

Criterios de aceptacidn

Se cumple el test, sélo si en cada lectura el drea es igual a 0.

B. Estandar Trabajo y Control

o Test de Aptitud del Sistema

Se verificd el cumplimiento de los siguientes requerimientos cromatograficos:
factor de simetria (As)z, el cual se determina en cada lectura; nimero de platos tedricos
(N), el cual se determina en cada lectura; y coeficiente de variacidon porcentual, el cual se

. . . . 14
determina en inyecciones repetidas ™.

Criterios de aceptacion

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

, ;. . 14
numero de platos tedricos debe ser mayor o igual a 500",

e Variacion del Factor de Respuesta
En cada lectura del estdndar trabajo y estdndar control se calculé el factor de

respuesta (FR), segun la siguiente formula:
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Donde, as es el drea obtenida del estdndar trabajo o estdndar control, c; es la
concentracién del estandar trabajo o estandar control (mg/mL) y FR es el factor de
respuesta del estandar trabajo o estandar control.

Luego, con estos valores se determind la variacion del factor de respuesta (Veg),
calculando la diferencia entre el promedio de los FR del estandar trabajo y el promedio de

los FR del estandar control, segun la siguiente férmula:

|(FRts — FR¢s)| X 100
FR1s

Ver =

Donde, FRrs es el factor de respuesta promedio de la solucion estandar trabajo, FRcs es el
factor de respuesta promedio de la soluciéon estandar control y Vir es la variacion del

factor de respuesta (%).

Criterio de aceptacidn

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

C. Muestra
e Determinacion Concentracion de Muestra
Se calcularon los miligramos (mg) de principio activo alprazolam que contiene cada

muestra (muestra A, B, y C), segun la siguiente férmula:

Am X Cst X FD X PMb
Ast X PMs

mgP.A.=

Donde, mg P.A. son los miligramos de principio activo, Am es el area de la muestra, Ast es
el area del estandar trabajo, Cst es la concentracion del estandar trabajo (mg/mL), FD es el
factor de dilucidon (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 determind el porcentaje de principio activo

alprazolam presente en cada muestra, mediante la siguiente féormula:

mgP.A. X100

% P.A. = -

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 determiné el valor promedio del porcentaje de alprazolam de las tres
muestras (A, B, y C), la desviacion estandar (S), el coeficiente de variacién porcentual y el

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

Criterios de Aceptacidn

Materia prima activa alprazolam de Laboratorio B, debe contener un porcentaje de
pureza entre 98,0 — 102,0% de Cy7H13CIN4. El coeficiente de variacion porcentual no debe

exceder el 2%,

3.2.2.2. VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA PARA ESTUDIO CINETICO DE
LIBERACION-DISOLUCION COMPARATIVO

La validaciéon de un método analitico es el proceso que establece mediante
estudios de laboratorio, que las caracteristicas de desempefio cumplen con los requisitos
para las aplicaciones analiticas previstas. Las caracteristicas de desempefio evaluadas en la
validacién fueron selectividad, linealidad, precision (repetibilidad y precisiéon intermedia),

exactitud (recuperacién), rango y estabilidad”*.

3.2.2.2.1. Método
Validacion de metodologia analitica para el estudio cinético de liberacion-
disolucién comparativo de formas farmacéuticas sélidas de liberacidén convencional que

contengan el principio activo alprazolam en dosis de 0,5 mg, utilizando un método de
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anadlisis por HPLC, basado en una modificacion realizada al método propuesto por
Kazemifard et al. 2008%°,

Las modificaciones realizadas al método propuesto fueron cambio de columna,
reemplazando la columna Perfectsil Target ODS-3 (longitud 125 mm, didmetro interno
4mm, tamafio de particula 5 um) por una de similares condiciones; disminucion de la
velocidad de flujo y aumento de la temperatura del horno, debido a un significativo
aumento de presidon; aumento en el volumen de inyeccidén; y modificacion de la fase
movil, la cual segln la publicacién, consiste en mezclar 50 partes de una solucién de
fosfato monobdasico de amonio (NH4H,PO,4) 0,05 M con 50 partes de metanol, ajustando la
solucion resultante a un pH cercano a 5,8 con una solucién concentrada de amonio (ver

punto 3.2.2.2.3. para observar los cambios efectuados en la fase mévil)*2.

3.2.2.2.2. Condiciones Cromatograficas
Las condiciones cromatogréficas de la metodologia analitica del estudio de

liberacidn-disolucion in vitro, se muestran en la tabla 7.

Tabla 7. Condiciones cromatograficas estudio de liberacidn-disolucién in vitro

Xterra® RP18, longitud 150 mm, didmetro interno
Columna
3,9 mm, tamafio de particula 5 um
Detector / longitud de onda Ultravioleta (UV) / 254 nm
Velocidad de flujo 1,2 mL/min
Volumen de inyeccién 200 plL
Tiempo de corrida cromatograma 10 minutos
Temperatura del horno 30°C
Fase movil (pH 1,2) Solucion NH4H,P04 0,05 M (55%) : Metanol (45%)
Fase movil (pH 4,5 - 6,8) Solucién NH4H,P0O40,05 M (50%) : Metanol (50%)
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3.2.2.2.3. Preparacion Fase Movil

A. Solucidn Fosfato Monobasico de Amonio 0,05 M

Se pesé una cantidad aproximada a 5,75 mg de NH4H,PO, y se transfirid a un
matraz volumétrico de 1 L. Se adicioné un volumen de 600 mL de agua purificada, se
sonicé por 10 minutos y se enfrié a temperatura ambiente. Se completé el volumen con
agua purificada, se homogenizé y se filtrd al vacio utilizando un filtro con un tamafio de

poro de 0,45 pum.

B. pH1,2

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

solucion NH4H,P0O,4 0,05 M desde el canal D y 45 partes de metanol desde el canal B.

C. pH45ypH6,8

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

solucién NH4H,PO4 0,05 M desde el canal D y 50 partes de metanol desde el canal B.

3.2.2.2.4. Preparacion Soluciones

A. Preparacion Medios de Disolucién

A continuacion se detalla la preparacién de los medios de disolucidn utilizados
tanto en la validacién de la metodologia analitica como en el estudio cinético de

liberacion-disolucidon comparativo.

e Solucion HCI 0,1 N pH 1,2

Se adicioné un volumen de 250 mL de solucién de KCI 0,2 M y 425 mL de soluciéon
de HCl 0,2 M en un matraz volumétrico de 1 L. Se completd el volumen con agua
purificada y se homogenizé. Finalmente se midid y se ajusté el pH, utilizando una solucién

de ajuste de pH.
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e Soluciéon Amortiguadora de Acetato pH 4,5

Se adiciond una cantidad aproximada de 2,99 g de acetato de sodio (NaC,H30; *
3H,0) y 14 mL de solucidn de acido acético 2 N, en un matraz volumétrico de 1 L. Se
agregd un volumen de 600 mL de agua purificada, se sénico por 10 minutos y se enfrid a
temperatura ambiente. Se completd el volumen con agua purificada y se homogenizé.

Finalmente se midid y se ajustd el pH, utilizando una solucién de ajuste de pH**.

e Solucion Amortiguadora de Fosfato pH 6,8

Se adiciond un volumen de 250 mL de solucién de fosfato monobasico de potasio
0,2 M y 112 mL de solucién de hidroxido de sodio (NaOH) 0,2 M, en un matraz
volumétrico de 1 L. Se completdé el volumen con agua purificada y se homogenizé.

Finalmente se midid y se ajustd el pH, utilizando una solucién de ajuste de pH*.

B. Preparacion Soluciones Amortiguadoras de Neutralizacion

Como se explicé anteriormente, alprazolam sufre una reaccidon de apertura del
anillo benzodiazepinico en una solucion acida, la cual es reversible si esta solucién es
neutralizada®’. Es por ello que fue necesario neutralizar la solucién HCI 0,1 N (pH 1,2) y la
solucién amortiguadora de Acetato (pH 4,5), con una solucion amortiguadora de Fosfato

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

e Solucion Amortiguadora de Fosfato pH 8,0

Se adiciond un volumen de 250 mL de solucién de fosfato monobasico de potasio
0,2 My 230,5 mL de solucion de hidréxido de sodio 0,2 M, en un matraz volumétrico de 1
L. Se completd el volumen con agua purificada y se homogenizé. Finalmente se midid y se

ajusto el pH, utilizando una solucién de ajuste de pH.

e Solucion Amortiguadora Alcalina de Borato pH 8,7
Se adiciond un volumen de 250 mL de solucion de acido bérico y cloruro de potasio

0,2 My 68 mL de solucién de hidréxido de sodio 0,2 M, en un matraz volumétrico de 1 L.
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Se completé el volumen con agua purificada y se homogenizé. Finalmente se midié y se

ajusto el pH, utilizando una solucién de ajuste de pH.

C. Soluciones de Ajuste de pH

Se ajustd el pH de los medios de disolucidn y soluciones amortiguadoras de

neutralizacion con las siguientes soluciones:

e Solucién Hidréxido de sodio 2 M (Aumento de pH)**
Se adiciond una cantidad cercana a 40 g de NaOH en un matraz de 500 ml. Se
agregd un volumen de 250 mL de agua purificada, se sonicd por 10 minutos y se enfrid a

temperatura ambiente. Se completé el volumen con agua purificada y se homogenizé.
e Solucién Acido fosforico al 85% (Disminucion de pH)14

3.2.2.2.5. Preparacion Muestra y Blanco

A. Preparacion de Muestra

El procedimiento de preparacidn de muestra, segin el parametro de validacién, se
detalla en el anexo N° 4.
A continuacidn, se menciona la concentracion de trabajo de alprazolam para cada

medio de disolucidén:

e Solucion HCIO0,1 N PH 1,2 :0,0003 mg/mL
e Soluciéon amortiguadora de acetato pH 4,5 : 0,0003 mg/mL

e Soluciéon amortiguadora de fosfato pH 6,8 :0,001 mg/mL

B. Preparacion Blanco pH 1,2

Se adiciond una alicuota de 3 mL de solucién HCI 0,1 N pH 1,2, en un matraz de 10
mL. Se completé el volumen con solucién amortiguadora de fosfato pH 8,0, se

homogenizo y se filtrd con jeringa y filtro con tamafo de poro de 0,22 um.
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C. Preparacion Blanco pH 4,5

Se adicioné una alicuota de 3 mL de solucién amortiguadora de acetato pH 4,5, en
un matraz de 10 mL. Se completd el volumen con solucién amortiguadora alcalina de

borato pH 8,7, se homogenizo y se filtrd con jeringa y filtro con tamano de poro de 0,22

pum.

D. Preparacion Blanco pH 6,8

La solucién amortiguadora de fosfato pH 6,8 se filtré con jeringa y filtro con

tamafio de poro de 0,22 um.

3.2.2.2.6. Caracteristicas de Desempeiio
A. Selectividad

Este pardametro se refiere a la capacidad que presenta un método analitico de
medir y/o identificar simultdnea o separadamente los analitos de interés, de forma
inequivoca, en presencia de otras sustancias quimicas que puedan estar presentes en la
muestra®.

La selectividad se efectué de manera independiente para cada medio de disolucién
(pH 1,2 — 4,5 - 6,8), realizando lecturas del blanco (ver punto 3.2.2.2.7.), blanco con una
gota de detergente, estandar secundario de alprazolam a la concentracién de trabajo,
muestra producto de referencia (comprimidos 0,5 mg de alprazolam) y muestra producto
bioequivalente (comprimidos 0,5 mg de alprazolam). Se inyecté una vez cada solucion y se
determiné el tiempo de retencidn (tg) y area de cada muestra, contrastandola con la seiial

del estandar.

Criterios de aceptacion

Demostrar que el peak cromatografico del analito no puede atribuirse a mas 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 presentes’>".
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B. Linealidad

Es la capacidad del método para proporcionar resultados que son directamente
proporcionales a la concentracion del analito en la muestra, dentro de un rango
establecido®. Este pardmetro se determina mediante el tratamiento matematico de los
resultados obtenidos en el andlisis del analito a diferentes cantidades o concentraciones.
Ademas, la seleccién del rango y nimero de puntos experimentales esta estrictamente
relacionada con la aplicacion del método™.

La linealidad se efectué de manera independiente para cada medio de disolucién
(pH 1,2 — 4,5 — 6,8), en donde se elabord una curva de calibracién con seis puntos,
incluyendo el 100%. De esta manera, se prepararon y midieron seis soluciones de estandar
secundario alprazolam, que contenian aproximadamente el 40%, 60%, 80%, 100%, 120% y
140% de la concentracion 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 grafico de sefiales en funcién de la
concentracion del analito y mediante métodos estadisticos adecuados, como el calculo de

una linea de regresion por el método de los minimos cuadrados™.

Criterios de aceptacion

Se debe efectuar una inspecciéon visual del grafico de concentracién del analito
versus la sefial 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 calibracién 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 determinacién (r?) debe ser mayor o igual que 0,995. En el
caso que r> sea menor gue 0,995, se aplica el test estadistico t de Student, en el cual t
experimental debe ser mayor a t de tabla para rechazar la hipdtesis nula y concluir que

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

debe incluir el cero.
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C. Precision

Es el grado de concordancia (grado de dispersion) entre una serie de medidas de
tomas multiples a partir de una misma muestra homogénea bajo condiciones prescritas.
Este pardmetro se expresa habitualmente como la varianza (S?), desviacién estandar y
coeficiente de variacién porcentual; e incluye tres tipos de estudio: repetibilidad, precision
intermedia y reproducibilidad. La repetibilidad expresa la precision bajo las mismas
condiciones de operacion en un periodo corto de tiempo (misma muestra, mismo analista,
mismo laboratorio, mismos equipos y reactivos y mismo dia); la precisiéon intermedia
expresa la variacion dentro de un laboratorio (diferentes dias, diferentes analistas, o
diferentes equipos); y la reproducibilidad expresa la precisién entre laboratorios (estudio
en colaboracién)®.

La precisidon se efectudé de manera independiente para cada medio de disolucién

(pH 1,2 -4,5-6,8) y se determind tanto la repetibilidad como la precision intermedia.

e Repetibilidad

Se prepararon tres soluciones de estandar secundario de alprazolam con
cantidades equivalentes al 60% (nivel 1), 100% (nivel 2) y 120% (nivel 3) de la
concentracion de trabajo de alprazolam, con pesadas independientes cada una. Los tres
niveles de concentracidn se procesaron el mismo dia de la preparacién y cada uno fue
inyectado por sextuplicado en el HPLC. A continuacidon, los resultados obtenidos se

evaluaron mediante el coeficiente de variacidn porcentual.

Criterios de aceptacion

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

e Precision Intermedia

La precisidn intermedia se realizé al dia siguiente de haber efectuado el estudio de
repetibilidad. Se prepararon tres soluciones estdndar, cada una con pesada

independiente, logrando las mismas concentraciones de la repetibilidad y bajo las mismas
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condiciones operativas. Cada solucién estandar fue inyectada por sextuplicado en el HPLC.
Posteriormente, los resultados obtenidos se evaluaron mediante el coeficiente de
variacion porcentual y el Test Comparacion de Medias. Este Ultimo consiste en realizar una
comparacion de dos varianzas, o1 y 0, estimadas por S? y S,%, mediante el test de Fisher
(F) a dos colas; determinar la varianza comun (Szcomun), mediante el calculo de la varianza
conjunta; y efectuar la comparacion de medias, mediante el test t de Student para

varianzas iguales y test de Cochran para varianzas distintas*™*.

Criterios de aceptacion

El %CV de cada nivel debe ser menor o igual al 2%. En comparacién de varianza, el
valor F calculado debe compararse con el valor F critico de tabla; si F calculado es menor o
igual que F critico las varianzas son iguales y si F calculado es mayor que F critico las
varianzas son distintas. Sélo si ambas varianzas son iguales, se calcula la varianza comun.
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 |t’].

D. Exactitud

Corresponde a la cercania entre el valor obtenido en el analisis y el valor que es
aceptado como verdadero™.

La exactitud se realiz6 de manera independiente para cada medio de disoluciéon
(pH 1,2 — 4,5 — 6,8), utilizando el método de adicion patrén. Para ello, se prepard una
solucion estandar cercana al 100% de la concentracién de trabajo y se inyectd por
quintuplicado en el HPLC. Luego, se prepard un blanco madre con 1 comprimido de
producto de referencia y 1 comprimido de producto bioequivalente y de esta solucidn se
tomo una alicuota para preparar un blanco de trabajo con una concentracién cercana al
limite inferior de la curva de calibracidn. La solucién blanco de trabajo se inyectd por

triplicado en el HPLC. A continuacién, se prepararon tres niveles de concentracion, dentro
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del rango de linealidad establecido (65%, 95% y 120% de la concentracién de trabajo),
adicionando alicuotas iguales de la solucidon blanco madre y agregando alicuotas distintas
de una solucién estandar alprazolam. Cada nivel se inyectd por triplicado en el HPLC!*2,
El resultado se informd como el porcentaje de recuperacién de la cantidad
valorada con respecto a la cantidad conocida de analito afiadida a la muestra, segun la

siguiente férmula®:

X
%R=me100

Donde, % R es el porcentaje de recuperacion, X, es el valor medio obtenido y p es el valor
verdadero. Ademas, se efectudé un test t de Student, para comparar el valor medio
obtenido contra el valor tedrico; se elaboré un grafico de concentracién de estandar
agregado en funcidon de la concentracion de estdndar encontrado; y se determind la
ecuacién de la linea de regresién y sus estimadores, mediante el método de los minimos

cuadrados.

Criterios de aceptacion

El porcentaje de recuperacidon de cada lectura realizada debe estar dentro del
rango de 96 — 104%. Tanto el porcentaje de recuperacion 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 regresidon (r) debe ser mayor o igual que 0,995, el
coeficiente de determinacidon 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 concentracidon superior e inferior de analito

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

linealidad, precision y exactitud™.

F. Estabilidad

Aunque la estabilidad no forma parte de las caracteristicas analiticas tipicas
utilizadas para la validacion de métodos, es imprescindible demostrar y asegurar la
estabilidad de la solucién estandar y de las muestras hasta el momento de su analisis”**
> Sin embargo, en este estudio no se determind la estabilidad de las muestras, sino que
se realizé un estudio de estabilidad de la solucién estandar secundario de alprazolam.

La estabilidad se realizé de manera independiente para cada medio de disolucion
(pH 1,2 — 4,5 — 6,8), en que se prepard una solucién estandar cercana al 100% de la
concentracion de trabajo, efectuando cinco lecturas por dia (realizando lecturas de lunes a
miércoles). La solucidn fue almacenada en refrigeracion (2 — 8°C) y previo a su analisis, se
espero a que alcanzara la temperatura ambiente para su uso.

Los resultados se evaluaron mediante el coeficiente de variacién porcentual.

Criterios de aceptacion

El %CV de las cinco lecturas de cada dia no debe exceder el 2%. El %CV de las
lecturas del dia uno, en conjunto con las lecturas realizadas el dia dos, debe ser menor o
igual al 2%. El %CV de las lecturas del dia uno, en conjunto con las lecturas del dia tres,

debe ser menor o igual al 2%.

3.2.3. ESTUDIO CINETICO DE LIBERACION-DISOLUCION 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 elaboracién de perfiles cinéticos de liberacién-
disolucién en los tres medios de disolucion recomendados (solucion HCl 0,1 N pH 1,2;

solucién amortiguadora de acetato pH 4,5; y solucién amortiguadora de fosfato pH 6,8)’.
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De esta manera, este estudio se realizé 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 liberacién-disolucion
del producto farmacéutico, en un medio correspondiente”.

El equipo de disolucidon utilizado en este ensayo fue verificado por profesional del
Subdepartamento Laboratorio Nacional de Control, cuyo documento de registro de
verificacidn fisica y quimica corresponde al anexo N° 5. Por otra parte, el equipo HPLC
utilizado en el analisis de las muestras extraidas de los estudios de liberacion-disolucidn,
también se encontraba verificado, cuyo documento de registro de verificacién
corresponde al anexo N° 1. Por ultimo, la metodologia analitica empleada en este estudio,

se encontraba previamente validada (ver punto 3.2.2.2.).

3.2.3.1. Método

Estudio cinético de liberacidn-disolucién comparativo de formas farmacéuticas
sélidas orales de liberacidon inmediata que contienen alprazolam 0,5 mg, mediante la
generacion de perfiles cinéticos de disolucién, empleando el aparato de paleta (aparato Il
USP) a 75 r.p.m. en un medio correspondiente y utilizando la técnica cromatografia liquida

de alta resolucién para el analisis de las muestras’.

3.2.3.2. Descripcion de Muestras
En la tabla 8 se presenta la descripcion de los productos farmacéuticos utilizados

en el estudio de cinético de liberacidén-disolucion comparativo.

3.2.3.3. Condiciones de Disolucién

Las condiciones experimentales utilizadas en el estudio de liberacién-disolucién in
vitro, se sefialan en la tabla 9.

La preparacion de los medios de disolucion empleados en el estudio cinético de

liberacion-disolucidon comparativo, se menciona en el punto 3.2.2.2.4.



Tabla 8. Descripcién de los productos farmacéuticos en estudio
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Producto de Referencia

Producto Bioequivalente

Principio activo

Alprazolam

Alprazolam

Presentacion / Potencia

Comprimidos / 0,5 mg

Comprimidos / 0,5 mg

Laboratorio Procedencia

Laboratorio A

Laboratorio B

Numero de lote

C120324

1C50

Tabla 9. Condiciones experimentales de estudio de liberacién-disolucion in vitro.

Aparato de disolucién

Aparato Il USP, Paletas

Velocidad de rotacion

75 r.p.m.

Medios de disolucion

Soluciéon HCI 0,1 N pH 1,2
Solucién amortiguadora de Acetato pH 4,5

Soluciéon 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 reposicion 5mL
Método de cuantificacion HPLC
Longitud de onda 254 nm

3.2.3.4. Preparacion Estandar y Blanco

A. Preparacidn Estandar Trabajo y Control

Se utilizd un estandar secundario de alprazolam, previamente valorado contra un

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

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

manera que la solucidn estandar al 100% de la concentracion de trabajo de alprazolam,
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correspondiente al pardmetro de linealidad (ver anexo N° 4). De esta manera, se
prepararon dos soluciones estandar al 100% de la concentracidn de trabajo, con pesadas
independientes cada una, en la cual una soluciéon corresponde a la solucién estandar

trabajo, mientras que la otra corresponde a la solucién estandar control.

B. Preparacion Blanco

La Preparacion del blanco de acuerdo al medio de disolucion empleado, se

menciona en el punto 3.2.2.2.5.

3.2.3.5. Desaireacion Medio de Disolucion

Los gases disueltos en el medio de disolucion pueden causar la formacién de
burbujas, las cuales pueden alterar los resultados de la prueba. De esta manera, antes de
iniciar el estudio cinético de liberacidn-disolucidn in vitro, se efectud la eliminacion de los
gases (desaireacién del medio de disolucidn). Para ello, se calenté el medio bajo agitacidn,
hasta aproximadamente 41°C e inmediatamente se filtré al vacio utilizando un filtro con
un tamafio de poro de 0,45 um, mezclando vigorosamente. Una vez filtrado el medio de

disolucidn, se continud mezclando al vacio por un tiempo aproximado de 5 minutos™.

3.2.3.6. Procedimiento de Disolucion

Se adiciond 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 desaireacién previa. Se
ensambld el aparato y se dio inicio a la rotacidn de las paletas a una velocidad de 75 r.p.m.
Se verifico con un termdmetro la temperatura alcanzada en todos los vasos del equipo de
disolucidn, correspondiente a 37 + 0,5°C y se procedié a colocar un comprimido en cada
uno de ellos™.

En cada tiempo especificado (5 — 10 — 15 — 20 minutos), se retiré un volumen de
muestra de 5 mL de una zona equidistante entre la superficie del medio de disolucién vy 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 extraido con medio de disolucidn nuevo a 37°C.
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Cabe mencionar, que el vaso se mantuvo cubierto durante todo el transcurso del
14

ensayo .
A continuacidn, se describe el procedimiento que se llevd a cabo luego de la

extraccién de las muestras, de acuerdo al medio de disolucion empleado en el ensayo.

A. pH1.2

Cada muestra obtenida se depositd en un tubo de ensayo. Luego, se adiciond un
volumen de 3 mL de muestra en un matraz volumétrico de 10 mL, utilizando una
micropipeta 5 mL y se completd el volumen con solucién amortiguadora de fosfato pH 8,0
(ver punto 3.2.2.2.4.). Se homogenizg, se filtré con jeringa y filtro con tamafio de poro de

0,22 um y se llevé a un vial dmbar para ser cuantificada en el HPLC.

B. pH4,5
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 utilizd una solucién amortiguadora alcalina

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

C. pH6,8

Cada muestra obtenida, se filtré utilizando un filtro con tamano de poro de 0,22

pm y se llevé a un vial para ser cuantificada en el HPLC.

3.2.3.7. Andlisis de Muestra

Cada muestra se inyectd por triplicado en el HPLC, cuyas condiciones
cromatograficas se presentan en la tabla 7. Ademas, para poder cuantificar las muestras
obtenidas, se debid preparar una solucién estdndar trabajo y una solucién estandar
control de alprazolam al 100% de la concentraciéon 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 estandar un blanco, con el fin de evaluar la presencia de

sefial que pueda interferir en el analisis.
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3.2.3.8. Calculos y Elaboracidn Perfil de Disolucion

Se calculd la cantidad disuelta de alprazolam (mg), segun la siguiente férmula:

Lm X Cst X FD x VMD x PMb

P.A = + me P.A.Et A
ms Lst X PMs ms

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 concentracién del estandar trabajo
(mg/mL), Lm es la lectura de la muestra, Lst es la lectura del estdndar trabajo, FD es el
factor de dilucién de la muestra, VMD es el volumen de medio de disolucion (mL), PMb es
el peso molecular de la base (g/mol) y PMs es el peso molecular de la sal (g/mol).

A continuacion, se determind el porcentaje acumulado disuelto respecto de la

cantidad declarada de alprazolam, mediante la siguiente férmula:

mg P.A X 100
DD

% P.A.=

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 procedid 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 grafico de porcentaje acumulado
disuelto promedio respecto de la cantidad declarada en funcion del tiempo, en el

correspondiente medio de disolucién®.



46

3.2.3.9. Evaluacion de Resultados

Tanto el producto de referencia de Laboratorio A como el producto certificado
como bioequivalente de Laboratorio B deben presentar una muy rapida liberacién-
disolucién. De esta manera, el principio activo contenido en ambos productos
farmacéuticos, se debe disolver en un porcentaje de 85% o mas de la cantidad declarada
de farmaco a los 15 minutos o menos, utilizando los tres medios de disolucién’. Si uno de
los productos farmacéuticos analizados en este estudio no cumple con lo mencionado

anteriormente, se procedera a tomar medidas regulatorias adecuadas segun el caso.



4.1. SOLUBILIDAD

4.1.1. Verificacion del Equipo

4. RESULTADOS
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En la tabla 10 se muestran los resultados de los pardmetros analizados en la

verificaciéon 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

Parametro Control de calidad del | Control de calidad del
electrodo titulante
Factor HCI 1,0904 -
Factor KOH - 1,0406
Concentracion Carbonato (M) 0,000072 -
Parametro electrodo a 0,169 -
Parametro electrodo ks 0,9957 -
Parametro electrodo jy 4,7 -
Parametro electrodo jou -1,3 -
GOF 1,1 1,3
Calificacion GOF Cumple Cumple

4.1.2. pKa experimental

Los resultados del ensayo de determinacion 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 analisis, el cual indica el valor de pKa con su
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ajuste GOF correspondiente y el grafico de Bjerrum proveniente de la integracidn, se

muestra en el anexo N° 6.

Tabla 11. Resultados analisis de pKa de alprazolam

Titulacién Vo(l:‘rBen Tie(:\)po pKa GOF pKa* | GOF ** CaliggaFcién
1 2,9 0,8 3,79 1,3
2 3,8 0,7 3,79 1,4 3,79 1,6 Cumple
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 Intrinseca
Los resultados obtenidos del ensayo de Solubilidad Intrinseca de la materia prima
activa alprazolam, utilizada en la elaboracidon del producto equivalente terapéutico

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

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

. .. | Volumen | Tiempo SOIUPII'dad S.OIUPIIIdad GOF | Calificacién
Titulacion (mL) (h) Intrinseca GOF intrinseca *x GOF
(ng/mL) (ng/mL)*
1 2,9 4,2 44,3 3,9
2 3,9 3,9 35,6 4,7 44,3 9,7 Cumple
3 5,1 3,1 29.8 4,8

*Solubilidad Intrinseca 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 analisis, en el cual se indica tanto el valor de la solubilidad intrinseca de la
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materia prima activa con su ajuste GOF correspondiente, como la grafica de Bjerrum

proveniente de la integracion.
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Figura 3. Solubilidad Intrinseca integrada y grafico Bjerrum de
materia prima activa alprazolam
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4.1.4. Perfil de Solubilidad
A continuacidn, se ilustra una gréfica de perfil de solubilidad (mg/mL) en funcién

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

(figura 4).
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Figura 4. Grifico de perfil de
solubilidad materia prima activa
alprazolam otorgada por software

pS

En la figura 5 se ilustra una grafica de perfiles de solubilidad (ug/mL) en funcién del
pH, en todo el rango de pH analizado, obtenida mediante Excel.

La solubilidad intrinseca reportada es de bajo valor (44,3 pg/mL) y por ende no es
posible apreciarla en los graficos de las figuras 4 y 5. Es por ello, que en la figura 6 se
muestra una grafica de perfiles de solubilidad en funcién del pH con un rango de
solubilidad estrecho, cercano a la solubilidad intrinseca resultante (rango de solubilidad de
25,0 pg/mL — 55,0 pg/mL). A partir de la figura 6 se puede apreciar que la solubilidad

intrinseca reportada se determiné a un pH cercano a 8.



Perfil de Solubilidad Alprazolam

1600

1400 *
1

1200

1000
800 == Titulacién 1
600 ‘. == Titulacion 2
400 "- Titulacion 3

200 '.'\
.

Solubilidad (png/mL)

Figura 5. Grafico de perfiles de solubilidad materia prima activa alprazolam
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4.1.5. Solubilidad minima y Nimero de Dosis

A continuacidn, se presenta el promedio de las tres solubilidades minimas (mg/mL)
en el rango de pH de interés fisioldgico, el Do resultante y la clasificacion de solubilidad de
la materia prima analizada.

El Do se calculé utilizando la solubilidad minima promedio (mg/mL), dosis maxima

de 1 mg y volumen de administracion de 250 mL.

Tabla 13. Solubilidad minima materia prima activa alprazolam

Solubilidad S°r:‘|,::'r:’:d
Titulacion | pH (rango) minima . Do Resultado
(mg/mL) promedio
(mg/mL)
1 1,892 - 6,873 0,0445
2 1,853 - 6,962 0,0357 0,0367 0,109 | Alta Solubilidad
3 1,867 - 7,004 0,0299

4.2. VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA
4.2.1. VALORACION MATERIA PRIMA ALPRAZOLAM
4.2.1.1. Evaluacién Carry Over
Todas las lecturas del blanco presentaron un area igual 0, por ende la evaluacion

Carry Over cumple con el criterio de aceptacidn especificado.

4.2.1.2. Test Aptitud del Sistema

En cada lectura de estandar trabajo y estandar control, el factor de simetria fue
menor a 2 y el nimero de platos tedricos fue mayor a 500. El %CV de las inyecciones
repetidas de estandar trabajo y estandar control fue menor al 2%. De esta manera, el Test

Aptitud del Sistema cumple con los criterios de aceptacion especificados.



4.2.1.3. Variacion del Factor de Respuesta
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A continuacidn, se indica el resultado de la variacion del factor de respuesta de los

estandares utilizados en la valoracién de la materia prima activa alprazolam.

Tabla 14. Variacién del factor de respuesta

Estandar Lecturas Vir (%) Calificacion Vgg
Estandar Trabajo / Estandar Control 5/5 1,47 Cumple
Estandar Trabajo / Estandar Control 2/2 1,41 Cumple

4.2.1.4. Porcentaje de Principio Activo

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

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

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

prima analizada.

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

Porcentaje de

Muestra Cantidad de Alprazolam (mg) 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
Calificacion % Pureza - Cumple
Calificacion %CV Cumple Cumple
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4.2.2. VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA PARA ESTUDIO CINETICO DE
LIBERACION-DISOLUCION COMPARATIVO
4.2.2.1. Selectividad

Los resultados obtenidos en el parametro selectividad, para todos los medios de
disolucion, se resumen en la tabla 16.

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

de la concentracién de trabajo segun el medio de disolucién empleado.

Tabla 16. Resultados selectividad en los tres medios de disolucion

Medio de disolucion

pH 1,2

pH 4,5

pH 6,8

Muestra

tg(min) | Area

tg(min) | Area

tg (min) | Area

Estandar 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

Sin presencia de

Sin presencia de

Sin presencia de

Blanco senal al tg de senal al tg de sefial al tg de
Alprazolam Alprazolam Alprazolam
Sin presencia de Sin presencia de Sin presencia de
Blanco mas
sefal al tg de sefal al tg de sefal al tg de
detergente

Alprazolam

Alprazolam

Alprazolam

4.2.2.2. Linealidad
En las tablas 17, 18 y 19 se sefialan los resultandos obtenidos en el pardmetro de
linealidad. Ademas, en la tabla 20 se muestran los resultados de la estadistica empleada

en este parametro, para cada medio de disolucion.
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En el anexo N° 8 se ilustran las graficas de drea en funcién de la concentracién
(mg/mL) de alprazolam para cada medio de disolucién empleado, donde las areas fueron
divididas por 10°.

El rango de concentracidn utilizado en el parametro 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

Solucign | Concentracion | Area | o 0 | calificacion %CV FR
(mg/mL) promedio

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
Calificacion %CV Cumple




Tabla 18. Resultados linealidad pH 4,5

Solucign | Concentracion | Area | o | clificacion %CV FR
(mg/mL) promedio
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
Calificacion %CV Cumple
Tabla 19. Resultados linealidad pH 6,8
Solucion Concentracion Area . %CV | Calificacion %CV FR
(mg/mL) promedio
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

Calificacion %CV

Cumple

56
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Tabla 20. Estadistica de regresién parametro linealidad para los tres medios de disolucion

Medio de disolucion pH1,2 pH4,5 pH 6,8
Numero de determinaciones 6 6 6
Coeficiente de correlacion (r) 0,99992 0,99994 0,99982
r? 0,99984 0,99988 0,99965
Pendiente 3516,57242 | 3553,53009 | 3511,87862
Intercepcion eje Y -0,00638 -0,00718 0,02651
Intervalo confianza del Intercepto eje Y +0,01800 +0,01552 + 0,08865
Calificacién r? Cumple Cumple Cumple
Intervalo de confianza del intercepto incluye Cumple Cumple Cumple

el cero

4.2.2.3. Precision

En la tabla 21 se presentan los resultados obtenidos en el parametro de precision,

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

disoluciéon empleados. En las tablas 22, 23 y 24 se muestra la estadistica utilizada en la

precision intermedia, correspondiente al Test Comparacién de medias, segun el medio de

disolucién empleado.

El rango de concentracion utilizado en el pardmetro de precisién 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 precision intermedia para los tres medios de

disolucién
Medio de | _, . Concentracion Area Porcenta-je Calificacion
. ., | Dia | Nivel . promedio | %CV
disolucion (mg/mL) promedio (%) %CV
1 0,000178 61843 99,04 0,06 Cumple
1* 2 0,000298 103612 98,75 0,27 Cumple
pH 1,2 3 0,000359 126032 99,76 0,24 Cumple
! 1 0,000180 62522 98,98 0,22 Cumple
2%* 2 0,000301 104337 98,55 0,14 Cumple
3 0,000361 127264 100,32 0,13 Cumple
1 0,000178 63158 99,61 0,40 Cumple
1* 2 0,000302 105668 98,57 0,18 Cumple
oH 4,5 3 0,000359 126602 99,33 0,21 Cumple
! 1 0,000177 62062 98,71 0,22 Cumple
2%* 2 0,000302 106397 99,15 0,18 Cumple
3 0,000360 127726 99,88 0,50 Cumple
1 0,000618 218141 100,55 0,32 Cumple
1* 2 0,001005 355445 100,75 0,24 Cumple
oH 6,8 3 0,001206 430264 101,63 0,27 Cumple
! 1 0,000620 219917 101,04 0,36 Cumple
2%* 2 0,001011 359582 101,32 0,28 Cumple
3 0,001211 431074 101,40 0,22 Cumple

*Resultados repetibilidad
**Resultados precision intermedia
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Tabla 22. Estadistica precisidon intermedia pH 1,2: Test Comparacién de Medias

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
PH 1,2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2

Media (%) 99,04 99,98 98,75 98,55 99,76 | 100,32
Varianza (%) 0,0037 | 0,0462 | 0,0702 | 0,0196 | 0,0572 | 0,0183
Numero determinaciones 6 6 6 6 6 6
F calculado / F critico (tabla) | 12,3633 /4,2839 3,5810 / 4,2839 3,1270 / 4,2839
Resultado Test de Fisher Va!riz?nzas Varianzas Varianzas

Distintas Iguales lguales
S comiin - 0,0449 0,0377
t experimental / t de tabla - 0,4806/2,2281 1,3381/2,2281
Calificacion test t de Student - Cumple Cumple

t experimental / ||

0,1527 / 2,5706

Calificacion test de Cochran

Cumple

Tabla 23. Estadistica precisidon intermedia pH 4,5: Test Comparacién de Medias

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
PH 4,5 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Media (%) 99,61 98,71 98,57 99,15 99,33 99,88
Varianza (%°) 0,1610 | 0,0452 | 0,0302 | 0,0311 | 0,0447 | 0,2467
Numero determinaciones 5* 6 6 6 6 6
F calculado / F critico (tabla) 3,5636 / 4,3874 1,0298 / 4,2839 5,5242 / 4,2839
Resultado Test de Fisher Varianzas Varianzas Vafrizfmzas
Iguales Iguales Distintas
% comiin 0,0966 0,0306 -
t experimental / t de tabla 2,0858 / 2,2622 1,4033/2,2281 -
Calificacion test t de Student Cumple Cumple -

t experimental / |t'|

1,2543 / 2,5706

Calificacion test de Cochran

Cumple

*Se elimind el dato numero 6 mediante la prueba de Dixon, debido a que corresponde a

un resultado aberrante®®.
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Tabla 24. Estadistica precisién intermedia pH 6,8: Test Comparacion de Medias

Nivel 1 Nivel 2 Nivel 3
PH 6,8 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
Media (%) 100,55 | 101,04 | 100,75 | 101,32 | 101,63 | 101,40
Varianza (%) 0,1052 | 0,1337 | 0,0598 | 0,0826 | 0,0775 | 0,0492
Numero determinaciones 6 6 6 6 6 6
F calculado / F critico (tabla) | 1,2705 /4,2839 1,3815 / 4,2839 1,5745/4,2839
Resultado Test de Fisher Varianzas Varianzas Varianzas
Iguales Iguales lguales
S% comiin 0,1195 0,0712 0,0634
t experimental / t de tabla 1,1382 /2,2281 1,3440/ 2,2281 0,5441/2,2281
Calificacion test t de Student Cumple Cumple Cumple
t experimental / || - - -
Calificacion test de Cochran - - -

4.2.2.4. Exactitud

Los resultados obtenidos en el parametro exactitud se muestran en las tablas 25,
26 y 27. La estadistica empleada en el estudio para los tres medios de disoluciéon se
presenta en la tabla 28.

En el anexo N° 9 se ilustran las graficas de concentracidon de estandar agregado
(mg/mL) en funcién de la concentracidn de estandar encontrado (mg/mL).

El rango de concentracién utilizado en el parametro 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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61

Cantidad Porcentaje
. estandar estandar e s Porcentaje e .
Nivel encontrado encontrado Calificacion promedio J(%) Calificacion
(mg) (%)
20,18 101,15 Cumple
1 19,88 99,63 Cumple 100,18 Cumple
19,90 99,76 Cumple
19,81 99,29 Cumple
2 19,77 99,08 Cumple 99,32 Cumple
19,87 99,58 Cumple
19,73 98,91 Cumple
3 19,76 99,02 Cumple 99,03 Cumple
19,79 99,18 Cumple
Promedio 99,51
S 0,60 Cumple
%CV 0,60
Tabla 26. Resultados exactitud pH 4,5
Cantidad Porcentaje
. estandar estandar e e Porcentaje e as
Nivel encontrado encontrado Calificacion promedio J(%) Calificacion
(mg) (%)
20,48 101,97 Cumple
1 20,23 100,75 Cumple 101,00 Cumple
20,14 100,29 Cumple
20,11 100,16 Cumple
2 20,11 100,15 Cumple 99,99 Cumple
20,01 99,65 Cumple
20,08 100,01 Cumple
3 20,10 100,07 Cumple 100,05 Cumple
20,09 100,06 Cumple
Promedio 100,34
S 0,57 Cumple
%CV 0,57
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Cantidad Porcentaje
Nivel e:z:;:(rj:;o e:z:)anTrj:;o Calificacion p:’:;c::;a;(;) Calificacion
(mg) (%)
20,12 100,55 Cumple
1 20,09 100,37 Cumple 100,16 Cumple
19,92 99,55 Cumple
19,88 99,35 Cumple
2 19,92 99,53 Cumple 99,49 Cumple
19,93 99,58 Cumple
19,88 99,36 Cumple
3 19,90 99,46 Cumple 99,46 Cumple
19,92 99,55 Cumple
Promedio 99,70
S 0,39 Cumple
%CV 0,40
Tabla 28. Estadistica exactitud en los tres medios de disolucidn
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
Calificacién t de Student Cumple Cumple Cumple
Estadistica de regresion
Numero 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
Intercepcion eje Y 0,00000 0,00000 0,00000
Calificacion r Cumple Cumple Cumple
Calificacién r Cumple Cumple Cumple
Calificacion Pendiente Cumple Cumple Cumple
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4.2.2.5. Rango

e pH1,2:0,000195 - 0,000359 mg/mL (65,00 — 119,67%)
pH 4,5 : 0,000195 — 0,000359 mg/mL (65,00 — 119,67%)

e pH6,8:0,000650—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 analitico, en los tres medios de disolucion empleados.

Tabla 29. Resultados estabilidad para los tres medios de disolucién

Medio de , Area %CV %CV
disolucion bia promedio S %ev dia ;- dia2 | dia ;- dia3
103563 281 0,27
pH 1,2 2 103951 81 0,08 0,27 0,40
3 104230 191 0,18
Calificacion Cumple Cumple
107410 214 0,20
pH 4,5 2 106952 341 0,32 0,34 0,35
3 106753 91 0,09
Calificacion Cumple Cumple
1 355742 517 0,15
pH 6,8 2 353982 1535 | 0,43 0,40 0,15
356383 321 0,09
Calificacion Cumple Cumple

4.3. ESTUDIO CINETICO DE LIBERACION-DISOLUCION COMPARATIVO

A continuacién, se presentan los resultados obtenidos en el estudio cinético de
liberacion-disolucion comparativo en los tres medios de disolucién, efectuado a los
productos farmacéuticos de referencia de Laboratorio A y equivalente terapéutico de

Laboratorio B.
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4.3.1. Solucion HCI 0,1 N pH 1,2

En la tabla 30 se presentan los resultados obtenidos de las cinéticas de liberacidn-
disoluciéon en medio HCl 0,1 N pH 1,2, mientras que en la figura 7 se representan los
perfiles de liberacidn-disolucion del producto de referencia y bioequivalente en el mismo

medio de disolucidn.

Tabla 30. Resumen resultados cinéticas de liberacién-disolucion pH 1,2

Cantidad disuelta Porcentaje acumulado disuelto
9

Producto Tiempo Promedio e Promedio -
12 vasos S %ev 12 vasos S %ev
5 0,43 0,02 3,58 85,40 3,05 3,58
Producto de 10 0,48 0,01 2,47 95,45 2,36 2,47
referencia 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
5 0,48 0,02 3,39 95,03 3,22 3,39
Producto 10 0,49 0,01 1,36 98,63 1,34 1,36
bioequivalente 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

Cinética de Liberacion-Disolucion
Solucién HCI 0,1 N pH 1,2

2

§ 110

a 100 _7.—_4_-—0_ Producto de
_‘% g 90 referencia
S .0

£ 3 80

3 g 70 =¢=—Producto
; 2 60 bioequivalente
4]

E 50 T T T T 1

S 0 5 10 15 20 25

o

a.

Tiempo (min)

Figura 7. Cinética de liberacidén-disolucion comparativo en
solucion HCI 0,1 N pH 1,2
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4.3.2. Solucién Amortiguadora de Acetato pH 4,5

Los resultados obtenidos de las cinéticas de liberacidn-disolucion en medio
amortiguador de acetato pH 4,5 se sefialan en la tabla 31, los cuales se representan en la
figura 8 mediante perfiles de liberacidn-disolucion del producto referencia vy

bioequivalente.

Tabla 31. Resumen resultados cinéticas de liberacién-disolucién pH 4,5

Cantidad disuelta Porcentaje acumulado disuelto
9

Producto Tiempo Promedio e Promedio -
12 vasos S %ev 12 vasos S %ev
5 0,36 0,02 5,76 71,84 4,14 5,76
Producto de 10 0,48 0,01 2,45 96,21 2,36 2,45
referencia 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
5 0,46 0,01 2,97 92,06 2,73 2,97
Producto 10 0,48 0,01 1,47 95,09 1,40 1,47
bioequivalente 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

Cinética de Liberacidon-Disolucion
Solucién Amortiguadora de Acetato pH 4,5

110
Producto de

100
90 Q"’" ¢ referencia

80
70 =&—Producto
60 bioequivalente
50 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Porcentaje Acumulado Disuelto
Promedio (%)

Tiempo (min)

Figura 8. Cinética de liberacidén-disolucion comparativo en
solucion amortiguadora de acetato pH 4,5
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4.3.3. Solucion Amortiguadora de Fosfato pH 6,8

En la tabla 32 se presentan los resultados obtenidos de las cinéticas de liberacién-
disoluciéon en medio amortiguador de fosfato pH 6,8. Ademds, en la figura 9 se
representan los perfiles de liberacidon-disolucion del producto de referencia y

bioequivalente en solucién amortiguadora de fosfato pH 6,8.

Tabla 32. Resumen resultados cinéticas de liberacidn-disolucion pH 6,8

Cantidad disuelta Porcentaje acumulado disuelto
9

Producto Tiempo Promedio e Promedio -
12 vasos S %ev 12 vasos S %ev
5 0,33 0,03 10,55 65,16 6,88 10,55
Producto de 10 0,45 0,02 3,41 89,87 3,07 3,41
referencia 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
5 0,43 0,02 4,86 86,32 4,19 4,86
Producto 10 0,47 0,01 1,68 93,00 1,56 1,68
bioequivalente 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

Cinética de Liberacidn-Disolucidn
Solucion Amortiguadora de Fosfato pH 6,8

110
100 Producto de

90 _740——0—0 referencia

80
70 =—Producto
60 bioequivalente

50 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Porcentaje Acumulado Disuelto
Promedio (%)

Tiempo (min)

Figura 9. Cinética de liberacidn-disolucion comparativo en
solucion amortiguadora de fosfato pH 6,8
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4.3.4. Resumen de Resultados Estudio Cinético de Liberacidn-Disolucion 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

disolucién, indicando ademas si se cumple con una muy rapida liberacion-disolucién que

deben presentar los productos farmacéuticos analizados.

Tabla 33. Resumen de resultados estudio cinético de liberacién-disolucion comparativo en
los tres medios de disolucion.

Medio de Porcentaje acumulado Muy rapida
Producto disolucién disuelto promedio a los %CV liberacion-
15 minutos (%) disolucion
H1,2 98,72 1,52 Cumple
Producto de . .
. pH 4,5 97,80 1,78 Cumple
referencia
pH 6,8 93,46 1,56 Cumple
Cumple
pH 1,2 99,99 1,20 Cumple
Producto
. . pH 4,5 95,84 1,41 Cumple
bioequivalente
pH 6,8 93,49 1,69 Cumple
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5. DISCUSION

Los resultados obtenidos en este internado forman parte de una evaluacién 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 clasificacidon 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 envid para su andlisis.

En primera instancia, fue necesario analizar los resultados de la verificacidn 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
analisis 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 determinacién 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 tedrico de pKa planteado en la tabla 4. En este modelo tedrico se

ingresé un pKa estimado, el cual segln Laihanen et al. 1996°° 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 intrinseca de la materia prima activa alprazolam, resultante de la
integracion de los tres archivos, se obtuvo a un pH cercano a 8 con un valor de 44,3 pg/mL
y un ajuste GOF de 9,7. Como se puede observar, aunque el ajuste GOF cumple con el
criterio de aceptacién, éste se aleja de 1 y por ende el resultado experimental obtenido
difiere del modelo tedrico planteado en la tabla 5. El resultado informado por Laboratorio
B respecto a la solubilidad minima de la materia prima activa alprazolam corresponde a
125 pug/mL, obtenida a pH 5,5, siendo esta la solubilidad intrinseca estimada que se
ingresé en el modelo tedrico, la cual no se asemeja a la solubilidad intrinseca obtenida en
este estudio, justificando de esta manera el GOF resultante.

En la figura 3, se puede apreciar el grafico Bjerrum proveniente de la integracién
de los archivos de solubilidad intrinseca, el cual corresponde al nimero de protones
cedidos en funcion del pH. En este grafico, se puede observar que a medida que aumenta
el pH de la solucién la molécula se va deprotonando, obteniéndose un pKa aparente
desplazado hacia la derecha. El pKa aparente es debido a la formacion de precipitado
(soluto) en la solucién, y puede estar desplazado tanto hacia la derecha como hacia la
izquierda del pKa real, dependiendo del caracter acido o basico de la molécula. En este
caso, el pKa se encuentra desplazado hacia la izquierda, debido al caracter basico de la
molécula alprazolam®.

En cuanto al perfil de solubilidad en funcién del pH de la materia prima activa en
estudio, se puede observar que a medida que aumenta el pH de la solucién, la solubilidad
de alprazolam va disminuyendo. Esto se debe al caracter basico de la molécula, en donde
si el pH de una solucion 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 solucién es mayor que el pKa de la base, predomina la forma neutra

(deprotonada), y por ende la solubilidad de la materia prima disminuye®*.
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Por otra parte, para determinar el Do se necesita el valor de solubilidad minima de
la materia prima en estudio dentro del rango de pH fisiolégico. Sin embargo, la solubilidad
intrinseca 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 minima en un rango
de pH de 1,2 — 6,8 de cada titulacidon efectuada, cuyo promedio corresponde a 0,0367
mg/mL a un pH cercano a 6,8. De esta manera, empleando la solubilidad minima
promedio, dosis maxima de 1 mg y volumen de administracion de 250 mL, se establece
que el Do es menor a 1y 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 minima promedio obtenida en este estudio (0,0367 mg/mL cercana a
6,8), se puede apreciar que esta Ultima es similar a la solubilidad reportada por Drugbank
(0,040 mg/mL a pH 7,0)"’. Cabe mencionar, gue al comparar el resultado obtenido en el
presente estudio con el resultado informado por Laboratorio B respecto a la solubilidad
minima de alprazolam en el rango de pH fisioldgico, se puede observar que estos valores
no son similares, sin embargo, en ninguno de los dos casos se afecta la clasificacion de Ia

materia prima activa alprazolam como de alta solubilidad.

5.2. VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA
5.2.1. VALORACION MATERIA PRIMA ALPRAZOLAM

El porcentaje de pureza del principio activo alprazolam encontrado en la valoracién
de la materia prima activa alprazolam de Laboratorio B corresponde 99,96%, con un
coeficiente de variacién porcentual de 0,97%, por lo que se cumple con el criterio de
aceptacion establecido por la USP'. De esta manera, la materia prima activa alprazolam
puede ser utilizada como estandar secundario tanto en la validaciéon de la metodologia

analitica como en el estudio cinético de liberacion-disolucién comparativo de formas
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farmacéuticas solidas orales de liberacidon convencional que contengan el principio activo

alprazolam.

5.2.2. VALIDACION DE METODOLOGIA ANALITICA PARA ESTUDIO CINETICO DE
LIBERACION-DISOLUCION COMPARATIVO

Respecto al parametro selectividad, tanto en las muestras (producto de referencia
y producto bioequivalente) como en el estandar alprazolam se observa una Unica sefial,
cuyos tiempos de retencion y dreas de las muestras coinciden con el tiempo de retencién
y area del estandar, en los tres medios de disolucién establecidos. Asi mismo, en la lectura
del blanco y blanco con detergente, no se observan sefiales que puedan interferir con la
lectura de alprazolam, en los tres medios de disolucidon. De esta manera, se comprueba
que el método analitico del estudio de liberacién-disolucién in vitro es capaz de cuantificar
el analito de interés (alprazolam) sin que exista interferencia de otras sustancias quimicas
presentes en la muestra, estableciéndose que es selectivo para los tres medios de
disolucion.

Los resultados obtenidos en el pardmetro de linealidad para los tres medios de
disolucion, respecto al %CV de cada nivel y %CV del factor de respuesta de todos los
puntos de la curva de calibracién, cumplen con los criterios de aceptacion. Ademas, al
inspeccionar visualmente el grafico de area en funcién de la concentracién del analito, se
puede observar un comportamiento lineal en cada medio de disolucion. Por otra parte, al
evaluar la linealidad del método mediante la estadistica de regresion lineal en los tres
medios de disolucién, se puede destacar que los coeficientes de determinacién cumplen
con el criterio de aceptacién, demostrandose la existencia de regresidn entre las variables
de concentraciéon y respuesta analitica 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 analitico del estudio de liberacidn-disolucién in vitro es lineal

en un rango de concentraciones establecido para cada medio de disolucidn.
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En cuanto al estudio de precisidon efectuado en los tres medios de disolucion, tanto
en repetibilidad como en precision intermedia el coeficiente de variacion porcentual de
cada nivel cumple con el criterio de aceptacidon. Ademas, la estadistica empleada en la
precision intermedia, correspondiente al Test Comparacion de Medias, cumple con los
criterios de aceptacidon especificados y por ende se confirma la condicion 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 analitico del estudio de liberacidn-disolucién in vitro es preciso en un rango de
concentraciones establecido para cada medio de disolucion.

Por otra parte, los porcentajes de recuperacion obtenidos en el estudio de
exactitud para cada medio de disolucién, se encuentran dentro de los limites
especificados. Asi mismo, la estadistica utilizada en este parametro para cada medio de
disolucién, en relacién al test t de Student, cumple con el criterio de aceptaciéon y por
ende se demuestra que los valores (valor medio obtenido y valor tedrico) no difieren
significativamente. Al evaluar la exactitud del método analitico mediante la estadistica de
regresion, cuyos estimadores se obtuvieron a partir de un grafico de cantidad de estandar
agregado en funcién de la cantidad de estdndar encontrado, se puede observar que el
coeficiente de regresidon, coeficiente de determinacion y pendiente cumplen con los
criterios de aceptacion especificados. De esta manera, se demuestra estadisticamente que
el método analitico del estudio de liberacion-disolucidn in vitro es exacto en un rango de
concentraciones establecidas para cada medio de disolucion.

Si bien la validacién se efectu6 de manera independiente para cada medio de
disolucidn, el rango de concentraciones en el cual el método analitico es lineal, preciso y
exacto es el mismo a pH 1,2 y 4,5 (65,00 — 119,67% de la concentraciéon de trabajo) y
distinto a pH 6,8 (65,00 — 120,00% de la concentracién de trabajo). Cabe mencionar, que
debido a una segunda dilucién empleada en los medios de disolucion pH 1,2 y 4,5, la
concentracion de trabajo de estos es diferente a la concentracion de trabajo empleada en

el medio de disolucién pH 6,8.
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Los resultados obtenidos en el estudio de estabilidad de la solucién estandar
alprazolam, para cada medio de disolucién, cumplen con los criterios de aceptacién
especificados. Por lo tanto, se comprueba que la solucion de estdndar secundario
alprazolam es estable en los tres medios de disolucién, durante un periodo de tres dias y
manteniéndose almacenada en refrigeracién (2 — 8°C).

En base a todo lo mencionado anteriormente, se demuestra que el método
analitico para el estudio cinético de liberacion-disolucion 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 disolucién establecidos
(solucién HCI 0,1 N pH 1,2; solucion amortiguadora de acetato pH 4,5; y solucién

amortiguadora de fosfato pH 6,8).

5.3. ESTUDIO CINETICO DE LIBERACION-DISOLUCION COMPARATIVO

Los resultados obtenidos en el estudio cinético de liberacion-disolucién 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 liberacién-disolucién, tanto del producto de referencia
como del producto bioequivalente en solucion de pH 1,2, se puede observar que ambos
presentan un porcentaje acumulado disuelto promedio mayor al 85% a los 15 minutos. Asi
mismo, al analizar los perfiles de liberacion-disolucidon de estos productos farmacéuticos
en solucién 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 liberacion-
disolucién del producto de referencia y bioequivalente en solucion 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 disolucién establecidos (solucion HCI 0,1 N pH 1,2;
solucion amortiguadora de acetato pH 4,5; y solucién amortiguadora de fosfato pH 6,8).
Ademas, todas las cinéticas se realizaron bajo condiciones aceptadas por la guia técnica G-
BIOF 02, es decir, empleando el aparato de paleta (aparato Il USP), a 75 r.p.m. y en un
volumen de 500 mL. De esta manera, segun los criterios adoptados en la guia 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 rapida liberacién-disolucion’.

Como se menciono anteriormente, ambos productos farmacéuticos presentan la
caracteristica de muy rapida liberacion-disolucion y por ende no es necesaria la
comparacion de los perfiles cinéticos mediante el factor de similitud. De esta manera, se
demuestra que el producto bioequivalente presenta un perfil de disolucién similar al
producto comparador y al mismo tiempo se comprueba el cumplimiento de uno de los
requisitos que permitieron aprobar la solicitud de Bioexenciéon 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 rapida liberacién-disolucién 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 impidid que se cumpliera satisfactoriamente el seguimiento a la calidad

biofarmacéutica del producto bioequivalente.
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6. CONCLUSIONES

La materia prima activa alprazolam empleada por Laboratorio B para la elaboracién de
su producto certificado como bioequivalente se clasifica como de alta solubilidad de

acuerdo al Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico.

No fue posible determinar la clasificacion de solubilidad de la materia prima activa
alprazolam que adquiere Laboratorio A para la elaboracién de su producto de

referencia.

La metodologia analitica utilizada en el estudio cinético de liberacién-disolucién in
vitro de formas farmacéuticas sélidas orales de liberacién inmediata que contienen
alprazolam 0,5 mg, es adecuada para los fines previstos, ya que se cumple con las
caracteristicas de desempeiio especificadas, permitiendo entregar resultados

confiables y reproducibles.

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 caracteristica de muy rapida liberacién-disolucién en los tres medios establecidos
(solucién HCl 0,1 N pH 1,2; solucion amortiguadora de acetato pH 4,5; y solucién

amortiguadora de fosfato pH 6,8).

Se comprueba experimentalmente el cumplimiento de los requisitos de solubilidad y
disolucién que permitieron la aprobacién de bioexencién en base al Sistema de

Clasificacién 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 deberia realizar una determinacién de permeabilidad empleando un

modelo in vitro, de cultivo celular u otro.
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Figura 1. Verificacidon Equipo Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucion (1)
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Anexo N° 2

USP Certificate

U.S. Pharmacopeia

The Standard of Quality*

Alprazolam
LOT 10G195

Molecular Formula
H,C N

= C17H13CIN,
/ N
N Molecular Weight
308.76
cl = CAS Number

28981-97-7

LABEL TEXT

, REFERENCE STANDARD_|

ALPRAZOLAM CIV 200 mg
NDC # 00216-0104-05
WARNING! Reproductive Hazard
Do not dry. For quantitative applications, use a value of 0.8
mg of alprazolam per mg of material on the as is basis. Keep
container tightly closed

CAT.NO. 1015008 USP ROCKVILLE, MD LOT10G195

10G195

For use with specdied USP.NF Tests. Notfor
use as a drug, Read NSDS before using,

USP certifies that the USP Reference Standards Committee, in accordance with their rules and procedures,
determined that this USP Reference Standard lot is suitable to assess compliance with the monograph standards for
which it is specified. The critical characteristics of this lot are usually determined independently in three or more
laboratories, including USP, government, academic, and industrial collaborators.

QA Director

Page 1 of 2 05-Nov-2007

Figura 3. Certificado de analisis Estandar de Referencia USP alprazolam (1)




85

Calculation Value

Unless otherwise stated on the Reference Standard label, a value of 100.0% should be used in USP or NF
compendial applications for which the use of this Reference Standard is intended. Please refer to the specific
Reference Standard label for further information.

Expiration

Current lots are identified in the Official USP Reference Standards catalog. In some cases, the previous lot may still
be considered official. If so, it is identified in the column marked “Previous Lot/Valid Use Date.” Ordinarily, the
previous lot is carried in official status for about one year after the current lot enters distribution.

It is the responsibility of each user to determine that this lot is current when used. To ensure up-to-date information,
USP publishes the Official USP Reference Standards Catalog, which contains official lot designations. This
information is also available on the USP web site, at www.usp.org, as well as in the bimonthly subscription
publication, Pharmacopeial Forum.

Instructions for Use

Follow the instructions in the appropriate USP or NF Monographs and General Requirements for Tests and Assays
of the current USP-NF'. In the event that instructions on the label of this lot differ from those found in the current
USP-NF, those on the label supersede any instructions listed in Chapter <11>.

Non-Monograph Use

The suitability of this Reference Standard for use in non-compendial applications is solely the responsibility of the user.

LEGAL NOTICE

USP MAKES NO REPRESENTATION OR WARRANTY WITH RESPECT TO THE ACCURACY,
COMPLETENESS, OR CURRENTNESS OF THIS CERTIFICATE; AND USP SPECIFICALLY DISCLAIMS
ANY OTHER WARRANTY, EXPRESS, IMPLIED, OR STATUTORY, INCLUDING BUT NOT LIMITED TO,
THE IMPLIED WARRANTIES OF MERCHANTABILITY AND FITNESS FOR A PARTICULAR PURPOSE.
USP DOES NOT WARRANT THAT THE INFORMATION CONTAINED HEREIN MEETS THE
CUSTOMER’S REQUIREMENTS. USP SHALL NOT BE LIABLE ON ACCOUNT OF ANY SUCH ERRORS
OR OMISSIONS.

USP Reference Standards are not intended for use as drugs,
dietary supplements, or as medical devices.
This document is not a Material Safety Data Sheet.

This certificate may not be reproduced without
the express written permission of USP.

Copyright 2007 The United States Pharmacopeial Convention, Inc. All rights reserved.

Page 2 of 2 05-Nov-2007

Figura 4. Certificado de analisis Estandar de Referencia USP alprazolam (2)
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Anexo N° 3

Tabla 1. Valoracién materia prima activa alprazolam: Esquema de inyecciones

Muestra Vial | Lecturas Test
Blanco 1 1 vez Evaluacion Carry Over

Test de Aptitud del Sistema; variacién del factor
Estandar Trabajo | 2 5 veces

de respuesta Vir<2 %

Test de Aptitud del Sistema; variacion del factor
Estandar Control | 3 5 veces

de respuesta Vi< 2 %
Blanco 1 1vez Evaluacion Carry Over

Determinacion concentracion de la muestra con
Muestra A 4 3 veces

el estandar trabajo

Determinacidon concentraciéon de la muestra con
Muestra B 5 3 veces

el estandar trabajo

Determinacién concentracién de la muestra con
Muestra C 6 3 veces

el estandar trabajo
Blanco 1 1vez Evaluacién Carry Over
Estandar Trabajo | 2 2 veces Variacion del factor respuesta Vi< 2 %
Estandar Control | 3 2 veces Variacion del factor respuesta Vir< 2 %
Blanco 1 1vez Evaluacion Carry Over




87

Anexo N° 4
Selectividad
Y Producto Estandaralprazolam al ;
Producto de referencia bioequivalente 100%* ** Blanco Blanco mas detergente
% 1 comprimido 0,5 mg 1 comprimido 0,5 mg 10 mg estandar 2 mLdetergente en
o de alprazolam de alprazolam alprazolam matraz 100 mL
|
. Matraz 200 mL
< Matraz100 mL Matraz 100 mL Eavar ton agua
&L 10 mL metanol purificada
] . -
:E_ Alicuota 10 mL Alicuota 10 mL Alicuota2 mL Agregar l?lanco Hastoe]
aforo
Matraz50 mL Matraz50 mL Matraz100 mL
]
:} Alicuota3 mL Alicuota3 mL Alicuota3 mL
|
:~ Matraz10 mL Matraz10 mL Matraz10 mL
In_ solucion neutralizacion solucién neutralizacion solucion neutralizacion
Figura 5. Preparacion de muestras del parametro selectividad
*Procedimiento realizado en los tres medios de disolucién.
**Procedimiento realizado a pH 1,2 y pH 4,5.
***procedimiento empleado en la preparaciéon de muestra del estudio de estabilidad.
Linealidad
4»[ 0% I [ 60% I [ 80% ] [ 100% l [ 120% ] I 140% I
% 8 mg estandar 6 mg estandar 8 mg estandar 10 mg estandar 12 mg estandar 14 mg estandar
[ty alprazolam alprazolam alprazolam alprazolam alprazolam alprazolam
|
3 : : ;
Ea Matraz200 mL Matraz200 mL Matraz200 mL Matraz200 mL Matraz 200 mL Matraz200 mL
|
% 10 mLmetanol 10 mLmetanol 10 mL metanol 10 mLmetanol 10 mL metanol 10 mLmetanol
X
o | Alicuota2 mL I [ Alicuota2 mL I | Alicuota2 mL | [ Alicuota2 mL I | Alicuota2 mL | l Alicuota2 mL
o | matraz200mt || matrazioomt | [ watrazioomt | [ matrazioomt | [ matrazioomt | [ matrazioome |
in
7 I Alicuota3 mL I I Alicuota3 mL I I Alicuota3 mL I l Alicuota3 mL | I Alicuota3 mL I l Alicuota3 mL I
; Matraz 10 mL Matraz 10 mL atrazlo mL Matraz 10 mL Matraz 10 mL Matraz 10 mL
= Wi solucion solucion solucion solucion solucion solucion
nautralizacion neutralizacion neutralizacion neutralizacion neutralizacion neutralizacion

Figura 6. Preparacion de muestras del parametro linealidad

*Procedimiento realizado en los tres medios de disolucion.
**Procedimiento realizado a pH 1,2 y pH 4,5.
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Precisién (Repetibilidad y Precisién Intermedia)*
A
I 0% il 100% U 120% |

% A : :
o I 6 mg estandar alprazolam I l 10 mg estandar alprazolam I I 12 mg estandar alprazolam I
1
wn
f I Matraz200 mL, 10 mL metanol I I Matraz200 mL, 10 mL metanol I l Matraz200 mL, 10 mL metanol I
o~
- > > >
In. | Alicuota2 mL I l Alicuota2 mL I I Alicuota2 mL |

| Matraz100 mL | | Matraz 100 mL L ] Matraz 100 mL |
3
*
n: | Alicuota3 mL I I Alicuota3 mL I l Alicuota3 mL I
<
1
o~
- I Matraz 10 mL, solucion neutralizacion ] [ Matraz 10 mL, solucion neutralizacion ] [ Matraz10 mL, solucion neutralizacion I
TV
[

Figura 7. Preparacion de muestras del parametro precision

*Tanto en repetibilidad como en precision intermedia se efectué el mismo procedimiento
descrito, solo que en dias diferentes.

**Procedimiento realizado en los tres medios de disolucidn.

***procedimiento realizado a pH 1,2 y pH 4,5.



5 Solucién estandar
Solucion blanco madre
alprazolam
1 comprimido producto 20 mg estandar
dereferencia+1 alprazolam
comprimido producto .
hioequivalente Matraz 200 mL
] atraz'ZOO mL Medio de disolucion
Medio de disolucion

\ Alicuota5 mL

Alicuota 9 mL* Matraz100 mL

Medio de disolucion
Alicuota 9 mL < 1
‘L Alicuota 4 mL Alicuota 10 mL Alicuota 15 mL
Solucian blanco Nivel 1 (65%) Nivel 2 {95%) Nivel 3 (120%)
trabajo - ‘ :
Matraz100 mL Matraz 100 mL Matraz100 mL
Matraz 100 mL Medio de disolucion Medio de disolucion Medio de disolucion
Medio de disolucién -
Alicuota3 mL** Alicuota3 mL** Alicucta3 mL**
Alicuota3 mL** ]
Matraz10 mL Matraz10 mL Matraz10 mL
Matraz10 mL Solucién Solucién Solucién
Solucion neutralizacion neutralizacion neutralizacién
neutralizacion

Figura 8. Preparaciéon de muestras del pardmetro exactitud

*Se adiciond una alicuota de 9 mL a cada nivel (nivel 1, nivel 2 y nivel 3).
**Procedimiento realizado a pH 1,2y pH 4,5.
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AT Actualizacion:03/05/2013
TR REPROGRJ3E|$5£/2E§(;F0|§£CION DEL EQUIPO DISOLUTOR T
= Pagina 1 de 2
Folio:
1.0.- EQUIPO R-DI-
Equipo Disolutor ( marca /modelo): _ €xwe fFa BT - Jao -
Cadigo Interno: _ €&~ B -~ oo
Modelo N° de Serie N° Inventario
Equipo | N2 | A /A | N/A |
Bomba L Nia | A /A | N /A |
Muesterador Atomatico | N /A | N /A | AN /A |
Bomba de Muestreo | N /A | N /A | N /A |
Termometro | — | ST I SEE—m ]

2.0.- PARAMETROS A VERIFICAR

Verificacién Fisica : Nivel ComAE Veloc Rotac. ¢ g™ §l & |
Bamboleo Altura

Centrado |[CU MYIE

Verificacion Quimica : Prednisona

Paleta | Canastillo

Comere | comple

3.0.- RESULTADOS

Verificacién fisica E |  Paleta ]

Vaso Ni'vel Bamboleo (ejes) C.entrado Velocidad de rotacién Kitiiva
Honzem) 50 rpm ] 100 rpm (i) 50 rpm l 100 rpm

1 ok | oo | co T o331 #3931 9928 [ 29

2 o] 0o ] 00 ] 0901 9991 999 T a1

3 R | oo | o0 T o0 T 493 [ (coc.0 [ 29.2

4 ok | oo | 0o T 0% [T H#3T9 T 997 T 250

5 ok | oo | oo T 0% | 0o | 999 | 2v 2

6 OR | oo | oo [ 1L T Soo [ lco.0 | 25 2

I Canastillo ]

- Ni‘vel Bamboleo (ejes) C?“t"adO Velocidad de rotacién Rt
(Horizont) 50 rpm | 100 rpm | (€ie/vaso) 50 rpm | 100 rpm

1 ok | oo | ooi T 029 ] 599 | % % [ oo 3

2 ok 1 ooy | oav | 090 #3341 999 T oy

3 ok 1 o002 | oof T ofr T 939 1 toc,0 | 350

4 oR l 01> | 002 | o461 479 T 993 T 543

5 ok | ooy |00y o [ o0 T 499 129939

6 oR 1 ooz 1 ool | 117 T S5 T Joo,0 | 2v.2

Figura 9. Verificacion Equipo de Disolucion (1)
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Irstituto de Actualizacién:03/05/2013
§ REPORTE DE VERIFICACION DEL EQUIPO DISOLUTOR
RG-03-IT-422.00-026 VERSION:1
Pagina 1 de 2
Verificacion Quimica
"&Pﬁ _L 4 ‘)a D
2,
Prednisona | Prednisona Vsed N (one v\‘\’d‘l\\s =
e (Paleta) | (Canastillo) Yoso (P\exay Gos MA; r\:)
1 1 aC T 6% ! e ik
21 1 ¥ 2 5% 68
3 | 20 | ! 3 34 b4
4 1 & 1 32 [ 33 30
5 | ol | HEE) s ¥ b\
6 | = | 5> 4 33 XA
4.0.- REGISTROS Hojas de trabajo | N° de Folio

Prednisona Paleta |

Prednisona Canastillo |

5.0.- CONCLUSIONES

6o W-005 _cureble verthienwen Lt o veriescwren pivics (Glapa 2).
T T 8] I J

Fecha de préxima verificacion: [ —l

6.0.- OBSERVACIONES

e
7.0.- ANALISTAS
Nombre Firma
ﬁ’u nna #CM\L/WN /. O)H
Moww Voure lov /}7 /»ﬁ;/ﬁ» 7/
v

7%
8.0.- V°B° SUPERVISOR :P

Jefe (SySecciop Subdep 5. Laboratorio Nacional de Control
[

.’ FECHADETERMINO: [ 02 - /3

Figura 10. Verificacion Equipo de Disolucién (2)
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CMIATION AMALYSS — TROHMCAL RRPC AT T 1 - B 1K
| pka alpraznlam
37.0°C, 0.15001 ionic str
logK = 3.79 B+H=BH
LOF=T.5
(regreEmEn weghis from gH 4 D02, v & 220103 mL
;:‘:A’;:‘:E':‘:‘i
mEEn
Tmema amms
rLEmME AsInvE
1O mM 3 ADSIANTY
.’.3‘5{5‘
pts
amot o A 7 BJERRUM PLOT
B anmEmo Rom o Anemns 0 £z4nE1m4
0408 400000 KOH AJ&02EI
D08 AONO0 KOH  AJSEEITE ﬁggng‘?
iy
| | | L L L
234 587 8
a RESIDUALS FROFILE
O 454 [0B754
7 £ ATANETET
- Ll ATAO0RIT
5]
]
4
3
2
1
LoD
-1
-2
-3
-4
-5
-G |
=7 L1 1 L1 1 1
2 34 5867 8
- oH
Trepurecizy T I 1 Thu !''Ap20'1 DO3M pla sirmcam Ege

Figura 11. Resultado pKa materia prima activa alprazolam: Documento obtenido
por Software pS
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slprzzoten Estabdaded dul-Loeada IFA pHE? 60d
uV 3
I
||
S | |
1 | |
|
|
4 |
|
28004 ! |
|
‘l 1 '
|
’1 J | {
¢ ( |
| %
e A - O S
e =
i
AR . 1PDANY
:‘; " 1 ? 1 s s & s S 10
T s
o
£
K] o PUIA S
9 D=1 Coepound Name: alprazotam
I Sarpie Nare  Sampie ID Vials  yection Volar Hagk Taling Fasrorhoorsucal Pla IS Resadzwn
o Mossrs Vabdsoon peil 12 200 6191 1641 2 ) G
q Musira Nalibwoon 81 04 6430 1041
] __)];Eﬁ;:;hh.‘aj dnl pH 12 1 BT 1o
'2 SAPSNSE ST Valiation peil . 2 g T
" hlanco Valdoown péil 21 ) WO
H 6411 1.040
o 1378 nia
S 6407 1041
75 101062 6130 1038
) 1343 ) 0001
o
o
[
"

Figura 12. Selectividad
concentracion de trabajo

pH 1,2: Cromatograma estandar

alprazolam 100% de
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oV

T80~
.":lf!).

2.01-21. ’

|

] fil

o' |\~
4 )t
Il
0 1

o PDA s

D1 Compound Name: alpeazclen

"

-

min

1 PDA Nl |

Selectividad esténIr alprazolam pH 4,5

Serpic Name  Semple 1D vecoon Volur  Ret Time Ares Hephe Taslv; Factoeheowetscal Plas
Mucstra Selectividad i 10 00 440 102988 f6a3 267780
Mosstra Selectnadad pH - 11 AL LR} 106798 9208
Dusrgerze 4.8 Sihaaidsd il 16 o 0y 0 0
sopHdS  Vaslawnph $ 19 0 0 0
) Linsasdsd i3 46 200 62 BREDEETS m)n]
Kb L a3 oo
1718 &13 oo
S8 3 s 0000
e 123838 Ty
185 19568 0000

Figura 13. Selectividad

concentracion de trabajo

pH 4,5: Cromatograma

estandar

alprazolam 100%

de



95

1800

alprazolam 100%: P2_Lincalidad-Pracisicn (6 8 28 &kd

1 1
SO | |
! . )
{ 2 { A\
o A0 ~ N — §
} . . s s TTPDAME
9 ! 2 3 < s ? $ 9
mn
v PDA »»
D=1 Compoend Nure aramnlen
S ¢ Narre Sampls D Vals  yooton Volur Rt Tame Heighe Talog Factochoocetal © i
Muestra Selectnadsd e 11 X0 1352 R AE 1.118 3240
Muocstna o SSRansdsd 12 20 1499 30421
Deterperte pH & Selactnadad pHes ) 1o 0
Blancopii6 8 Schectiidad piied 200 [
R0 P2 Linehdad Prece & )

Selectividad estandar alprazolam pH 6,8

000

Figura 14. Selectividad pH 6,8: Cromatograma

concentracion de trabajo

estandar alprazolam 100% de



Anexo N° 8

Linealidad pH 1,2
Grafica Concentracion v/s Area

1.60E+00
i"z‘gg’;gg y = 3516.6x - 0.0064
1.00E+00 R2=0.9998

8.00E-01
6.00E-01
4.00E-01
2.00E-01
0.00E+00 . . . . .

0.0000 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005

/105

Area

P

Concentraciéon (mg/ml)

Figura 15. Linealidad pH 1,2: gréfica concentracién en funcién del
area

Linealidad pH 4,5
Grafica Concentracion v/s Area

1.60E+00
oy y = 3553.5x - 0.0072
1.00E+00 R* =0.9999

8.00E-01
6.00E-01
4.00E-01
2.00E-01
0.00E+00 ; : : : .

0.0000 0.0001 0.0002 0.0003 0.0004 0.0005

/105

Area

e

Concentracion (mg/ml)

Figura 16. Linealidad pH 4,5: grafica concentracion en funcién del
area
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/105

Area

Linealidad pH 6,8

Grafica Concentracion v/s Area

6.00E+00

y =3511,9x + 0,0265

5.00E+00

R?=0,9996

4.00E+00

3.00E+00

2.00E+00

1.00E+00

0.00E+00
0.0000

0.0005

0.0010

Concentracién (mg/ml)

0.0015

Figura 17. Linealidad pH 6,8: grafica concentracion en funcion del

area

97



Anexo N° 9

Exactitud pH 1,2
Gréfica Cantidad Estandar Encontrado v/s

2 Cantidad Agregada

®  0.00025

E

S 0.00020

g

S  0.00015

<

(T

g 000010 v = 9.8622E-01x + 9.6463E-07
" 2 _

E 0.00005 R? = 1.0000E+00

e

(T

T 0.00000 : : .
g 0.000000  0.000100  0.000200  0.000300

Cantidad Estandar Encontrado (mg/mL)

Figura 18. Exactitud pH 1,2: grafico cantidad de estandar
encontrando en funcion de la cantidad de estdndar agregado

Exactitud pH 4,5
Grafica Cantidad Estandar Encontrado v/s

‘ér Cantidad Agregada

>  0.00025

£

8 0.00020

(1]

oo

@ 0.00015

bo

<

-'é 0.00010 y = 9.9686E-01x + 6.8588E-07
\ 2 _

g 0.00005 R? = 9.9999E-01

©

S 0.00000 . . .

£ 0.000000  0.000100  0.000200  0.000300
(S}

Cantidad Estandar Encontrado (mg/mL)

Figura 19. Exactitud pH 4,5: grafico cantidad de estandar
encontrando en funcidn de la cantidad de estandar agregado



Exactitud pH 6,8
Grafica Cantidad Estandar Encontrado v/s

: Cantidad Agregada

S~

&  0.00080

[]

T

€ 0.00060

g

<

=  0.00040

s y = 9.9200E-01x + 1.7654E-06
® R? = 1.0000E+00
£ 0.00020

w

T

(5]

S 0.00000 : : : .

5 0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008

Cantidad Estandar Encontrado (mg/mL)

Figura 20. Exactitud pH 6,8: grafico cantidad de estandar
encontrando en funcién de la cantidad de estdandar agregado



