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RESUMEN

El enalapril maleato, un pro-farmaco del enalaprilat disefiado para su administracion
oral, es un inhibidor de la enzima de conversion de la angiotensina (ECA), una peptidil-
dipeptidasa que cataliza la conversién de la angiotensina | a la angiotensina I,
sustancia vasoconstrictora. La angiotensina Il también estimula la secrecion de
aldosterona por la corteza suprarrenal. El principio activo enalapril maleato se utiliza
para controlar la hipertension y la insuficiencia cardiaca. El objetivo de esta
investigacion fue estudiar la equivalencia terapéutica in vitro del medicamento enalapril
maleato 20 mg tableta, de formulacién nacional, utilizando cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC). Ademas, se determiné experimentalmente la solubilidad de la
materia prima, se efectuaron pruebas adicionales de compuestos relacionados,
ensayo y uniformidad de unidades de dosificacion para complementar los perfiles de
disolucién. Finalmente se correlacionaron los datos experimentales con el producto de
referencia Renitec 20 mg tableta, concluyendo que el medicamento prueba de

fabricacion nacional no es equivalente terapéutico del medicamento de referencia.
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INTRODUCCION

Para medir la biodisponibilidad y establecer la bioequivalencia en una forma
farmacéutica sélida de liberacion inmediata, se pueden utilizar varios métodos in vivo
e in vitro. En orden de preferencia descendente, estos métodos incluyen estudios

farmacocinéticos, farmacodinamicos, clinicos y perfiles de disolucioén in vitro [1].

La absorcion de un farmaco desde una forma de dosificacion solida, tras la
administracion oral, depende de la liberacién del principio activo en el producto
medicinal, la disolucién o solubilizacién del farmaco bajo condiciones fisiologicas y la
permeabilidad por el sistema gastrointestinal. Debido a la naturaleza critica de los
primeros dos pasos, la disolucion in vitro puede ser relevante para la prediccién del

rendimiento in vivo.

La disolucién in vitro es la prueba fisicoquimica mas usada para estimar la liberacion
del principio activo a partir de la forma dosificada, util para evaluar la variabilidad
interlote en cuanto a caracteristicas de liberacion y, en algunos casos, para predecir la
biodisponibilidad (BA) y bioequivalencia (BE) de los productos utilizando diferentes
medios de disolucion en condiciones similares a las que puede encontrar un farmaco

dentro del organismo.

Por la estrecha relacion existente entre la velocidad de disolucion de la droga in vitro
y la absorcion in vivo, se consideraba al estudio de disolucién como el criterio necesario
y suficiente para permitir la comercializacion de un producto. Pero hay que tener en
cuenta que el estudio de disolucion in vitro no puede sustituir al estudio de
bioequivalencia, hasta tanto no sea relacionado con datos in vivo. Esto quiere decir
gue es un error dar por sentado la bioequivalencia entre dos formulaciones, solo por
la similitud encontrada en los perfiles de disolucion in vitro o la bioinequivalencia en

caso de perfiles diferentes [2].
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Con base en esta consideracion, las pruebas de disolucion in vitro se utilizan para las
formas de dosificacion oral sélidas, como comprimidos y cépsulas, para evaluar la
calidad de un producto medicinal lote a lote, guiar el desarrollo de nuevas
formulaciones, asegurar la calidad y el rendimiento del producto después de ciertos
cambios, tales como: cambios en la formulacion, el proceso de fabricacion, el sitio de

fabricacion y el aumento en escala del proceso de fabricacion.

Para el desarrollo de estos ensayos es primordial el conocimiento acerca de la
solubilidad, permeabilidad, disolucién y farmacocinética de un producto medicinal al
definir las especificaciones de las pruebas de disolucién para el farmaco [3]. La base
utilizada para establecer las especificaciones de disolucion in vitro es el sistema de

clasificacion biofarmacéutica (SCB).

En el presente trabajo se establece el proceso mediante el cual se debe ejecutar y
documentar un estudio de equivalencia terapéutica in vitro para comprimidos
comerciales de enalapril maleato, utilizando perfiles de disolucién basados en el

sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB).

El enalapril esta clasificado dentro del SCB como clase IlI: alta solubilidad — baja
permeabilidad, por lo que aplica para bioexencion, es decir, que se puede demostrar
la equivalencia terapéutica mediante estudios in vitro [4]. Ademas este presenta un
estudio de bioequivalencia y biodisponibilidad in vivo en el producto lider o innovador
Renitec® del laboratorio farmacéutico Merck [5].

Esta propuesta inicia con el planteamiento del problema:
¢, Existe equivalencia terapéutica in vitro en las tabletas de enalapril maleato 20 mg de

produccion nacional’, justificando de esta manera el estudio de perfiles de disolucion?

En los antecedentes se muestran ejemplos de estudios anteriormente realizados, y en
el fundamento tedrico las herramientas para que se realice un estudio de equivalencia

terapéutica in vitro utilizando perfil de disolucion.
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FUNDAMENTO TEORICO

La farmacoterapia consiste en el empleo de principios activos, en diversas formas
farmacéuticas, lo cual tiene como preambulo una serie de estudios, entre ellos
biodisponibilidad, bioequivalencia, farmacocinéticos, farmacodinamicos, entre otros,

hasta llegar a su aplicacion dosificada.

6.1 Biodisponibilidad

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) define a la biodisponibilidad como la razon
y extension mediante la cual la porcion activa, de una forma farmacéutica de
dosificacion, es absorbida y se encuentra disponible en el sitio de accion. La
cuantificacion del principio activo generalmente no es posible en el sitio de accion. El
principio activo se encuentra en la circulacién general y se considera que mantiene un

equilibrio con la concentracién en el sitio de accion [4].

Para medir o evaluar la biodisponibilidad de formas farmacéuticas sélidas, que no
estan destinadas a ser absorbidas en el torrente sanguineo, se utilizan parametros que
reflejen la velocidad y la concentracion del ingrediente activo disponible en el sitio de

accion.

Desde una perspectiva farmacocinética, los datos de biodisponibilidad para una
formulacién dada proveen un calculo de la fraccion relativa de la dosis administrada
oralmente, absorbida en la circulacion sistémica, cuando se comparan con los datos
de biodisponibilidad para una formulacion farmacéutica en solucién, suspension o
intravenosa. Ademas, los estudios de biodisponibilidad proveen otra informacion
farmacocinética en relacion con la distribucion, la eliminacién, los efectos de los
nutrientes en la absorcién del farmaco, la proporcionalidad de la dosis, la linealidad
farmacocinética de las fracciones activas y, donde corresponda, las fracciones

inactivas.
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Los datos de biodisponibilidad también pueden proveer informacion indirecta acerca
de las propiedades de una sustancia del farmaco antes de entrar en la circulacion
sistémica, tal como la permeabilidad y la influencia de enzimas y transportadores

presistémicos como la glucoproteina-p [6].

Se puede documentar la biodisponibilidad para productos farmacéuticos administrados
oralmente desarrollando perfiles de exposicion sistémica, mediante la medicion de la
concentracion de ingredientes activos o fracciones activas y, cuando corresponda, sus
metabolitos. Los patrones de exposicion sistémica reflejan tanto la liberacion de la
sustancia farmacologica del medicamento, asi como una serie de posibles acciones
presistémicas o sistémicas después de la liberacion del farmaco. Se deberian realizar
estudios comparativos adicionales para entender la contribucion relativa de estos

procesos al patron de exposicion sistémica [6].

6.2 Bioequivalencia

La OMS define: dos productos farmacéuticos como bioequivalentes si ellos son
equivalentes farmacéuticos o alternativas farmacéuticas; y son biodisponibles en
términos de Cmax (concentracion maximay), Tmax (tiempo maximo de absorcion) y ABC
(area bajo la curva) termino que refleja la cantidad total de farmaco que alcanza la
circulacion sistémica y relaciona las variaciones de la concentracion plasmética en
funcién del tiempo. De tal forma que después de la administracion de la misma dosis
molar bajo las mismas condiciones son similares, al grado que sus efectos pueden ser

esencialmente los mismos [4].

También, la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA por sus siglas en inglés “Food
and Drugs Administration”) define la bioequivalencia como "la ausencia de una
diferencia significativa en la velocidad y medida en que el ingrediente activo, o la
fraccién activa de equivalentes farmacéuticos o alternativas farmacéuticas, se hace
disponible en el sitio de accion farmacoldgico, cuando se administra en la misma dosis
molar, con la misma cantidad de agua, en condiciones similares de salud, ayuno, sexo

y edad de sujetos de prueba, bajo un estudio clinico apropiado”.
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Segun las definiciones, tanto la bioequivalencia como la biodisponibilidad del producto
se enfocan en la liberacion del ingrediente activo y su absorcion posterior en la

circulacion sistémica [6].

6.3 Métodos para documentar la biodisponibilidad y la bioequivalencia.

Para medir la biodisponibilidad y establecer la bioequivalencia, de las formas
farmacéuticas solidas de liberacion inmediata, se pueden utilizar varios métodos in
Vivo e in vitro. En orden descendente de preferencia estos métodos incluyen: estudios
farmacocinéticos, estudios farmacodinamicos, estudios clinicos y estudios in vitro. La
biodisponibilidad depende de la calidad de producto y la bioequivalencia depende con
frecuencia de medidas farmacocinéticas tales como ABC y Cmax que reflejan la

exposicion sistémica [6].

6.3.1 Estudios farmacocinéticos

Las definiciones de biodisponibilidad y bioequivalencia, expresadas en términos de
velocidad y medida de absorcion del ingrediente activo o la fraccion activa en el sitio
de accion, enfatizan el uso de medidas farmacocinéticas en una matriz biol6gica
accesible como la sangre, el plasma o el suero, para indicar la liberacion de la
sustancia farmacol6gica del medicamento en la circulacién sistémica. Este enfoque se
apoya en que por lo general no es posible medir la fraccion activa o el ingrediente
activo en el sitio de accion y, ademas en que existe cierta relacion entre la
eficacia/inocuidad y la concentracion de la fraccion activa, su metabolito o0 metabolitos

importantes en la circulacion sistémica.

Para medir la biodisponibilidad basada en la calidad del producto y establecer la
bioequivalencia se podra considerar la confianza de las mediciones farmacocinéticas,
como un bioensayo que evalua la liberacion de la sustancia farmacologica del

medicamento en la circulacidn sistémica.

Un estudio tipico es el estudio cruzado, en éste se supone que la eliminacion, el

volumen de distribucion y la absorcion, segun lo determinado por variables fisioldgicas,
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tales como; vaciado gastrico, movilidad y pH, tienen menos variabilidad en ocasiones,
comparadas con la variabilidad que resulta de la formulacion del comprimido
propiamente dicho. Por lo tanto, se pueden determinar diferencias entre los dos

productos debido a factores de formulacién [6].

6.3.2 Estudios farmacodindmicos

La farmacodinamia esta definida como el proceso por el cual se lleva a cabo el
mecanismo de accion del principio activo (droga) con los receptores en el organismo
[19].

No se recomiendan estudios farmacodinamicos para productos farmacéuticos de
administracion oral cuando el farmaco se absorbe en la circulacion sistémica. Se
puede utilizar un enfoque farmacocinético para evaluar la exposicién sistémica y
establecer la bioequivalencia. Sin embargo, en aquellos casos donde no es posible un
enfoque farmacocinético, se podran utilizar métodos farmacodindmicos validados

adecuadamente para demostrar la bioequivalencia [6].

6.3.3 Estudios clinicos comparativos

Cuando no existan otros medios, los ensayos clinicos bien controlados en seres
humanos pueden ser Utiles para proveer evidencia de apoyo a la biodisponibilidad o
bioequivalencia. Sin embargo, por lo general se considera insensible el uso de ensayos
clinicos comparativos como enfoque para demostrar la bioequivalencia y debera
evitarse en lo posible. El uso de estudios de bioequivalencia con criterios de valoracion
de ensayos clinicos, puede ser apropiado para demostrar la bioequivalencia de
productos farmacéuticos de administracion oral, cuando no es viable la medicion de
los ingredientes activos o las fracciones activas en un fluido biologico accesible
utilizando enfoque farmacocinético o no se puedan estudiar los mecanismos de accion
relacionando la concentracion del farmaco y el efecto de éste sobre un organismo con

un enfoque farmacodinamico [6].
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6.3.4 Estudios in vitro

En determinadas circunstancias, se puede documentar la bioequivalencia y la
biodisponibilidad de calidad del producto utilizando enfoques in vitro. Para productos
farmacéuticos altamente solubles, altamente permeables, de disolucion rapida,
administrados oralmente, la documentacién de bioequivalencia utilizando un enfoque
in vitro (estudios de perfiles de disolucion) es apropiado con base en el sistema de

clasificacion biofarmacéutica (SCB) [6].

También se utilizan las pruebas de disolucion para evaluar la calidad de lote a lote,
donde el enfoque puede convertir una de las pruebas, con procedimientos definidos,
en una especificacion del farmaco para permitir la liberacion de los lotes. También se
utilizan las pruebas de disolucion para proveer control de procesos y seguridad
cualitativa, y evaluar la necesidad de estudios de bioequivalencia adicionales
relacionados con cambios menores posteriores a la aprobacion de la FDA, donde la

disolucién puede funcionar como sefial de bioinequivalencia [6].

La caracterizacion por disolucion in vitro se recomienda para todas las formulaciones
de productos investigados (incluso formulaciones prototipo), particularmente si se
estan definiendo las caracteristicas de absorciébn in vivo para las diversas
formulaciones de los productos. Es posible que tales esfuerzos permitan establecer
una correlacion in vitro-in vivo. Cuando hay una correlacion o asociacion in vitro-in vivo
disponible, la prueba in vitro puede servir no sélo de especificacion de control de
calidad para el proceso de fabricacién, sino también de indicador del desempefio del

producto in vivo [6], cuyos aspectos se plantean en el siguiente apartado.
6.4 Estudios de disolucion (in vitro).
6.4.1 Tiempo de disolucion.

La evaluacién del tiempo de disolucion de productos farmacéuticos solidos es

extremadamente importante en el desarrollo, formulacion y control de calidad de éstos.
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Puede ser medido experimentalmente, teéricamente con un modelo, y en algunas
ocasiones puede predecirse por las propiedades fisicoquimicas del sistema.

Existe variedad de métodos y equipos para determinar el tiempo de disolucion de
formas farmacéuticas orales de disolucion inmediata, los cuales estan incluidos en un
gran namero de procedimientos estandarizados y definidos por la farmacopea de los
Estados Unidos (USP, por sus siglas en inglés: United States Pharmacopeia), entre
ellos los mas utilizados son: aparato de disolucion 1, aparato de disolucion 2 (Ver

figuras 5y 6), aparato de disolucion de flujo continuo, entre otros [14].

El tiempo de disolucion de un solido puede ser definido como dm/dt, donde m es la

masa (g) de sélido disuelta en un tiempo t (s).

En el método de disolucion de lote, la concentracion de soluto disuelto en un tiempo t,
ct (g/mL) analizada, es representativa del volumen, V (mL), del medio de disolucion,
asi:

m = Vct (2)

dm/dt = V(dcd/dt) )

El método de disolucion para evaluacion de lotes es simple de operar y puede ser

reproduciblemente estandarizado, pero tiene las siguientes desventajas:

a. La hidrodindmica es usualmente caracterizada pobremente, con la excepcion
del método de disco.

b. Un pequeiio cambio en el tiempo de disolucidon puede crear una indetectable
perturbacién en la curva del tiempo de disolucion.

C. La concentracion del soluto disuelto ct puede no ser uniforme en el volumen de

la solucion V [14].

Noyes y Whitney encontraron que cuando se usa el método de disolucion para
evaluacion de lotes, la concentracion de soluto disuelto ct incrementa con el tiempo

siguiendo una cinética de primer orden (dx/dt = k(a-x)) [14]:
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dm/dt = knw(Cs — Ct) (3)

Donde knw (1/s) es la constante de proporcionalidad de Noyes y Whitney, y cs (g/mL),

es la concentracion de saturacion del soluto (solubilidad maxima).

Combinando las ecuaciones anteriores se obtiene:
dm/dt = knwV(Cs — Ct) (4)

Para una disolucion cuando t = 0, entonces ct es un valor alrededor del 5-10
porcentaje de cs, la presuncion ct << cs es valida. En estas circunstancias se
encuentran las "Condiciones Sink™ [14], entonces:

(dm/dt)e-o = (dci/dt)e—oV = knwVCs (5)

El tiempo de disoluciébn que posee un soélido usualmente es proporcional al area
superficial humedecida A(cm?) qué se esta disolviendo, como se observa en la figura
1.

dm/dtcA (6)

—1t> dm/dt

#—dm—

Figura 1- Area superficial humedecida

El tiempo de disolucién por unidad del area superficial es el flujo de la masa, J

(mg/cm?s), usualmente llamada “tiempo de disolucién intrinseco” que en las ciencias
farmacéuticas esta dado por,
J = (dm/dt)1/A (7)

De las ecuaciones (4) y (7) se definen las condiciones constantes,
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J = (dm/dt) /A = knwV(Cs — Ci)L/A (8)

El coeficiente de transferencia de masa, ki (cm/s) tiene dimensiones de longitud/
tiempo relacionado a knw, y se define de la siguiente manera
k1= KnwV/A (9)

Sustituyendo en la ecuacion (8), se obtiene

J = (dm/d)L/A = ka(cs — ¢i) (10)

Bajo condiciones sink, ct <<cs, entonces,
Jt-o = (dm/dt)t-o (1/A) = KacCs (12)

Las ecuaciones (10) y (11) son aplicables generalmente en mecanismos

independientes de disolucion.

6.4.2 Teoriay mecanismo de disolucién.

Existen varios mecanismos que tienen como propdsito la disolucion de los sdélidos, el
mas comun de estos es cuando se forma una pelicula delgada de una solucion
saturada de concentracion cn, dando como resultado una interface soélido-liquido, que
al mezclarse bien genera una concentracion disuelta del soélido en un tiempo

especifico.

6.4.3 Tiempo de disolucion intrinseco.
Los tiempos de disolucién intrinsecos de las formas farmacéuticas solidas pueden ser

calculados por el tiempo de disolucion utilizando la superficie del area.
Para solidos pulverizados, los métodos son dos:

a. Método de tiempo de disolucién intrinseca del “polvo”

b. Método de tiempo de disolucion intrinseca del “disco”
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En el método del disco, el polvo esta comprimido por un procedimiento para producir
discos compactos o tabletas. El disco expuesto se somete a una velocidad de rotacion
constante en el medio de disolucion.

Para este propésito el disco debe ser colocado en un recipiente adecuado, es decir en

un vaso de disolutor.

El tiempo de disolucién, representado por dm/dt, en el método para evaluacion de
lotes, es determinado cuando la superficie del disco queda expuesto a humectacion
por el medio de disolucion. La apariencia de los sélidos que forman parte de los discos
antes de ser compactados se han comparado con los sélidos residuales después de
la prueba de disolucion con un difractor de rayos-X. Los sélidos residuales pueden
sufrir cambios de fase, incluyendo polimorfismo, formacién de solvatos o solidos

amorfos.

El tiempo de disolucién de un solido en el ‘'método de disco rotante” esta determinado
por el control de la hidrodindmica del sistema y es tratada teGricamente por Levich,
esta teoria considera una fuerza de conveccion debido a la rotacién e ignora la

conveccién natural, la que puede ocurrir a bajas velocidades de rotacion [14].

En la figura 2 se muestra como el flujo de solvente pasa cerca de la superficie del disco
[14].

a Superficiedel
X dizco [tahblem)

Figura 2 - Flujo de solvente en superficie del disco [14]
El espesor aparente, h (cm), de la capa de difusion de la nueva superficie del disco

viene dada por la siguiente ecuacion:
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h =1.612(cm)DY vV/6 12 (12)

Donde: D (cm?/s) es el coeficiente de difusion de la primera ley de Fick, w (rad/s) es la
velocidad angular del disco, y v (cm?/s) es la viscosidad cinematica del fluido que mide
el esfuerzo cortante y el gradiente de velocidad, teniendo en cuenta también la
densidad del fluido, viene dada por:

v=n/p (13)

Donde: n (g/cm s) es la viscosidad dinamica la cual mide el esfuerzo cortante con el
gradiente de velocidad y p (g/cm?) es la densidad del fluido.
Si la velocidad de rotacién de los discos es expresada como frecuencia de agitacion
W (revoluciones/s),
w = 2w (14)

Entonces:

h = 0.643(cm)DY3 y1/6W-1/2 (15)
El espesor actual & (cm) de la difusién en capa corresponde a un decremento no lineal
en c (g/ mL), con un incremento en x (Figura 3) y es proporcional al espesor aparente,

h(cm); entonces,

h =0.8935 (16)
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Figura 3 - Difusién en capa [14]

Teniendo en cuenta que el tiempo de disolucion, ahora, se expresa como:
J = (dm/dt (1/A) = -D/h(cs — cv) a7

Donde: A (cm?) es la superficie del area del sélido disuelto y D (cm?/s) es la difusividad
(coeficiente de difusién) del soluto disuelto.

Por otra parte, la relacion de masas sera:

M3 — Mo = kpct (18)
Donde: M (mg) es la masa del polvo no disuelto a un tiempo t (s), Mo (mg) es la masa
original del polvo en un tiempo t = 0, y knc! (mg) es la constante de tiempo de
disolucién de Hixon-Crowell para particulas esféricas de igual tamafio, lo cual se
asume y se expresa por:

khc! = 2DcsMo3/hd (29)

Donde d (cm) es el diametro de particula en un tiempo t = 0.
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Eliminando h (cm) en las ecuaciones (17), (18) y (15) se tiene la siguiente expresion
del tiempo de disolucion intrinseco (J):
J = 0.620D%3vV6(cs — ct) w? (20)

Donde: w (rad/s) es la velocidad angular:
J = 1.555D%3y16(cs — cr)W? (21)
Donde: W (revoluciones/s) es la frecuencia de agitacion.
La dependencia de J sobre w'?es predicha por la ecuacion anterior (20), ilustrada en
la figura 4, para el acido 2-naftoico disuelto en solucién acuosa teniendo una fuerza

ionica de 0.5M a 25°C. Las dos ecuaciones anteriores (20) y (21) muestran la

difusividad del soluto a medir [14].

Jx10°
(mg/cm?sec)

w Y2 (rad/sec)/?

Figura 4 — Grafico de solucion acuosa de acido 2-naftoico 0.5M a 25°C [14]

La difusividad, D, de una particula es inversamente proporcional a su radio, r, de
acuerdo a la ecuacion de Stokes-Einstein.
D = kT/6mnr (22)

Donde k es la constante de Boltzmann, T es la temperatura absoluta, y n es la
viscosidad dinamica [14].
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6.4.4 Factores influyentes en el tiempo de disolucion.

Como se ha mencionado anteriormente hay muchos factores que influyen en el tiempo

de disolucién, algunos de los cuales pueden resumirse asi:

a.
b.

solubilidad del sdlido, cs, y la temperatura, T.

Concentracion del principio activo en el vaso de disolucién, si no esta bajo

condiciones sink, ecuacion (4).

El volumen, V, del medio de disolucibn en un método de disolucion para

evaluacion de lotes, ecuacion (4).

Area superficial humedecida, la cual es medida a diferentes tiempos de

disolucion, ecuacion (7).

Condiciones en el medio de disolucion.

Las condiciones en el medio de disolucion pueden influenciar en el tiempo de

disolucion como sigue:

El tiempo de agitacion, el tipo de agitacion o el flujo del solvente.

La difusividad del soluto disuelto.

La viscosidad dindmica o cinemética y la densidad.

La concentracion y pH del buffer, y los valores de pKa del sdlido disuelto
y el buffer. Estos factores pueden ser sumados.

Formacién de complejos entre el soluto disuelto y la interaccion de un
ligando, o la solubilizacion del disolvente por una superficie activa del
agente en solucién. Cada uno de estos fendmenos tienden a incrementar

el tiempo de disolucion [14].

6.4.5 Pruebade disolucién

Esta disefiada para determinar el cumplimiento con los requerimientos de disolucion

establecidos en la monografia individual (procedimiento analitico por principio activo y

forma farmacéutica) incluida en la farmacopea vigente, e incluye los siguientes

componentes [15].
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6.4.5.1 Equipo
Actualmente existen 7 diferentes configuraciones en el equipo disolutor para realizar
la prueba de disolucion, los cuales se listan a continuacion:
1. Aparato 1. canasta
Aparato 2: paleta
Aparato 3: cilindro reciprocante
Aparato 4: celda de flujo continuo
Aparato 5: paleta sobre disco

Aparato 6: cilindro giratorio

N o g A~ WD

Aparato 7: disco reciprocante

Para las formas de dosificacion, tableta o capsula se utilizan los aparatos 1y 2.

Aparato 1

Consiste en un depdsito 0 vaso de vidrio u otro material inerte transparente; un motor;
un eje o barra movil metélica; y una canasta cilindrica.

Los vasos estan sumergidos parcialmente en un bafio de agua de tamafio adecuado
para mantener la temperatura dentro del vaso a 37 + 0.5 °C durante la prueba, es
recomendable que el ensamble del equipo permita visualizar la unidad que se
examina. El vaso es cilindrico, con un fondo hemisférico, si tiene capacidad de un litro
las dimensiones son: altura entre 160 mm y 210 mm con un diametro interior entre 88
y 106 mm. Si la capacidad es de dos litros, las dimensiones son: altura entre 280 y 300
mm, didmetro interior entre 145 y 155 mm. Es conveniente una tapadera ajustada,
para disminuir la evaporacion.

La barra y la canasta tienen que ser de acero inoxidable tipo 316 o equivalente y las
dimensiones estan detalladas en la figura 5.

La barra tiene que tener una posicion de no mas de 2 mm del eje vertical del vaso y

una rotacion suave sin desviarse.
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Figura 5 - Canasta elemento de agitacion [15]

Aparato 2

Se utiliza el ensamble del aparato 1, excepto que consiste en una paleta formada por
una barra y una hélice, las cuales se usan como elemento de agitacion, estas tienen
que ser de acero inoxidable tipo 316 o equivalente y las dimensiones estan detalladas
en la figura 6.

La distancia entre la hélice y el fondo interior del vaso debe ser 25 + 2mm y debe
mantenerse durante la realizacion de la prueba. La unidad de dosis se deja caer para
que descienda a la parte inferior interna del vaso antes de iniciar la rotacion de la
paleta. Una pequefa pieza de material no reactivo en forma de espiral se puede

colocar a la unidad de dosis para que no flote.
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Figura 6 - Paleta elemento de agitacion [14]

6.4.5.2 Medio de disolucion
Se utiliza el medio especificado en la monografia individual. Si el medio de disolucion

es una solucién buffer, ajustar el pH de la solucién dentro de + 0.05 unidades de pH.

6.4.5.3 Tiempo

Cuando se especifique un tiempo, la prueba debe concluir en un periodo Unico si los
requerimientos para una minima cantidad disuelta se cumplen. Si dos 0 mas tiempos
son especificados, las muestras deben ser extraidas en los tiempos especificados

dentro de una tolerancia de + 2%.
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6.5 Correlacién in vivo —in vitro

La disolucién in vitro es la prueba fisicoquimica mas usada para estimar la liberacion

del principio activo a partir de la forma dosificada, evaluar la variabilidad interlote en

cuanto a caracteristicas de liberacion y, en algunos casos, para predecir la

biodisponibilidad (BA) y bioequivalencia (BE) de los productos. Por la estrecha relacion

existente entre la velocidad de disolucién de la droga in vitro y la absorcion in vivo, se

consideraba al estudio de disolucién como el criterio necesario y suficiente para

permitir la comercializacion de un producto.

Es necesario hacer énfasis en dos aspectos fundamentales:

a.

El estudio de disolucién in vitro no puede sustituir al estudio de bioequivalencia,
hasta tanto no sea relacionado con datos in vivo. Esto quiere decir que es un
error dar por sentado la bioequivalencia entre dos formulaciones, solo por la
similitud encontrada en los perfiles de disolucion in vitro o la bioinequivalencia
en caso de perfiles diferentes. La verificacion in vivo del procedimiento in vitro y
sus especificaciones, es el tnico criterio razonable, terapéuticamente relevante
y econémicamente justificable para aceptar lotes de produccion. Las guias y
recomendaciones internacionales mencionan explicitamente la necesidad de la
verificacion in vivo de las especificaciones in vitro.

La comprobacion de bioequivalencia realizada a un lote de una formulacién, no
puede ser adjudicada a todos los lotes que serdn manufacturados
posteriormente. Es innegable la imposibilidad de realizar un estudio in vivo a
cada uno de los lotes que se fabrican, es aqui donde la correlacion in vivo-in
vitro desempefia una funcion determinante en el aseguramiento de la calidad
de todos los lotes que saldran al mercado. Después de los sucesos con los
glicésidos cardiotonicos, cuando se detectaron problemas de biodisponibilidad
en diferentes formulaciones genéricas que estaban en el mercado y entre las
gue se encontraba la digoxina, la FDA en 1972 adopt6 una filosofia de trabajo
gue se estaba desarrollando, basada en estudios simultaneos de disolucion in

vitro y biodisponibilidad, con el objetivo de obtener correlaciones in vivo-in vitro.
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Escogi6 para ello, productos que mostraron diferencias en las velocidades de

disolucion y les realizé el estudio in vivo [2].

6.6 Definicion de correlacion in vivo-in vitro

La USP y la FDA proponen cada una su definicion de correlacion in vivo-in vitro, a
saber:

Definicion USP: La correlacién in vivo-in vitro consiste en el establecimiento de una
relacion entre una propiedad biologica o un parametro derivado de una propiedad
biolégica producida por una forma dosificada, y una caracteristica fisicoquimica de la
misma forma dosificada.

Definicion FDA: La correlacién in vivo-in vitro consiste en el establecimiento de una
relacion entre la disolucion in vitro de una forma de dosificacion de liberacién inmediata
y una respuesta in vivo, como la concentracion plasmética del farmaco o la cantidad

de farmaco absorbido.

A partir de estas definiciones y de la experiencia acumulada por muchos
investigadores que han trabajado desde principios de la década de 1960 sobre este
tema, se ha dividido la manera de obtener correlaciones en 3 niveles, en orden
descendente segun su capacidad para predecir la curva plasmatica completa que

resultara de la administracion de una forma dosificada dada [2].

A continuacién se definen los 3 niveles propuestos:

Nivel A: Relacion punto a punto entre la disolucion y una respuesta in vivo como la
concentracion plasmatica del farmaco o la cantidad de farmaco absorbido.

Nivel B: Utiliza los principios del analisis de momentos estadisticos. Se compara el
tiempo medio de disolucion in vitro (MDT) con el tiempo medio de residencia (MRT).
Nivel C: Esta categoria relaciona un punto de tiempo de disolucion y un parametro

farmacocinético como ABC, Cmax Y Tmax [2].

El objetivo de la correlacion in vivo — in vitro es obtener una prueba de disolucion que

sirva como sustituto del estudio de bioequivalencia durante el escalado o cambios en
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el sitio de manufactura y equipos, y, en segundo lugar, ajustar especificaciones de
disolucion para cada formulacion en particular, teniendo en cuenta que para obtener

datos experimentales no se utilizan seres vivos.

Para obtener una correlacion es imprescindible desarrollar y validar un método de
disolucién que sea lo suficientemente sensible, como para detectar diferencias en las
velocidades de disolucion entre los lotes, de manera que sirva como sustituto del

estudio in vivo.

Asi, con el método de disolucién escogido y los datos obtenidos en los estudios de
biodisponibilidad (BA) o bioequivalencia (BE) se obtienen las especificaciones de
disolucidn in vitro, esto no es mas que un intervalo de valores de porcentaje disuelto
in vitro, en el cual pueden desviarse los lotes de una formulacion y aun asi resultar

bioequivalentes [2].

6.7 Bioexencion

La documentacion de bioequivalencia es el mecanismo principal usado para vincular
el producto genérico con el innovador, en su seguridad y eficacia terapéutica. La
bioequivalencia puede ser evidenciada mediante estudios in vivo o con estudios in
vitro. Para productos farmacéuticos orales de liberacion inmediata, altamente solubles,
altamente permeables y de disolucion rapida se puede optar por la bioexencion con
base en el método llamado sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB/ BCS, por
sus siglas en ingles), utilizando perfiles de disolucion.

6.7.1 Criterios recomendados para la excepcion de la evidencia de
biodisponibilidad o bioequivalencia in vivo

En general, ambos ensayos in vivo e in vitro son necesarios para los productos

farmacéuticos administrados por via oral. Los ensayos in vivo se requieren para todos

los medicamentos genéricos con ciertas excepciones. Basandose en la informacion

cientifica las autoridades reguladoras pueden exceptuar el requisito para la

biodisponibilidad o la bioequivalencia [9].
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La equivalencia entre dos productos farmacéuticos puede considerarse evidente,

siempre que el producto farmacéutico satisface uno de los siguientes criterios:

a.

Formulaciones administradas parenteralmente (administracion intravenosa,
intramuscular, subcutanea o intratecal) como soluciones acuosas que contienen
la(s) misma(s) sustancia(s) activa(s) en la misma concentracién y los mismos
excipientes en concentraciones comparables.

Soluciones para uso oral que contienen la sustancia activa en la misma
concentracion y no contienen un excipiente, que se sabe o sospecha que afecte
el transito gastrointestinal o la absorcion de la sustancia activa.

Administrados en estado gaseoso.

Polvos para reconstituir y hacer una solucion que reuna los criterios (a) o (b)
sefialados anteriormente.

Preparados 6ticos u oftdlmicos en soluciones acuosas, conteniendo la(s)
misma(s) sustancia(s) activa(s) en la misma concentracion y, esencialmente,
los mismos excipientes en concentraciones comparables;

Topicos preparados como soluciones acuosas, conteniendo la(s) misma(s)
sustancia(s) activa(s) en la misma concentracion y, esencialmente, los mismos
excipientes en concentraciones comparables;

Productos para inhalacion o en aerosol nasal, ensayados para ser
administrados con o sin, esencialmente, el mismo dispositivo, preparados como
soluciones acuosas y conteniendo la(s) misma(s) sustancia(s) activa(s) en la
misma concentracion y, esencialmente, los mismos excipientes en
concentraciones comparables. Esto exige una prueba in vitro especial que
documente el desempefio comparable del dispositivo del producto de

inhalacion.

Para los literales e, f y g sefialados anteriormente, es conveniente que el laboratorio

fabricante demuestre que los excipientes en el producto genérico son esencialmente

los mismos, y en concentraciones comparables con los del producto de referencia.
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El riesgo de llegar a una decision inadecuada que el medicamento de prueba es
equivalente al medicamento de referencia, se puede reducir clasificando
correctamente el principio activo y siguiendo las recomendaciones de prueba de
disolucién y la comparacion de los perfiles de disolucion. En todos los casos deberia
demostrarse ademas que los excipientes incluidos en la formulacion del medicamento
de prueba estan bien establecidos para su uso en productos que contienen dicho
principio activo, y que los excipientes utilizados no conduciran a las diferencias entre
el medicamento de referencia y medicamento de prueba con respecto a los procesos
que afectan la absorcion (por ejemplo, los efectos sobre la motilidad gastrointestinal o
interacciones con los procesos de transporte), o lo que podria dar lugar a interacciones
gue alteran la farmacocinética del principio activo.

La evidencia de que cada excipiente presente en el medicamento de prueba esta bien
establecido y no afecta la motilidad gastrointestinal u otros procesos que afectan a la

absorcién, se puede documentar con la siguiente informacion:

a. El excipiente esta presente en el medicamento de referencia, o el excipiente es
utilizado en una serie de otros productos que contienen el mismo principio activo
y que tienen las autorizaciones de comercializacion en los paises que participan
en el Comité Internacional de Armonizacion (ICH) o paises asociados; y

b. El excipiente esta presente en el medicamento de prueba en una cantidad
similar a la del medicamento de referencia, o el excipiente esta presente en el
medicamento de prueba en una cantidad normalmente utilizada para ese tipo

de forma de dosificacion.

La informacion sobre la composicién de los productos de la droga con la autorizacion
de comercializacion se encuentra disponible en los sitios web de algunas autoridades
nacionales de reglamentacion farmaceutica, como FDA. Los ejemplos de excipientes
conocidos por tener bioinequivalencia causada y que habria sido predicha por las
pruebas de disolucién incluyen tensioactivos, manitol y sorbitol.

Como regla general, cuanto mas cerca este la composicion del medicamento de

prueba a la del medicamento de referencia con respecto a los excipientes, menor es
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el riesgo de una decisidén apropiada sobre la equivalencia utilizando una bioexencién

basada en los SCB.

En caso que el laboratorio fabricante no pueda proporcionar esa informacién acerca
del producto innovador y la autoridad reguladora farmacéutica no tenga acceso a los
datos o estan protegidos bajo derechos de exclusividad segun los reglamentos locales,

deberian realizarse los estudios in vivo [9].

6.7.2 Biodisponibilidad o bioequivalencia demostrada por evidencias obtenidas
in vitro en lugar de datos in vivo

Para el uso de medicamentos, las autoridades deberian exceptuar el requisito para la
presentacion de las pruebas obtenidas in vivo que demuestren la biodisponibilidad del
producto farmacéutico, si este se encuentra en la misma forma farmaceéutica pero en
concentracion diferente, y es proporcionalmente similar en sus ingredientes activos e
inactivos, comparandolo con otro producto farmacéutico elaborado en el mismo sitio
para el cual el mismo fabricante ha obtenido aprobacion, y ademas cumple uno de los
siguientes criterios [9]:

1. Se ha demostrado la biodisponibilidad del otro producto farmacéutico a
utilizar como referencia;

2. Ambos productos farmacéuticos cumplen con una prueba in vitro
apropiada aprobada por una autoridad reguladora farmacéutica o en
farmacopeas de referencia aceptadas, o se ha demostrado la correlacion
in vivo—in vitro;

3. El laboratorio fabricante presente las evidencias que indican que ambos
productos farmacéuticos son proporcionalmente similares en sus
ingredientes activos e inactivos. O sea, la proporcion de los principios
activos y los excipientes entre las concentraciones es esencialmente la
misma;

4. El producto farmacéutico es un producto reformulado que es idéntico,
salvo por un color, sabor o preservativo diferente que no podria afectar la

biodisponibilidad del producto reformulado, a otro producto farmaceéutico
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para el cual el mismo fabricante ha obtenido aprobacién y se han cumplido
las condiciones siguientes:
a. Se ha demostrado la biodisponibilidad del otro producto;
b. Ambos productos farmacéuticos cumplen con un ensayo in vitro
apropiado aprobado por la autoridad reguladora.

5. La autoridad reguladora, por una buena razén, puede requerir evidencia de
biodisponibilidad in vivo o bioequivalencia para cualquier producto
farmacéutico, si determina que cualquier diferencia entre el producto
farmacéutico y un farmaco dado podria afectar la biodisponibilidad o
bioequivalencia del producto farmacéutico [9].

6.8 Sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB).

El sistema de clasificacion biofarmacéutica (SCB) es un marco cientifico para clasificar
los principios activos con base en su solubilidad acuosa y su permeabilidad intestinal.
Cuando se combina con la disolucién del medicamento, el SCB toma en cuenta tres
factores principales que gobiernan la velocidad y el alcance de la absorcién del
farmaco, a partir de formas posolégicas orales solidas de liberacién inmediata:
disolucién, solubilidad y permeabilidad intestinal [3].

Segun el SCB, los ingredientes farmacéuticos activos (principios activos) se clasifican
en cuatros clases:

clase I: alta solubilidad - alta permeabilidad

clase Il: baja solubilidad - alta permeabilidad

clase lll: alta solubilidad - baja permeabilidad

clase IV: baja solubilidad - baja permeabilidad

Ademas, las formas posoldgicas orales solidas de liberacion inmediata se clasifican
por su disolucién rapida o lenta [4].

Es posible que las diferencias observadas in vivo entre la velocidad y el alcance de la
absorcion de un farmaco, en dos productos orales soélidos farmacéuticamente

equivalentes, se deban a diferencias en la disolucion del farmaco in vivo. Sin embargo,
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cuando la disolucioén in vivo de una forma posolégica oral sélida de liberacion inmediata
es rapida en relacion con el vaciamiento gastrico y el farmaco tiene alta permeabilidad,
es poco probable que la velocidad y el alcance de la absorcion del farmaco dependan
de la disoluciéon y del tiempo de transito gastrointestinal del farmaco. Bajo tales
circunstancias es posible que no haga falta la demostracién de biodisponibilidad o
bioequivalencia in vivo, para los medicamentos que contienen principios activos de la
clase I, lll y algunos de la clase Il, siempre que los excipientes no tengan efectos

relevantes en el transito gastrointestinal y la permeabilidad [3, 8].

El método del SCB puede usarse para justificar bioexenciones de principios activos
altamente solubles y altamente permeables (por ejemplo: clase I, clase Ill), en formas
posoldgicas orales solidas de liberacion inmediata que exhiben una disolucion in vitro
rapida. [3,7].

A continuacion se presentan los métodos recomendados para determinar solubilidad,

permeabilidad y disolucion in vitro [3,7].

6.8.1 Solubilidad

La solubilidad se basa en la mayor concentracion posolégica del producto de liberacion
inmediata objeto de una solicitud de bioexencidon. Un principio activo se considera
altamente soluble cuando la mayor concentracion posoldgica es soluble en 250 mL o
menos de medio acuoso en el rango de pH 1.0 — 7.5. El célculo de volumen anterior
se deriva de protocolos de estudios de bioequivalencia tipicos que prescriben, a
voluntarios humanos en ayunas, la administracion de un medicamento con 8 onzas

de agua [3,7].
6.8.2 Permeabilidad

La permeabilidad se basa indirectamente en la medida de absorcién (fraccion de dosis

absorbida, no biodisponibilidad sistémica) de un principio activo en el hombre, y
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directamente en mediciones de la velocidad de transferencia de masa por la

membrana intestinal humana.

Como alternativa se pueden usar sistemas no humanos capaces de predecir la medida
de absorcion del farmaco en el hombre (por ejemplo: métodos de cultivo de células
epiteliales in vitro).

Ante la ausencia de evidencia que sugiera inestabilidad en el sistema gastrointestinal,
se considera que el principio activo es altamente permeable cuando se determina que
la medida de absorcion en el hombre es del 90% o mas, de una dosis administrada
con base en una determinacién de balance de masa o en comparacién con una dosis

de referencia intravenosa [3,7].

6.8.3 Disolucion

Se considera que un medicamento de liberacion inmediata es de muy rapida disolucion
cuando no menos del 85% de la cantidad declarada del principio activo se disuelve
dentro de 15 minutos, y de rapida disolucion cuando no menos del 85% de la cantidad
declarada del principio activo se disuelve dentro de 30 minutos, en ambas situaciones
se emplea el aparato 1 de la farmacopea estadounidense (USP) a 100 rpm (o el
aparato 2 a 75 rpm) en un volumen alrededor de 900 mL en cada uno de los siguientes
medios [3,7]:

a. 0.1 N de HCI o fluido géstrico simulado USP sin enzimas
b. Tampén de pH 4.5
C. Tampon de pH 6.8 o fluido intestinal simulado USP sin enzimas [3,7].

Es importante destacar que cuando el principio activo, contenido tanto en el producto
de referencia (innovador) como en el producto en estudio, se disuelve en un
porcentaje de 85% o mas de la cantidad declarada del farmaco a los 15 minutos
0 menos, utilizando los tres medios de disolucion recomendados en el SCB, no

es necesaria la comparacion de perfiles de disolucion [3, 7].
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6.9 Metodologia para clasificar principios activos y determinar caracteristicas de
disolucion de medicamentos

Para clasificar los principios activos y determinar las caracteristicas de disolucion de
los medicamentos de liberacion inmediata, segun el SCB, se recomiendan los

siguientes métodos:

6.9.1 Determinacion de la clasificacidon para solubilidad de principios activos
Un objetivo del método del SCB es determinar la solubilidad de equilibrio de un
principio activo bajo condiciones de pH fisiolégicas, clasificAndola como alta solubilidad
0 baja solubilidad

El perfil de solubilidad y pH del principio activo probado debera determinarse a 37 +
1°C en un medio acuoso con un pH en el rango de 1.0 — 7.5. Se debera evaluar un
namero suficiente de condiciones de pH para definir con precision el perfil de

solubilidad y pH.

El nimero de condiciones de pH para una determinacion de solubilidad puede basarse
en las caracteristicas de ionizacion del principio activo evaluado. Por ejemplo, cuando
el pKa de un farmaco esté en la gama de 3 — 5, se debera determinar la solubilidad a
pH = pKa, pH = pKa +1, pH = pKa-1; yapH=1.0y 7.5. Se recomienda un minimo de

tres determinaciones reiteradas de solubilidad en cada condicién de pH.

Segun la variabilidad del estudio, es posible que haga falta una reiteracion adicional

para proveer un calculo de solubilidad confiable.

Las soluciones de tampones estandares descritos en la USP se consideran apropiados
en estudios de solubilidad. Si estos tampones no son apropiados, por razones fisicas
0 quimicas, se pueden utilizar otras soluciones tampones, debiéndose verificar el pH

de la solucién después de agregar el principio activo al tampon.
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Se debera determinar la concentracién del principio activo en los tampones (o las
condiciones de pH) seleccionados, usando metodologia analitica, cuyo procedimiento
este validado y permita diferenciar el principio activo de sus productos de degradacion.
Si se observa la degradacion del principio activo como funcion de la composicion de

tampon o el pH, se deberé reportar como un dato méas de estabilidad [7].

6.9.2 Determinacién de la clasificacion para permeabilidad de principios activos
Para la clasificacion de permeabilidad de un principio activo en sujetos humanos se
puede determinar usando los métodos de balance de masa, biodisponibilidad absoluta
o perfusion intestinal. Los métodos recomendados que no involucran seres humanos
incluyen la perfusion intestinal in vivo o in situ en un modelo animal apropiado (por
ejemplo, ratas), y métodos de permeabilidad in vitro usando tejidos intestinales
extirpados o capas simples de células epiteliales apropiadas. En muchos casos, es
posible que un solo método sea suficiente (por ejemplo, cuando la biodisponibilidad
absoluta es del 90% o mas, o cuando se recupera el 90% o mas del farmaco

administrado en la orina).

Cuando un solo método no demuestra en forma concluyente la permeabilidad, es
aconsejable usar dos métodos distintos. La estructura quimica y ciertos atributos
fisicoquimicos del principio activo como el coeficiente de particion en sistemas
especificos, pueden proporcionar informacién util acerca de sus caracteristicas de
permeabilidad. Esta informacién se puede usar como justificacién adicional de una

clasificacion [7].

6.9.2.1 Estudios farmacocinéticos en el hombre
La farmacocinética esta definida como un conjunto de procesos que suceden cuando
un principio activo ingresa al organismo, entre ellos estan: absorcion, distribucion,

metabolismo (biotransformacion) y eliminacién [19].

a. Estudios de balance de masa
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Los estudios farmacocinéticos de balance de masa se emplean para
documentar la medida de absorcion de un farmaco, utilizando is6topos estables
marcados 0 un principio activo con marcas radioactivas.

Este tipo de estudio presenta una alta variabilidad en los datos; para
proporcionar un calculo confiable en la medida de absorcion es necesario el
empleo de un elevado numero de sujetos de prueba, razon por la cual no es

muy utilizado [7].

b. Estudios de biodisponibilidad absoluta
Para determinar la biodisponibilidad absoluta oral, se utiliza como referencia la
administracion intravenosa del principio activo.
Debe emplearse un nimero suficiente de sujetos de prueba para disminuir la
variabilidad de datos en los estudios, y obtener resultados confiables de la
medida de absorcion. Cuando se obtiene un valor de biodisponibilidad absoluta
de un farmaco del 90% o mas, no hacen falta datos adicionales para
documentar la estabilidad del farmaco en el fluido gastrointestinal [7].

6.9.2.2 Métodos de permeabilidad intestinal

En la determinacion de la permeabilidad de un principio activo es posible aplicar los

siguientes métodos:

a.
b.

Estudios de perfusion intestinal in vivo en seres humanos,

Estudios de perfusion intestinal in vivo o in situ usando modelos animales
apropiados,

Estudios de permeabilidad in vitro usando tejidos intestinales extirpados
humanos o animales,

Estudios de permeabilidad in vitro a lo largo de una capa simple de células

epiteliales cultivadas [7].

Se considera que los modelos animales in vivo o in situ y los métodos in vitro, como

los que usan capas simples de células epiteliales cultivadas (animales o humanas),

son apropiados para farmacos transportados pasivamente. La baja permeabilidad de

algunos principios activos, observados en el hombre, podria ser resultado de la
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circulacion de los farmacos por transportadores de membranas como la glicoproteina-
P (P-gp) [7].

Cuando los transportadores circulatorios como la glicoproteina-P (P-gp), estan
ausentes en los modelos, o su grado de expresion es bajo en comparacién con el del
hombre, puede haber una mayor probabilidad de error en la clasificacion de
permeabilidad para un farmaco sujeto a circulacion, en comparacion con un farmaco

transportado en forma pasiva.

Deber& caracterizarse la expresion de transportadores conocidos en sistemas de
estudio seleccionados. La funcion de los transportadores circulatorios como la
glicoproteina P-gp se puede mostrar con técnicas como estudios de transporte
bidireccional, mostrando una mayor velocidad en el sentido basolateral-apice, en
comparacion con el sentido apice-basolateral usando farmacos modelos o sustancias
guimicas a concentraciones que no saturan el sistema circulatorio (por ejemplo:

ciclosporina A, vinblastina, rodamina 123), [7].

La guia para la industria de la FDA [7] menciona que en este momento no se puede
establecer un criterio de aceptacion para la circulacion intestinal. En lugar de ello,
recomienda limitar el uso de métodos de prueba de permeabilidad no humanos para

los principios activos transportados por mecanismos pasivos.

Es posible que estudios farmacocinéticos sobre proporcionalidad o linealidad
posologica proporcionen informacién para evaluar la relevancia de la circulacién in vitro
observado en un farmaco. Por ejemplo, que haya menos inquietudes asociadas con el
uso de métodos in vitro para un farmaco que tiene una velocidad de transporte mas
alta en el sentido basolateral-apice a bajas concentraciones, pero que exhibe

farmacocinética lineal en el hombre [7].

Para aplicar el SCB, se puede suponer un transporte pasivo aparente cuando se

satisface una de las siguientes condiciones:
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a. Presenta relacion lineal (farmacocinética) entre la dosis (por ejemplo una gama
posoldgica clinica relevante) y las mediciones de biodisponibilidad absoluta
(area bajo la curva concentracion - tiempo) en el hombre.

b. Presenta falta de dependencia en la permeabilidad medida in vivo o in situ en
un modelo animal, con una concentracion inicial del farmaco (por ejemplo: 0.01,
0.1y 1 veces la mayor concentracion posolégica disuelta en 250 mL) en el fluido
de perfusion.

C. Presenta falta de dependencia en la permeabilidad medida in vitro de la
concentracion inicial del farmaco (por ejemplo: 0.01, 0.1 y 1 veces la mayor
concentracion posoldgica disuelta en 250 mL) con en el fluido donante y sentido
de transporte (por ejemplo, no existe diferencia estadisticamente significativa
en la velocidad de transporte, entre el sentido apice-basolateral y basolateral-
apice, para las concentraciones del farmaco seleccionadas) utilizando un
método de cultivo de células in vitro apropiado cuya expresion de

transportadores de circulacion es conocida.

La aptitud de un método de permeabilidad previsto para la aplicaciéon del SCB, debe
establecer una relacion categoria-orden entre los valores de permeabilidad y el
alcance de los datos de absorcion del farmaco en sujetos humanos, usando un nimero
suficiente de farmacos modelos. Para los estudios de perfusion intestinal in vivo en el
hombre se recomiendan seis farmacos modelos; para perfusion intestinal in vivo o in

situ en animales y cultivo de células in vitro, veinte farmacos modelos [7].

Los farmacos modelos deben representar una gama de absorcién baja (menor al 50%),
moderada (entre 50% — 89%) y alta (90%), y mantener el mismo protocolo de estudio,
después de esto no hace falta volver a probar todos los farmacos modelos
seleccionados para estudios posteriores cuyo fin sea clasificar un principio activo. En
su lugar se debe usar un farmaco modelo de baja permeabilidad y otro de alta
permeabilidad como patrones internos ya sea incluido en el fluido de perfusion o el
fluido donante junto con el principio activo probado. Estos dos patrones internos se

suman al marcador de volumen de fluido (o un compuesto de permeabilidad cero como
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el polietilenglicol 4000) que se incluye en ciertos tipos de técnicas de perfusion como
las de lazo cerrado.

La seleccion de patrones internos debe basarse en la compatibilidad con el principio
activo probado, no deben exhibir ninguna interaccion fisica, quimica o permeable

significativa.

Cuando no sea factible seguir este protocolo se debe determinar la permeabilidad de
los patrones internos en los mismos sujetos, animales o tejidos, siguiendo la
evaluacion del principio activo probado. Los valores de permeabilidad de los dos
patrones internos no deberan diferir significativamente en las distintas pruebas,
incluyendo las que se realizan para demostrar la aptitud del método. Al final de una

prueba in situ o in vitro se debe determinar la cantidad de farmaco en la membrana.

Para un determinado método de prueba con condiciones fijas, es posible que la
seleccién de un patrén interno de alta permeabilidad, cercana al limite de la clase
baja/alta, facilite la clasificacién del principio activo probada. Por ejemplo, se podra
determinar que el principio activo probado es altamente permeable cuando su valor de
permeabilidad es igual o mayor que la del patrén interno de alta permeabilidad

seleccionado [7].

6.9.2.3 Inestabilidad en el sistema gastrointestinal

La determinacion del alcance de la absorcion en el hombre, con base en estudios de
balance de masa en la orina, no considera el alcance de la degradacién de un farmaco
en el fluido gastrointestinal antes de impregnar la membrana intestinal. Ademas,
algunos métodos para determinar la permeabilidad podrian basarse en la pérdida o el
aclaramiento del farmaco de los fluidos introducidos por perfusion en el sistema
gastrointestinal humano o animal, ya sea in vivo 0 in situ. La documentacion de la

pérdida del farmaco en el sistema gastrointestinal surge por la impregnacion de la
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membrana intestinal, en lugar de un proceso de degradacion, lo cual ayudara a

establecer la permeabilidad.

La estabilidad en el sistema gastrointestinal se puede documentar usando fluidos
gastricos e intestinales obtenidos de sujetos humanos. Se incuban las soluciones de
principios activos en estos fluidos a 37°C, durante un periodo representativo del
contacto medicamentoso in vivo con éstos; por ejemplo, 1 hora en fluido gastrico y 3
horas en fluido intestinal. Luego se determinan las concentraciones del farmaco
mediante un método de ensayo validado que indique la estabilidad. Una degradacién
significativa del farmaco (> 5%) en este protocolo podria sugerir una posible
inestabilidad, la cuantificacion puede ser realizada mediante técnicas cromatograficas
apropiadas para las sustancias quimicas a evaluar. La obtencién de fluidos
gastrointestinales de sujetos humanos requiere intubacion y puede ser dificil en
algunos casos.

Debido a lo anterior se pueden sustituir por fluidos gastrointestinales animales
apropiados o simulados como los fluidos géastrico e intestinal USP justificando
debidamente [7].

6.9.3 Determinacion de caracteristicas de disolucién y similitud de los perfiles

de disolucion del medicamento

Las pruebas de disolucion deben realizarse en el aparato que indica la USP (1 o 2),

usando 900 mL de los siguientes medios de disolucion:

a. 0.1 N de HCI o fluido géastrico simulado USP sin enzimas

b. Tampon de pH 4.5 (acetato)

C. Tampon de pH 6.8 (fosfato) o fluido intestinal simulado USP sin enzimas. Para
capsulas y comprimidos recubiertos de gelatina, se pueden usar fluidos gastrico

o intestinal simulado USP (con enzimas).

La seleccién del aparato para probar la disolucion (aparato 1 o 2), durante el desarrollo
del farmaco, debe basarse en una comparacion de la disolucion in vitro y los datos

farmacocinéticos in vivo disponibles para el producto.
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El aparato 1 (método de canasta) se prefiere por lo general para capsulas y productos
que tienden a flotar; el aparato 2 (método de paleta), para los comprimidos. Para
algunas formas posologicas comprimidas la disolucién in vitro (no in vivo) puede ser
lenta, debido a como el producto desintegrado se deposita en el fondo del matraz de
disolucion. En tales situaciones se podra preferir el aparato 1 antes que el aparato 2.
Si hace falta modificar las condiciones de prueba para reflejar mejor la disolucion
rapida in vivo (como el uso de una velocidad giratoria distinta), se pueden justificar
tales modificaciones comparando la disolucién in vitro con los datos de absorcién in

Vivo.

Para respaldar una solicitud de bioexencion, es necesario evaluar un minimo de 12
unidades posologicas de un medicamento. Una vez iniciada la prueba de disolucion se
deberan recolectar muestras en diferentes intervalos de tiempo para caracterizar el

perfil de disolucién del medicamento (por ejemplo, 10, 15, 20 y 30 minutos) [7].

6.10 Métodos matematicos empleados en la comparacion de perfiles de
disolucién

La comparacion de los perfiles de disolucion in vitro de capsulas, tabletas y polvos,
proporciona informacion necesaria para discernir entre las formulaciones durante el

desarrollo de un producto, evaluar su estabilidad y optimizar la forma de dosificacion.

La comparacion de las curvas del perfil de disolucién permite ademas, evaluar el efecto
producido en la disolucion por los cambios en las variables del proceso de
manufactura, y puede ser empleada como un instrumento de aseguramiento de la

calidad para medir la uniformidad de lote a lote.
Los perfiles de disolucion pueden considerarse similares en razén de:

a. Similitud global de los perfiles

b. Similitud en cada punto temporal de disolucion de la muestra.
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Para realizar la comparacion de perfiles de disolucion se utilizan métodos

independientes o dependientes del modelo [3].

6.10.1 Método dependiente de modelo.

En la literatura se han descrito muchos modelos matematicos para el ajuste de los

perfiles de disolucion.

A continuacion se lista el procedimiento a seguir para la aplicacién de estos modelos:

a.

Siya se tienen datos conocidos de formulaciones anteriores, son recomendados
modelos con mas de tres parametros, como los modelos lineal, cuadratico,
logistico, Probit y Weibull.

Usando los datos para el perfil generado para cada unidad, contrastar los datos
con el modelo mas apropiado.

Se fija una region de similitud basada en la variacion de parametros del modelo
contrastado, con las unidades de prueba (por ejemplo, capsulas o tabletas)
correspondientes a datos conocidos de formulaciones anteriores.

Calcular la distancia estadistica multivariada (multivariate statistical distance
MSD, por sus siglas en inglés) en los pardmetros del modelo entre los datos
conocidos de formulaciones anteriores y los nuevos.

Calcular el intervalo de confianza del 90% de la verdadera MSD entre los grupos
de datos de prueba y referencia, de acuerdo a la guia para la Industria de la
FDA.

Comparar los limites de la region de certeza con la region de similitud. Si la
region de certeza esta dentro de los limites de la region de similitud, se
considera que el nuevo grupo de datos es similar al grupo de datos conocidos

de formulaciones anteriores [3].
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6.10.2 Procedimiento de region de certeza multivariado independiente de

modelo.

Cuando el coeficiente de variacion (CV) dentro del grupo de datos es mas del 15%,

conviene emplear mas de un procedimiento independiente de modelo multivariado,

para la comparacion de los perfiles de disolucidn. Se sugieren los siguientes pasos:

a. Determinar los limites de similitud en términos de MSD con base en diferencias
de disolucion entre los grupos de datos conocidos de formulaciones anteriores
y los nuevos.

b. Calcular la MSD entre las medias de los datos conocidos de formulaciones
anteriores y los nuevos.

C. Calcular el intervalo de confianza del 90% de la verdadera MSD entre los grupos
de datos conocidos de formulaciones anteriores y los nuevos.

d. Comparar el limite superior del intervalo de confianza con el limite de similitud.
Se considera que el grupo de datos conocidos de formulaciones anteriores es
similar con los nuevos si el limite superior del intervalo de confianza es igual o

menor al limite de similitud [3].

6.10.3Enfoque independiente de modelo utilizando un factor de similitud.

Un enfoque independiente de modelo sencillo utiliza un factor de diferencia (f1) y un
factor de similitud (f2), para comparar los perfiles de disolucion, propuestos por Jeffrey
W. Morre y colaboradores en 1996. El factor de diferencia (f1) calcula la diferencia
porcentual (%) entre las dos curvas en cada punto temporal y es una medida del error

relativo entre las dos curvas, a continuacion se proporciona la ecuacién para su célculo

[3]:

fi= [Z=1"|Re-Te] 100 (23)
[2t=1" Rt]

Donde n es el nUmero de puntos temporales, Rt es el valor de disolucion del grupo de
datos de referencia en el tiempo t, y Tt es el valor de disolucion del grupo de datos de
prueba en el tiempo t.
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Figura 7 — Gréfico de perfil de disolucion en acido clorhidrico del medicamento
propranolol clorhidrato

El factor de similitud (f2) es una transformacion de raiz cuadrada reciproca logaritmica
de la suma del error cuadrado y es una medicion de la similitud en la disolucion

porcentual (%) entre las dos curvas, cuya ecuacion para su célculo es la siguiente [3].

f2=50 log {1+ () Zi=1" (Rt-T))* ]°5100} (24)

Procedimiento especifico para determinar los factores de diferencia y similitud:

a. Determinar el perfil de disolucién de dos productos (12 unidades de cada uno)
de los productos de prueba y referencia.

b. Usando los valores de disolucion medios de ambas curvas en cada intervalo
temporal, calcular el factor de diferencia (f1) y el factor de similitud (f2) usando
las ecuaciones (23) y (24).

C. Para que las curvas se consideren similares, los valores de f1 deberan estar
cerca de 0, y los valores de f2 deberan estar cerca de 100. Por lo general, los
valores de fi1 de hasta 15 (0-15) y los valores de f2 mayores de 50 (50-100)
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aseguran la igualdad o equivalencia de las dos curvas y, por lo tanto, del
rendimiento de los productos de prueba y referencia.

Este método independiente de modelo es mas conveniente para la comparacion de

los perfiles de disolucién cuando hay 3, 4 o0 mas puntos temporales de disolucion

disponibles [3].

Considerar los siguientes requisitos adicionales:

a.

Las mediciones de disolucién de los grupos de datos de prueba y referencia
deberan realizarse bajo exactamente las mismas condiciones. Los puntos
temporales de disolucion para ambos perfiles deberan ser los mismos (por
ejemplo, 15, 30, 45, 60 minutos).

Sélo se debera considerar una medicién después de la disolucion del 85% de
ambos productos.

Para permitir el uso de datos medios, el coeficiente de variaciéon en el punto
temporal mas temprano (por ejemplo, 15 minutos) no debera ser mas del 20%,
y en otros puntos temporales no debera ser méas del 10% [3].

Se debe contar con tres 0 mas puntos de muestreo de perfil de disolucion [16].
La diferencia promedio entre los perfiles de disolucién de la formulacion de
prueba y la de referencia, a cada tiempo de muestreo, no debe exceder el 15%
[16].

Los medicamentos de prueba y de referencia deben tener al menos un afio de
vigencia antes de su fecha de caducidad al momento de realizar el estudio [18].
El porcentaje de valoracion del medicamento de prueba debe estar dentro de
los limites farmacopeicos y no debe diferir en mas del 5% del medicamento de
referencia [18].

Los medicamentos de prueba y de referencia deben cumplir con los requisitos
de uniformidad de unidades de dosificacion descritos en la farmacopea vigente
[18].
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6.11 Uniformidad de unidades de dosificacion.
Para garantizar la uniformidad de las unidades de dosificacion, cada unidad en un lote
debe tener un contenido de farmaco dentro de un intervalo estrecho alrededor de la

cantidad declarada en la etiqueta.

Se define como el grado de uniformidad en el contenido del farmaco entre las unidades
de dosificacion. Se puede demostrar mediante uno de los siguientes dos métodos,

uniformidad de contenido o variacion de peso.

La prueba de uniformidad de contenido se basa en la valoracion individual de
contenido de un farmaco en un nimero de unidades de dosificacion para determinar
si el contenido individual se encuentra dentro de los limites fijados. EI método de

uniformidad de contenido se puede aplicar en todos los casos.

La prueba de variacion de peso es aplicable para las siguientes formas farmacéuticas:

a. Soluciones para inhalacién, destinadas para nebulizaciones y soluciones
envasadas en envases unitarios y en capsulas blandas.

b. Solidos (incluidos los polvos, granulos y sélidos estériles) envasados en
envases unitarios y que no tienen sustancias agregadas ya sea activas o
inactivas.

C. Sdlidos (incluidos los sélidos estériles) envasados en envases unitarios, con o
sin sustancias activas o inactivas agregadas, que hayan sido preparadas por
liofilizacién a partir de soluciones verdaderas en sus envases finales y que
declaran el método de preparacion.

d. Capsulas duras, tabletas sin cubierta o tabletas recubiertas con peliculas que
contengan 25 mg o mas de un farmaco que corresponda al 25% o mas, en peso,
de la unidad de dosificaciéon o, en el caso de capsulas duras, el contenido de
las cépsulas, excepto que se demuestre la uniformidad de otros farmacos
presentes en proporciones menores en cumplimiento de los requisitos de

uniformidad de contenido.
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La prueba de uniformidad de contenido se requiere para todas las formas
farmacéuticas que no cumplen las condiciones enumeradas anteriormente para la

prueba de variacion de peso.

Cuando se requiere para el cumplimiento de la prueba de uniformidad de contenido,
aplicar la clausula que permite el uso de métodos alternativos, los fabricantes pueden
cumplir con este requisito mediante la aplicacion de la prueba de variacion de peso,
cuando la desviacion estandar relativa (RSD), por las siglas en ingles de la
concentracion del farmaco en las unidades de dosificacion final no es méas de 2%. La
determinacion de la RSD puede basarse en datos de validacion del proceso y de datos
del desarrollo del producto en poder del fabricante. La RSD de la concentracién es la
RSD de la concentracion por unidad de dosificacion (p/p o p/v), en donde la
concentracion por unidad de dosificacion es igual al resultado de la valoracion por
unidad de dosis dividido por el peso de la unidad de dosificacién individual, dada por

la siguiente formula:

RSD = 100s

(25)

En donde, s es la desviacion estandar de la muestra, X es la media de los contenidos
individuales, expresada como porcentaje de la cantidad declarada.
Sin embargo, aunque se emplee la prueba de variacion de peso con tales propdsitos,

el producto debera cumplir con la prueba oficial de uniformidad de contenido.

Para la prueba de uniformidad de contenido, se seleccionan 30 unidades y se procede

como se indica a continuacion para cada forma farmacéutica especifica:

a. Formas farmacéuticas sdlidas: valorar 10 unidades individualmente usando un
meétodo analitico apropiado, puede ser el utilizado en el ensayo.

b. Formas farmacéuticas liquidas: realizar la valoracién sobre la cantidad de
material bien mezclado que se retira de un envase individual en condiciones

normales de uso y expresar los resultados como la dosis entregada.
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Para ambos casos, se determina el valor de aceptaciéon el cual hace referencia al
cumplimiento de la prueba, si es menor a L1 “maximo valor de aceptacion permitido”
(L1 = 15.0%). A continuacion la formula a utilizar:

AV = |M—X|+ks (26)

En donde, M es valor de correccién indicado en USP (Apartado 905), X es la media de
los contenidos individuales, k es la constante de aceptabilidad, s es la desviacion

estandar de la muestra.

El valor de M dependera del valor de T, que es el contenido deseado por unidad de
dosificacion al momento de la fabricacion, expresado como porcentaje de la cantidad
declarada. Por lo general se le asigna un valor de 100.0%, y para los propdsitos de
fabricacion T es el valor deseado aprobado por el fabricante al momento de la

fabricacion.

Para los calculos de AV, la constante de aceptabilidad k, presenta siguientes valores:
si n (cantidad de muestras) : 10, entonces k es igual a 2.4
si n (cantidad de muestras) : 30, entonces k esiguala 2.0
Y para M utilizar los siguientes valores:
M : cuando T < 101.5, el valor de referencia es:
Si 98.5% < X < 101.5%
Si X < 98.5%, entonces: M = 98.5%
Si X > 101.5%, entonces: M = 101.5%
M : cuando T > 101.5, el valor de referencia es:
Si98.5% < X< T, entonces: M =X
Si X < 98.5%, entonces: M = 98.5%
Si X>T, entonces: M =T%
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6.12 Cromatografia liquida de alta eficiencia
Para realizar los estudios de perfiles de disolucion, se emplean diversas técnicas de
cuantificacion, entre ellas la cromatografia liquida de alta eficiencia, la cual fue utilizada

en el presente trabajo.

Es una técnica de separacion basada en una fase estacionaria solida y una fase movil
liguida, estas separaciones se logran por procesos de particion, adsorcion o
intercambio i6nico, segun el tipo de fase estacionaria empleada. Los compuestos que
se van a analizar se disuelven en un medio adecuado y la mayoria de las separaciones
tienen lugar a temperatura ambiente. Por lo tanto, la mayoria de los farmacos
(analitos), aun siendo compuestos no volatiles o térmicamente inestables, pueden

analizarse por HPLC sin descomposicion o sin necesidad de hacer derivados volatiles.

El tiempo de elucién de un compuesto puede ser descrito por su factor de capacidad,
k', que depende de la naturaleza quimica del analito, la composicién y la velocidad de
flujo de la fase movil y la composicion y el area de la fase estacionaria. La longitud de
la columna es un parametro determinante de la resolucién. Solo los compuestos que

tienen diferentes factores de capacidad pueden ser separados por HPLC.
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Figura 8 - Parametros cromatograficos; tiempo de retencion y factor de capacidad
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6.12.1 Equipo

Un cromatografo de liquidos consta de un recipiente que contiene la fase movil, una
bomba para forzar el paso de esta a través del sistema a alta presion, un inyector para
introducir la muestra, una columna cromatografica, un detector y un dispositivo de
recoleccion de datos como una computadora, un integrador o un registrador.
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Figura 9 - Diagrama de equipo HPLC

6.12.1.1 Sistemas de bombeo

Administran cantidades exactas de fase movil desde los recipientes hasta la columna
mediante una tuberia y uniones adecuadas para altas presiones. Los sistemas
modernos constan de una o varias bombas reguladoras controladas por computadora
que pueden programarse para variar la relacion entre los componentes de la fase
movil, segun se requiera para la cromatografia en gradiente, o para mezclar la fase
movil en corridas isocraticas (es decir, fases méviles que tienen una composicion fija
de disolventes). Las presiones operativas son tipicamente de hasta 5000 psi 0 mas,
con velocidades de flujo de hasta aproximadamente 10 mL/min. Las bombas deben
construirse con materiales inertes a los componentes corrosivos de la fase movil y ser
capaces de bombear la fase mévil a una velocidad constante, con fluctuaciones

minimas, durante periodos de tiempo prolongados.
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Figura 10 - Bomba (componente de equipo HPLC)

6.12.1.2 Inyectores

Después de ser disueltos en la fase mévil u otra solucion apropiada, los compuestos
gue se van a analizar se inyectan al cromatégrafo, ya sea manualmente usando
jeringas o inyectores de espiral, o utilizando inyectores automaticos. Estos ultimos
constan de un carrusel o una gradilla para sostener los viales de muestra, con la parte
superior tapada con un septo o un tapén perforable, y un dispositivo de inyeccion para
transferir la muestra desde los viales a un espiral conectado al cromatografo. Hay
inyectores automaticos que se programan para controlar el volumen de muestreo, el
namero de inyecciones, los ciclos de enjuague del espiral, el intervalo entre las

inyecciones y otras variables operativas.

Figura 11 - Inyector de automuestreador (componente de equipo HPLC)
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6.12.1. 3 Columnas

Para la mayoria de los analisis farmacéuticos, la separacion se logra por la particion
de los compuestos presentes en la solucion de prueba entre la fase movil y la
estacionaria. Los sistemas que constan de fases estacionarias polares y fases moéviles
no polares se describen como de fase normal, por el contrario, cuando se emplean
fases moviles polares y fases estacionarias no polares se denomina cromatografia en
fase reversa. La afinidad de un compuesto por la fase estacionaria y, por consiguiente,
su tiempo de retencién en la columna, se controla mediante la composicion de la fase
movil mas o menos polar. La polaridad de la fase movil se puede variar mediante el
agregado de un segundo y, a veces, un tercer o hasta un cuarto componente, con la
finalidad de cambiar los porcentajes finales en la mezcla. Por lo general, las columnas

se emplean a temperatura ambiente.

Figura 12 - Columnas para equipos HPLC
6.12.1.4 Detectores
El tipo de detector a utilizar depende de las caracteristicas de los compuestos a
determinar; estos pueden ser detectores de longitud de onda fija, variable y mdultiple;
de red de diodos; de refractometria diferencial; fluorométricos; electroquimicos;

potenciométricos, voltamétricos y polarograficos.

La mayoria de los métodos farmacopeicos de HPLC requieren el uso de detectores
espectrofotomeétricos. Este tipo de detector consta de una celda de flujo colocada en
el extremo de la columna. Un haz de radiacion UV pasa a traves de la celda de flujo y
se introduce en el detector. A medida que los compuestos eluyen de la columna, pasan
a través de la celda y absorben la radiacion, lo que da lugar a cambios cuantificables

en el nivel de energia.
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Figura 13 - Detector ultravioleta (componente de equipo HPLC)

6.12.1.5 Dispositivos de recolecciéon de datos

Las estaciones de datos reciben y almacenan la sefial de los detectores e imprimen el
cromatograma completo con las alturas y las areas de los picos, la identificacion de la
muestra y las variables del método. Ademas, se utilizan para controlar la mayoria de
las variables, proporcionando periodos largos de operacion sin necesidad de

supervision.

6.12.2 Procedimiento de operacién
a. Equilibrar la columna y el detector con fase movil a la velocidad de flujo

especificada hasta obtener una sefial constante.

b. Inyectar una muestra a través del inyector o usar un muestreador
automatico.

C. Comenzar el programa de gradientes o procedimiento isocratico.

d. Registrar el cromatograma.

e. Analizar segun se indica en la monografia.
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6.12.3 Aptitud del sistema
Debido a las variaciones normales en el equipo, los suministros y las técnicas, se
requiere una prueba de aptitud del sistema para asegurar que un sistema operativo

dado pueda aplicarse de manera general, lo cual se detalla a continuacion:

6.12.3.1 Numero de platos teéricos (N)
Es una medida de la eficiencia de la columna. Para los picos gaussianos, se calcula
por la siguiente ecuacion

N = 16(tr/W)? (27)

En donde tr es el tiempo de retencion de la sustancia y W es el ancho del pico en su
base, obtenido al extrapolar los lados relativamente rectos del pico hasta la linea base
(Ver Figura 8).

El valor de los platos tedricos depende de la sustancia cromatografiada, asi como de
las condiciones operativas, por ejemplo, las velocidades de flujo y la temperatura del
gas transportador o la fase movil, la calidad del relleno, la uniformidad del relleno
dentro de la columna y, para las columnas capilares, el espesor de la pelicula de fase

estacionaria, y el diametro interno y la longitud de la columna.

Cuando se utilizan integradores electrénicos, el numero de platos tedricos se calcula
por la ecuacién
N = 5.54 (tr/ Wh2)? (28)

En donde Wh/2 es el ancho del pico a la mitad de la altura, obtenido directamente por
medio de integrador electrénico (Ver Figura 8).

6.12.3.2 Tiempo de retencion relativa (RRT)
También se conoce como retencion relativa no ajustada, se determina por la ecuacion
RRT = tro/tr1 (29)
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En donde tr2 es el tiempo de retencion medido en el punto de inyeccion del compuesto
de interés y tr1 es el tiempo de retencion medido en el punto de inyeccion del

compuesto de referencia.

6.12.3.3 Desviacion estandar relativa porcentual

Se calcula a través de la férmula siguiente

bl | =

100 [EX,(Xi —X)°
%RSD = X

N—1 (30)

En donde Xi es una medida individual en un conjunto de N mediciones y X es la media
aritmética del conjunto.

6.12.3.4 Factor de retencion (k)

También es conocido como factor de capacidad (k) y se define como

K = cantidad de la sustancia en |a fase estacionaria (31)

cantidad de la sustancia en la fase movil

K = tiempo de la sustancia en la fase estacionaria (32)

tiempo de la sustancia en la fase movil

Ademas, puede determinarse a partir del cromatograma mediante la ecuacion:
k= (tr - tm)/tm (33)

En donde tmes el tiempo de retencion del componente no retardado, aire con deteccion

por conductividad térmica.

6.12.3.5 Resolucion (Rs)
Es la separacion de dos componentes que eluyen adyacentes en una mezcla,

calculada por
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Rs = 2(tr2 — tr1)/ (W1 + W2) (34)

Donde tres el tiempo de retencion de la sustancia y W es el ancho del pico en su base,
obtenido al extrapolar los lados relativamente rectos del pico hasta la linea base (Ver

Figura 8).

Si se utiliza integrador electronico, la resolucion se determina por la ecuacion
Rs = 1.18(tr2 — tr1)/(W1, hi2 + W2, h2) (35)

Donde tres el tiempo de retencion de la sustancia y W, nz es el ancho del pico a media

altura desde su base (Ver Figura 8).

6.12.3.6 Factor de simetria (As)

También es conocido como asimetria (T), y se calcula utilizando la siguiente formula
As = Wo.0s/2f (36)

En donde f es la distancia entre el maximo del pico y el borde inicial del pico; la

distancia se mide en un punto ubicado al 5% de la altura del pico desde la linea base

y Wo.05 es el ancho del pico al 5% de altura, como se observa en la figura 14.

0,05h

Méximo del pico j

Figura 14 — Esquema con parametros cromatograficos; factor de asimetria
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6.13 Caracteristicas y propiedades del medicamento a estudiar
El principio activo enalapril maleato es muy importante por su uso en el control de la

hipertension y la insuficiencia cardiaca.

En muchos pacientes con insuficiencia cardiaca que ya presentan sintomatologia, el
enalapril maleato retarda el empeoramiento, reduce la necesidad de hospitalizaciones
y en algunos casos ayuda a prolongar la vida. En pacientes que no han presentado
sintomas, ayuda a evitar el debilitamiento de la funcidon cardiaca y a retardar el
desarrollo de los sintomas (dificultad para respirar, cansancio por actividades fisicas
ligeras como caminar, inflamacion de tobillos y pies) [17].

Las dosis usuales son de 2.5 mg, 5 mg, 10 mg y 20 mg, las cuales son fabricadas por
diferentes laboratorios farmacéuticos tanto nacionales como extranjeros, por ello es

necesario evaluar la equivalencia terapéutica de los medicamentos genéricos.

Segun el SCB el enalapril maleato esta clasificado como clase lll: alta solubilidad —
baja permeabilidad, lo que indica que aplica para la bioexencion [4].

El enalapril maleato es una sal quimicamente llamada (S)-1-[N-[1-(ethoxycarbonyl)-3-
phenylpropyl]-L-alanyl]-L-proline, (Z)-2-butenedioate salt (1:1), de formula empirica
C20H28N205°C4H404, y con férmula estructural:

0—\ H H CH3 COzH
HsC .

Figura 15 - Estructura molecular de enalapril maleato

Es un polvo cristalino casi blanco. Funde aproximadamente a 144°C. Practicamente
insoluble en disolventes organicos no polares; poco soluble en disolventes organicos
semipolares; moderadamente soluble en agua; soluble en alcohol; facilmente soluble

en metanol y en dimetilformamida.
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El enalapril, es un pro-farmaco del enalaprilat, disefiado para administracion oral,
inhibidor de la enzima de conversion de la angiotensina (ECA) [17].

6.13.1 Mecanismo de accion

El enalaprilat intravenoso, o el enalapril oral que resulta de la hidrolisis en el organismo
a enalaprilat, inhibe la enzima de conversion de la angiotensina (ECA) tanto en el
hombre como en los animales de experimentacion. La ECA es una peptidil-dipeptidasa
que cataliza la conversion de la angiotensina | a la angiotensina I, una sustancia
vasoconstrictora. La angiotensina Il también estimula la secrecion de aldosterona por
la corteza suprarrenal. Los efectos beneficiosos del enalapril en la hipertension y la
insuficiencia cardiaca se deben a la supresion del sistema renina-angiotensina-

aldosterona.

La inhibicion de la ECA lleva consigo una disminucion de los niveles plasmaticos de
angiotensina Il, produciendo una disminucion de la respuesta vasopresora y de la
secrecion de aldosterona. Aunque la disminucion de la secrecion de aldosterona no es

muy grande, ocasiona un pequefio aumento de los niveles plasmaticos de potasio.

En los pacientes hipertensos tratados con enalapril, durante 48 semanas, este
aumento llegd a ser de 0.2 mEg/L. En los pacientes tratados con enalapril asociado a
un diurético tiazidico, no se observo practicamente ningin cambio en los niveles de

potasio.

La supresion de la angiotensina Il produce, por un efecto de retroalimentacion
negativa, un aumento de los niveles de renina. La ECA es similar a la kininasa, una
enzima que degrada la bradikinina, y por lo tanto, la supresion de su actividad aumenta
los niveles de bradikinina, un péptido con potentes efectos vasodepresores. No se
sabe muy bien qué papel juega este péptido en los efectos terapéuticos del enalapril.
En efecto, si bien es seguro que el enalapril disminuye la presién arterial, actuando
sobre el sistema renina-angiotensina-aldosterona, no se sabe porqué el farmaco

reduce la hipertension en pacientes con bajos niveles de renina. Este efecto se

68



observa sobre todo en pacientes de raza negra que tienen una hipertension con bajos
niveles de renina y que responden peor que los pacientes blancos a los efectos del

enalapril en monoterapia [17].

6.13.2 Farmacocinética y metabolismo

Después de la administracion oral del enalapril se observan concentraciones séricas
maximas al cabo de 1 hora. A partir de los datos de la excrecion urinaria, se deduce
que el enalapril se absorbe en un 60% aproximadamente. Ademas la absorcion del

enalapril no es afectada por la presencia de alimento en el tracto digestivo [17].

Una vez absorbido, el enalapril se hidroliza a enalaprilat, el verdadero inhibidor de la
ECA. Las concentraciones maximas se alcanzan unas 4 horas después de una dosis

oral de enalapiril.

La excrecion del enalapril es sobre todo por via renal. Aproximadamente el 94% de la
dosis administrada se recupera en la orina o las heces como enalaprilat o enalapril. En
la orina se detectan enalaprilat y enalapril, sin que se hayan observado otros
metabolitos diferentes. Después de una inyeccién intravenosa de una dosis Unica, el
perfil farmacocinético del enalaprilat es poliexponencial con una prolongada fase de
eliminacién terminal que corresponde con la parte del farmaco que se une a la ECA.
La cantidad de farmaco unida no aumenta con la dosis, lo que indica que el punto de

fijacion es saturable.

El tiempo de vida media de eliminacion efectiva, determinada a partir de datos cinéticos

después de dosis orales multiples es de unas 11 horas.

La biodisponibilidad del enalapril y del enalaprilat en pacientes con insuficiencia renal
es similar a la de pacientes con funcién renal normal hasta llegar a una filtracion
glomerular de 30 mL/min, momento en el que aumenta el tiempo para llegar a la

concentracion maxima del farmaco y las concentraciones de equilibrio. En presencia
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de esta insuficiencia renal, también se prolonga el tiempo de vida media de

eliminacion.

El enalaprilat es dializable a una velocidad de 62 mL/min. Los estudios en perros
indican que el enalapril casi no cruza la barrera hematoencefalica, por lo tanto el

enalaprilat no entra en el cerebro.

Otra forma de seguir la cinética es administrando el farmaco marcado con **C, se
detecto radioactividad en la leche de las ratas lactantes y en la placenta de hamsteres
prefiadas.

La administracion de enalapril a pacientes con hipertension ligera a moderada
ocasiona la reduccién de la presién arterial tanto en posicion supina como de pie, sin
que se observe un componente ortostatico. La hipotensién postural sintomatica es
infrecuente, aungque puede darse en pacientes con deplecion de volumen.

En la mayoria de los pacientes estudiados, después de una dosis oral de enalapril, el
inicio del efecto antihipertensivo se observa una hora después de la administracion,
produciéndose la maxima reduccion de la presion arterial a las 6 horas. A las dosis
recomendadas el efecto antihipertensivo se mantiene al menos durante 24 horas,
aungue en algunos pacientes hay que esperar algunas semanas para que se alcance
la reduccion optima de la presion arterial. Los efectos antihipertensivos del enalapril se
mantienen durante la administracion crénica del farmaco y no se observan efectos de

rebotes hipertensivos cuando se suspende la medicacion de forma abrupta [17].
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METODOLOGIA

Las etapas del estudio se detallan a continuacion:

7.1 Delimitacion de la investigacion
La eleccidn del principio activo enalapril maleato fue realizada con base en la clase lll:
alta solubilidad, baja permeabilidad del SCB, debido a que este grupo permite efectuar

un estudio de equivalencia terapéutica in vitro.

La seleccion del medicamento de prueba y su respectivo laboratorio fabricante, fue
hecha con base en la informacién obtenida de las adjudicaciones del Ministerio de
Salud (MINSAL) [21], Fondo Solidario para la Salud (FOSALUD) [22], y del Instituto
Salvadorefio del Seguro Social (ISSS) [23], ya que asi consideramos las tabletas de
enalapril maleato 20 mg de formulacién nacional dispensadas durante el afio 2013 a

la poblacion salvadorefia.

Conocido el nombre y el laboratorio fabricante del medicamento de prueba, este fue
comprado en farmacia local, verificando un tiempo de caducidad apropiado de acuerdo

a la bibliografia, de igual forma se compro el medicamento de referencia.

7.2 Diseio de pruebas in vitro

7.2.1 Equipos:

a. Disolutor, marca Hanson Research, modelo SR8PLUS

b. Balanza analitica, marca Mettler Toledo, modelo AX205 delta range

c. Ultrasonido, marca Branson, modelo 8510

d. Equipo de filtracion, marca Whatman

e. Cromatografo liquido de alta eficiencia, marca Shimadzu, modelo LC-2010 AHT
f. Cristaleria adecuada para la preparacion de muestras y estandar

g. Hot plate y agitador magnético, marca PMC, modelo 520C
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7.2.2 Reactivos:

-~ o o o0 T p

- @

Acetonitrilo HPLC I.  Acetato de sodio anhidro

Fosfato de sodio monobasico j. Acido acético glacial

Agua HPLC k. Fosfato de potasio monobasico
Agua desmineralizada |.  Enalapril maleato materia prima
Acido fosférico m. Enalapril maleato estandar USP
Cloruro de sodio n. Enalaprii maleato estandar de
Acido clorhidrico trabajo

Hidroxido de sodio 0. Enalaprilat estandar USP

7.2.3 Preparacion de reactivos:

a.

Soluciéon amortiguadora fosfato pH 2.2: Disolver 1.38 g de fosfato de sodio
monobasico, en agua HPLC, disolver con 800 mL de agua desmineralizada,
ajustar con acido fosférico a pH 2.2. Diluir con agua desmineralizada a 1000.0 mL
y mezclar.

Fase movil: Preparar una mezcla filtrada y desgasificada de solucion
amortiguadora fosfato pH 2.2 y acetonitrilo (75: 25)

Acido acético 2N: Medir 116 mL de &acido acético glacial y agregarlos con cuidado
a un frasco volumétrico de 1000 mL, conteniendo 500 mL de agua
desmineralizada, aforar con agua desmineralizada y homogenizar.

Hidréoxido de sodio 1N: Pesar 40.0g de hidroxido de sodio y agregarlos con
cuidado a un frasco volumétrico de 1000 mL, conteniendo 500 mL de agua
desmineralizada, aforar con agua desmineralizada y homogenizar.

Hidréxido de sodio 0.2N: Pesar 8.0g de hidroxido de sodio y agregarlos con
cuidado a un frasco volumétrico de 1000 mL, conteniendo 500 mL de agua
desmineralizada, aforar con agua desmineralizada y homogenizar.

diluyentes:

Solucién buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP: Pesar 2.0
g de cloruro de sodio y colocarlos en un bal6n volumétrico de 1000 mL, disolver
con agua, y agregar 7 mL de acido clorhidrico, aforar. Regular a pH 1.2 con acido
clorhidrico o hidroxido de sodio.
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Solucién buffer pH 4.5: Pesar 1.8031 g de acetato de sodio anhidro y colocarlos

en un balén volumétrico de 1000 mL, disolver con agua, y agregar 14 mL de &cido

acético 2N, aforar. Regular a pH 4.5 con acido acético 2N o hidréxido de sodio 1N.

Solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima: Pesar 6.8 g de

fosfato de potasio monobésico y colocarlos en un balén volumétrico de 1000 mL,

disolver con agua, y agregar 77 mL de hidréxido de sodio 0.2N, aforar. Regular a

pH 6.8 con acido clorhidrico o hidréxido de sodio.

7.24

- @

-~ o 2 0 T p

Condiciones cromatograficas

Equipo

Detector

Longitud de onda
Columna

Pre-columna
Temperatura

Flujo fase movil
Volumen a inyectar
Tiempo de retencion
Tiempo de estabilizacion

Eficiencia de columna

Resolucién

. Factor de asimetria

Factor de capacidad k’

Tiempos de retencion

cromatografo liquido de alta eficiencia

ultravioleta

215 nm

empaque L7 (RP-8) (4.0 mm * 250.0 mm * 5um)
empaque L7 (RP-8) (4.0 mm * 4.0 mm * 5um)

50 °C

2.0 mL/min

50.0 pL

9.5 minutos = 20%

60 minutos o el necesario para pasar prueba de
ruido

no menos de 1000 platos tedricos para
enalaprilat, no menos de 300 para

enalapril maleato y no menos de 2500 platos
tedricos para enalapril dicetopiperazina

entre el acido maleico y el enalaprilat no es menor
de 2.0; entre enalaprilat y enalapril maleato no es
menor de 2.0 y entre enalapril maleato y enalapril
dicetopiperazina no es menor de 2.0

no es mayor de 2.0

no es menor de 1.5

0.3 para acido maleico; 0.5 para enalaprilat;
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relativos 1.0 para enalapril maleato y 1.5 para enalapril
dicetopiperazina
p. RSD para inyecciones repetidas no es mas de
2.0% para el pico de enalapril y 5.0% para

el pico de enalaprilat

Nota: El area del pico correspondiente al producto de degradacién, inducida por calor,
de enalapril dicetopiperazina (si estuviera presente, con los tiempos de retencidn
relativos de aproximadamente 1.2) no es mayor de 15% del area de enalapril

dicetopiperazina.

7.2.5 Determinaciéon de solubilidad experimental del enalapril maleato
7.2.5.1 Estandar y muestra de enalapril maleato
Preparar el estdndar y muestra con los siguientes diluyentes:

a. Solucién buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP
b. Solucién buffer pH 4.5
C. Solucién buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

Estandar: Transferir 80.00 mg de enalapril maleato estandar de trabajo exactamente
pesado, a un frasco volumétrico de 100 mL, agregar 70 mL de diluyente, usando
ultrasonido para disolver si es necesario, aforar y mezclar. De esta solucién tomar una
alicuota de 5.0 mL y transferirla a un frasco volumétrico de 50 mL; aforar con diluyente.
Esta es la solucion del estandar y tiene una concentracién conocida de 0.08 mg/mL

de enalapril maleato.

Muestra: Pesar 20.00 mg de enalapril maleato materia prima y transferir a un
erlenmeyer de 500 mL, agregar 250 mL de diluyente y agitar durante 24 horas con
agitador magnético y a 37°C. Esta es la solucion final de la muestra que tiene una

concentracion estimada de 0.08 mg/mL de enalapril maleato.
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7.2.5.2 Procedimiento

Adecuar las condiciones del cromatografo liquido de alta eficiencia, segun las
especificadas en las condiciones cromatograficas. Inyectar por separado las
soluciones estandar y las muestras previamente filtradas por membrana de nylon de

0.45 micras o menos.

7.2.5.3 Calculos:
Determinar la cantidad en mg y % disuelto de enalapril maleato materia prima
(C20H28N20s * C4H404) por las formulas:
mg disueltos = C(Amx/Ast)250)
% disuelto = mg disueltos(100/Pmx)

Donde:

C : concentracion del estandar en mg/mL
Amx area de muestra

Ast area del estandar

250 volumen de diluyente

100 factor para determinar porcentaje
Pmx Peso real de muestra en mg

7.2.6 Determinacion de perfiles de disoluciéon experimentales del medicamento
enalapril maleato 20 mg tableta de formulacion nacional

Condiciones experimentales:

a. Aparato 2

b. Medios de disolucién -solucién buffer pH 1.2 o fluido gastrico
simulado sin enzima USP
-solucién buffer pH 4.5
-solucién buffer pH 6.8 o fluido intestinal

simulado sin enzima USP

C. Volumen del medio 900 mL
d. Velocidad de agitacion 75 rpm
e. Temperatura del medio 37°C
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Tiempos de muestreo 5,10,15,20,30 y 45 minutos
Q (tolerancia) 80%

Volumen de alicuota tomada 10 mL con reposicion del medio de disolucion

> @

Unidades ensayadas 12 unidades de cada medicamento evaluado

7.2.6.1 Preparacion del estandar de disolucion:

Transferir 111.10 mg de enalaprii maleato estandar de referencia a un balon
volumétrico de 100 mL, afiadir 50 mL de diluyente y emplear ultrasonido si es necesario
para disolver, aforar con el mismo solvente y mezclar. Tomar una alicuota de 10.0 mL
y colocarla en un bal6n volumétrico de 100 mL, aforar con diluyente y mezclar. De esta
solucion tomar las siguientes alicuotas por separado y colocarlas en balones
volumétricos individuales de 10 mL: 0.5 mL, 1.0 mL, 2.0 mL, 3.0 mL y 4.0 mL; aforar

con diluyente y mezclar para homogenizar.

Las concentraciones finales de enalapril maleato son:
- 5.56 pg/mL (equivalente al 25%)
- 11.11 pg/mL (equivalente al 50%)
- 22.22 pg/mL (equivalente al 100%)
- 33.33 pg/mL (equivalente al 150%)
- 44.44 pg/mL (equivalente al 200%).

7.2.6.2 Preparaciéon de las muestras:

Pesar individualmente 12 tabletas; colocar 1 tableta en cada uno de los vasos del
disolutor que contienen 900 mL de medio de disolucion; eliminar las burbujas de aire
de la superficie de la unidad de dosificacion. Inmediatamente operar el disolutor a 75
rpm, extraer 10mL de cada vaso en los tiempos: 10, 15, 20, 30 y 45 minutos, filtrar a
través de papel filtro Whatman #1 o equivalente, descartando los primeros mL del
filtrado; del filtrado claro tomar un volumen y filtrarlo a través de filtro de membrana de

0.45 um o de porosidad mas fina.
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Nota: Sacar las muestras de la zona media entre la superficie del medio de
disolucion y el fondo del vaso a no menos de 1.0 cm de la pared del vaso.

7.2.6.3 Procedimiento:

Adecuar las condiciones del cromatdgrafo liquido de alta eficiencia, segun las
especificadas en las condiciones cromatogréficas. Inyectar por separado las
soluciones estandar y las muestras previamente filtradas por membrana de nylon de

0.45 micras o0 menos.

7.2.6.4 Céalculos:

Construir la curva de regresion lineal y = mx+b,

Donde:

X : concentracion
y ; areas

m : pendiente

b : intercepto

Despejando x, para obtener los resultados de porcentaje disuelto en cada punto

temporal
X = (y-b)/m
Donde:
y : respuesta en unidades de area
X : porcentaje disuelto en cada tiempo

7.2.7 Determinacion de pruebas adicionales

7.2.7.1 Compuestos relacionados

7.2.7.1.1 Preparacion de solucion estandar de compuestos relacionados:
Transferir 200.0 mg de enalapril maleato estandar de trabajo exactamente pesado, a
un frasco volumétrico de 100 mL, agregar 70 mL de diluyente, usar ultrasonido para
disolver si es necesario. Aforar con diluyente y mezclar, de esta soluciéon tomar una

alicuota de 10.0 mL y transferirla a un balén volumétrico de 100 mL.
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De la solucién estandar de enalaprilat tomar una alicuota de 0.5 mL y transferirla al
balén que contiene estandar de enalapril maleato, aforar con diluyente. Transferir 1.0
mL de esta solucion a un balon volumétrico de 100 mL, aforar con solucion
amortiguadora y mezclar. Filtrar por membrana de nylon de 0.45 micras o menos,
descartando la primera porcion del filtrado. Esta es la solucién final del estandar que
tiene una concentracion conocida de enalapril maleato 0.002 mg/ mL, y de enalaprilat
0.00002 mg/ mL.

7.2.7.1.2 Preparacion de la muestra:

Transferir no menos de 5 tabletas equivalente a 100.0 mg de enalapril maleato, a un
balén volumétrico de 500 mL, agregar 250 mL de diluyente, agitar durante 10 minutos
en ultrasonido y 30 minutos mecanicamente. Aforar con diluyente. Agitar en ultrasonido
por 10 minutos mas. Filtrar por membrana de nylon de 0.45 micras o menos,
descartando la primera porcion del filtrado. Esta es la solucién final de la muestra que

tiene una concentracion estimada de 0.2 mg/mL de enalapril maleato.

7.2.7.1.3 Procedimiento:

Inyectar por separado en el cromatdgrafo volimenes iguales (aproximadamente 50
pL) de la solucion de aptitud del sistema, la solucion estandar de compuestos
relacionados, la solucion amortiguadora y la muestra, registrar los cromatogramas y
medir las respuestas de todos los picos en la preparacion prueba que constituyan mas
de 0.1% de la respuesta del pico de enalapril y que no se observen en la solucion

amortiguadora.

7.2.7.1.4 Célculos:
Calcular el porcentaje de enalaprilat anhidro (como enalapril maleato) presente en la
porcion de tabletas tomada, por la féormula:

% de enalaprilat anhidro = (Mem/Mea)(CV/N)(ru/rs)(100/L)
Donde:
Mem : peso molecular de enalapril maleato (492.52)
Mea : peso molecular de enalaprilat anhidro (348.39)
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C : concentracion en mg/mL de enalaprilat en la preparacion

estandar

\% : volumen del balon volumétrico que contiene la preparacion de la
muestra

N : namero de tabletas tomado para la preparacion de la muestra

ru : area del pico de enalaprilat en la muestra

I's : area del pico del Estandar de enalaprilat

L : cantidad de enalapril maleato declarado en la etiqueta

Calcular el porcentaje de enalapril dicetopiperazina (como enalapril maleato) presente

en la porcion de tabletas tomada, por la férmula:

% de enalapril dicetopiperazina =  (Mem/Med)(C’V/N)(ru/1.25rs)(100/L)

Donde:

Mem : peso molecular de enalapril maleato (492.52)

Med : peso molecular de enalapril dicetopiperazina (358.44)

C : concentracion en mg/mL de enalapril maleato en la solucién
estandar de compuestos relacionados

V : volumen del balon volumétrico que contiene la preparacion de la
muestra

N : namero de tabletas tomado para la preparacion de la muestra

ru : area de respuesta del pico de enalapril dicetopiperazina
obtenido en la preparacion de la muestra

I's : area de respuesta del pico de enalapril maleato obtenido en la
solucion estandar de compuestos relacionados

1.25 : respuesta del enalapril dicetopiperazina en relacion con la
respuesta de pico de enalapril maleato

L : cantidad de enalapril maleato declarado en la etiqueta (20)
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Calcular el porcentaje cualquier otro compuesto relacionado presente en la porcion de

tabletas tomada, por la férmula:

% cualquier otro compuesto relacionado = (C'V/N)(rr/rs)(100/L)

Donde:

IR : es la suma de las respuestas (areas) de todo compuesto
relacionado, distinto del acido maleico, enalapril, enalaprilat y
enalapril dicetopiperazina, obtenidas a partir de la preparacion
de la muestra

r's : area de respuesta del pico de enalapril maleato obtenido de la
solucion estandar de compuestos relacionados

C : concentracion en mg/mL de enalapril maleato en la solucién
estandar de compuestos relacionados

V : volumen del balén volumétrico que contiene la preparacion de la
muestra

N : namero de tabletas tomado para la preparacion de la muestra

L : cantidad de enalapril maleato declarado en la etiqueta (20)

Criterios de aceptacion:
La suma de todos los compuestos relacionados incluyendo aquellos de enalaprilat y

enalapril dicetopiperazina no es mayor del 5.0%.

7.2.7.2 Ensayo: cuantificacion del principio activo

Diluyente: solucion amortiguadora fosfato pH 2.2.

7.2.7.2.1 Preparacion de solucion estandar de enalaprilat:
Pesar exactamente 20.0 mg de enalaprilat USP y transferir a un balén volumétrico de
50 mL adicionar 25 mL de agua desmineralizada y disolver, aforar con el mismo

solvente. Esta solucién tiene una concentracion final de 0.4 mg/mL de enalaprilat.
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7.2.7.2.2 Preparacién de solucion de enalapril dicetopiperazina:

Pesar exactamente 20.0 mg de enalapril maleato estdndar de trabajo y transferirlos a
una beaker de 100 mL cuidadosamente hasta formar un monticulo en el fondo del
beaker. Colocar el beaker sobre un hot plate, aproximadamente a la mitad de la
temperatura maxima de la placa, para fundir el sélido. Cuando se observe fusion
(después de 5 o0 10 minutos de calentamiento), retirar inmediatamente el beaker del
hot plate y dejar que se enfrie. (Nota: evitar el recalentamiento, mas alla del punto de
fusidon observado inicialmente, para prevenir la degradacion inducida por calor, la cual
generaria un color marrén). Agregar 50 mL de acetonitrilo al residuo enfriado en el
beaker y someter a ultrasonido hasta disolucién completa. La soluciéon tipicamente

contiene por cada mL entre 0.2 y 0.4 mg de enalapril dicetopiperazina.

7.2.7.2.3 Preparacion del estandar:

Transferir 200.0 mg de enalapril maleato estandar de trabajo exactamente pesado, a
un frasco volumétrico de 100 mL, agregar 70 mL de diluyente, usar ultrasonido para
disolver si es necesario. Aforar con diluyente y mezclar, de esta solucion tomar una
alicuota de 10.0 mL y transferirla a un balén volumétrico de 100 mL.

De la solucién estandar de enalaprilat tomar una alicuota de 0.5 mL y transferirla al
bal6n que contiene estandar de enalapril maleato, aforar con diluyente. Esta es la
solucion del estandar y tiene una concentracién conocida de 0.2 mg/mL de enalapril

maleato y 0.002 mg/mL de enalaprilat.

7.2.7.2.4 Preparacion de solucion aptitud del sistema:
Transferir 0.5 mL de solucién de enalapril dicetopiperazina a una balén volumétrico de
25 mL, aforar con la solucion del estandar y homogenizar. Esta solucién tiene una
concentracion final aproximada de 0.006 mg/mL de enalapril dicetopiperazina, 0.2
mg/mL de enalapril maleato y 0.002 mg/mL de enalaprilat.

7.2.7.2.5 Preparacion de la muestra:
Transferir no menos de 5 tabletas equivalente a 100.0 mg de enalapril maleato, a un
balén volumétrico de 500 mL, agregar 250 mL de diluyente, agitar durante 10 minutos
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en ultrasonido y 30 minutos mecéanicamente. Aforar con diluyente. Agitar en ultrasonido
por 10 minutos mas. Esta es la solucion final de la muestra que tiene una concentracion

estimada de 0.2 mg/mL de enalapril maleato.

7.2.7.2.6 Procedimiento:
Adecuar las condiciones del cromatdgrafo liquido de alta eficiencia, segun las especificadas
en las condiciones cromatogréficas. Inyectar por separado las soluciones estandar y las

muestras previamente filtradas por membrana de nylon de 0.45 micras o menos.

7.2.7.2.7 Célculos:
Determinar la cantidad en mg de enalapril maleato (C20H2s8N20s ¢« C4H404) en cada
tableta tomada por la formula:
mg/tab = C(Amx/Ast)(Wprom/Wmx)500
% declarado = (mg/tab)5

Donde:

C : concentracion del estandar en pg/mL
Amx : area de muestra

Ast : area del estandar

Wprom : peso promedio de las tabletas

Wmx : peso de muestra

500 : factor de dilucion

5 : factor

7.2.7.3 Uniformidad de unidades de dosificacion, por medio de uniformidad de
contenido

Diluyente: solucion amortiguadora fosfato pH 2.2.

7.2.6.1.1 Preparacion de solucién estandar de enalaprilat:
Pesar exactamente 20.0 mg de enalaprilat USP y transferir a un balén volumétrico de
50 mL adicionar 25 mL de agua desmineralizada y disolver, aforar con el mismo

solvente. Esta solucién tiene una concentracion final de 0.4 mg/mL de enalaprilat.
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7.2.7.3.2 Preparacion del estandar:

Transferir 200.0 mg de enalapril maleato estandar de trabajo exactamente pesado, a
un frasco volumétrico de 100 mL, agregar 70 mL de diluyente, usar ultrasonido para
disolver si es necesario. Aforar con diluyente y mezclar, de esta solucion tomar una
alicuota de 10.0 mL y transferirla a un balén volumétrico de 100 mL.

De la solucién estandar de enalaprilat tomar una alicuota de 0.5 mL y transferirla al
balén que contiene estandar de enalapril maleato, aforar con diluyente. Esta es la
solucion del estandar y tiene una concentracion conocida de 0.2 mg/mL de enalapril

maleato y 0.002 mg/mL de enalaprilat.

7.2.7.3.3 Preparacion de la muestra:

Transferir una tableta intacta e individual equivalente a 20 mg de enalapril maleato, a
un balén volumétrico de 100 mL, agregar 70 mL de diluyente y agitar durante 15
minutos en ultrasonido, luego aforar con diluyente. Esta es la solucion final de la

muestra que tiene una concentracion estimada de 200.0 pg/mL de enalapril maleato.

7.2.7.3.2 Procedimiento:

Adecuar las condiciones del cromatografo liquido de alta eficiencia, segun las
especificadas en las condiciones cromatogréficas. Inyectar por separado las
soluciones estandar y las muestras previamente filtradas por membrana de nylon de

0.45 micras o0 menos.

7.2.7.3.3 Célculos:
Determinar la cantidad en mg de enalapril maleato (C20H28N20s ¢« C4H404) en cada
tableta tomada por la formula:

mg/ tab = C(Amx/Ast)100

% declarado = (mg/tab)5

Donde:
C : concentracion del estandar en pg/mL
Amx : area de muestra
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Ast : area del estandar
100 : factor de dilucién

5 : factor
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RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Clasificaciéon de solubilidad del enalapril maleato
8.1.1 Estandar
Tabla 1- Estandar de concentracion 0.08 mg/mL en solucion buffer pH 1.2 o fluido

gastrico simulado sin enzima USP

Solucién de trabajo Area Factor de respuesta
Estandar 1 2535464.0 31693.3
Estandar 2 2536191.0 31702.4
Estandar 3 2540625.0 31757.8
Estandar 4 2543545.0 31794.3
Estandar 5 2547978.0 31849.7
Promedio 2540760.6 31759.5
Desviacion estandar 5215.3
RSD (%) 0.2

Solucioén de control Area Factor de respuesta
Estandar 1 2560477.0 32006.0
Estandar 2 2564988.0 32062.4
Estandar 3 2565153.0 32064.4
Estandar 4 2566990.0 32087.4
Estandar 5 2569414.0 32117.7
Promedio 2565404.4 32067.6
Desviacion estandar 3282.8
RSD (%) 0.1
RSD del factor de respuesta 1%

El estandar cumple con los criterios de aceptacion: RSD de 5 inyecciones repetidas
menor al 2.0%y, RSD de factor de respuesta entre ambas soluciones, no excede el
2%.
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SHIMADZU

Codigo de equlpo; CFQ-HPLC-08

ESTANDAR ENALAPRIL MALEATO EN BUFFER 1.2 - 80.00 mcg/mL

Nombre del metodo: C:\EZStart\Projects’Default\Method\ENALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA.met

Nombre de la secuencla: C:\EZStart! Projects! Default\Sequence |\ ENALAPRIL MALEATO 20 mg 23-01-14-.seq

Nombre del archivo: c¢:\ezstart\projects'default\data\enalapril maleato 20 mg'cal_enalpers23-01-2014 05-31-53 p.m.001-repl.dat
Descripcion: ESTANDAR PERFIL DE SOLUBILIDAD - ENALAPRIL MALEATO B0.00 mcg/mL EN BUFFER FOSFATO PH: 1.2

vial: 2-1

Volumen inyeccién: 50

Analista: LIC. ERICK AVALOS

ENALAPRIL MALEATO

100 — — 100
Name

80 - 80

89 ENALAPRIL MALEATO o
" "
» 2
3 E
€ a0 a0 £

20 J 20

0 - — — 0

(] 5 10 15 20 25 0
Minutes

UV Detector Chi-215nm
Results
No. Nombre Tiempo retencion Area Altura
10 ENALAPRIL MALEATO 10,0 2535464 53162

Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08
Sequence name: ENALAPRIL MALEATO 20 mg 23-01-14-.seq

UV Detector Ch1-215nm ENALAPRIL MAL... ENALAPRIL MALEATO
Sample ID Area Height
ESTANDAR ENALAPRIL MALEATO E... 2535484 53162
ESTANDAR ENALAPRIL MALEATO E... 2536191 52087
ESTANDAR ENALAPRIL MALEATO E... 2540625 53056
ESTANDAR ENALAPRIL MALEATO E... 2543545 53410
ESTANDAR ENALAPRIL MALEATO E... 2547978 54414
Min: 2535464 52087
Max: 2547978 54414
Mean: 2540761 53226
Std Dev: 5215 833
%RSD: 0.21 1.57

Figura 16 — Cromatograma de estandar de concentracion 0.08 mg/mL en solucion
buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP
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Tabla 2 — Resumen de estandares de concentracion 0.08 mg/mL

RSD RSD RSD
. . - 5inyecciones repetidas | 5inyecciones repetidas | factor de respuesta entre
Medio de disolucion - . T, .
solucion de trabajo solucién de control ambas soluciones no
menor al 2.0% menor al 2.0% excede el 2%.

Solucién buffer pH 1.2 o
fluido gastrico simulado 0.2% 0.1% 1%
sin enzima USP

Solucion buffer pH 4.5 0.1% 0.2% 2%

Solucién buffer pH 6.8 o
fluido intestinal simulado 0.2% 0.2% 2%
sin enzima USP

Las areas por estandar en cada medio de disolucion, se encuentran en los anexos 1y
2.

Todos los estdndares cumplen con los criterios de aceptacion: RSD de 5 inyecciones
repetidas menor al 2.0% y, RSD de factor de respuesta entre ambas soluciones, no

excede el 2%.

8.1.2 Muestra de materia prima
Tabla 3 — Muestra de concentracion 0.08 mg/mL en solucion buffer pH 1.2 o fluido

gastrico simulado sin enzima USP

Materia prima Area mg disueltos % disuelto
Muestra 1 2597164.0 204 102.2
Muestra 2 2601676.0 20.5 102.4
Muestra 3 2577115.0 20.3 101.4
Muestra 4 2585454.0 20.4 101.8
Promedio 2590352.3 20.4 102.0
Desviacion estandar 11163.1 0.1 0.4
RSD (%) 0.4 0.4 0.4

De acuerdo a los resultados obtenidos, el porcentaje disuelto es 102.0% en solucion

buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP.
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SHIMADZU

Cedige de equipo: CFO-HPLC-0E8
PERFIL DE SOLUZILIDAD - ENALAPRIL MALEATO EN BUFFER 1.2 .
MNombre del metodo: C:\EZ5tart) Projects |, Default, Methed \ ENALAPRIL MALEATC 20 mg TABLETA, met
Mombre de la secuencia: Coy EZStart)Projects’ Default) Sequence | ENALAPRIL MALEATO 20 mg 23-01-14- seq
Mam b_r! dal archive: ¢hezstart' projects default\datatenalapril maleato 20 mghenalpers23-01-2014 08-09-14 p.m.001-repl . dat
E_eslcr;:lczmn: PERFIL DE SOLUBILIDAD - ENALAPRIL MALEATO EN BUFFER FOSFATO PH: 1.2 - MX 1=1 A TEMPERATURA AMBIENTE
ik -
Velumen inyeccién: 50
Analista: LIC. ERICK AVALOS

ENALAPRIL MALEATO

— FITATITTR — — 100
MNarma
ag - - an
&0 ENALAPRIL MALEATO . 8O
£ -
E a0 | 40 %
20 - 20
i
[v] e = = - B — L i}
[1] i i 5 i TO 15 20 ; o 2-5 il 30
Minuhas
LY Detector Chl-215nm
Results
Mo, Mombre Tiempo retencion Ared Altura
10 ENALAPRIL MALEATO 0.0 2597164 SRFFT
Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08
Sequence name: ENALAPRIL MALEATO 20 mg 23-01-14-.seq
UV Detector Ch1-215nm ENALAPRIL MAL... ENALAPRIL MALEATO
Sample ID Area Height
PERFIL DE SOLUBILIDAD - ENALAPRI... 2597184 55777
PERFIL DE SOLUBILIDAD - ENALAPRI... 2601676 56068
PERFIL DE SOLUBILIDAD - ENALAPRI... 2577115 55579
PERFIL DE SOLUBILIDAD - ENALAPRI... 2585454 55716
Min: 2577115 55579
Max: 2601676 56068
Mean: 2590352 55785
Std Dev: 11163 206
%RSD: 0.43 0.37

Figura 17 — Cromatograma de muestra en solucién buffer pH 1.2 o fluido géastrico

simulado sin enzima USP
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Tabla 4 — Resumen de muestras

Medio de disolucion Area mg disueltos % disuelto

solucién buffer pH 1.2 o fluido

gastrico simulado sin enzima 2590352.3 20.4 102.0
USP

solucion buffer pH 4.5 2647568.3 20.7 103.5
solucién buffer pH 6.8 o fluido

intestinal simulado sin enzima 2668634.3 20.3 101.6
USP

Los datos por muestras de materia prima en cada medio de disolucion, se presentan

en los anexos 3y 4.

Los porcentajes disueltos de materia prima son: 102.0% en solucion buffer pH 1.2 o
fluido gastrico simulado sin enzima USP; 103.5% en solucion buffer pH 4.5 y 101.6%
en solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP; estos valores
obtenidos coinciden con un principio activo de alta solubilidad.

8.2 Clasificacion de permeabilidad del enalapril maleato
De acuerdo al SCB de Amidon — esta clasificada como alta Permeabilidad.
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8.3 Determinacion de los perfiles de disolucién del medicamento enalapril

maleato 20 mg tableta de formulacién nacional

8.3.1 Medio de disolucién: solucion buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin
enzima USP
a. Estandar de trabajo — medicamento de referencia

Tabla 5 — Ecuacién de la recta de regresion lineal para perfil de disolucion — solucién

buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP

n X (%) y (area) | f(y/x)

1 25 185234 7409

2 50 372018 7440

3 100 722073 7221

4 150 1075970 7173

5 200 1450412 | 7252

Y 525 3805707 | 36496
Criterios de aceptacion
Simbolo | Valor Descripcién Limites
n 5 Grados de libertad Fhkkkk
t 0,2196 |Valor t de student practico (0.05, n-1) 2,086
m 7186,23 | Pendiente de la linea de regresién Fkkkokk
b 6587,25 | Intercepto Forkkkk
r 1,000 | Coeficiente de correlacion =>0.999
r? 1,000 | Coeficiente de determinacion =0.998
RSDf.r. | 1.4542 |RSD del factor de respuesta <2.0%
Er 0,0535 | Error relativo % <2.0%
Ecuacion final

y=mx+bh
y =7186.23 x + 6587.25

90




SHIMADZU

Codigo de equipn: CFQ-HPLC-08

CURVA DE CALIBRACION - PERFIL DE DISOLUCION - BUFFER pH 1.2

Mombre del metodo: C:\EZ5tart! Projects’ Default|Method| ENALAPRIL MALEATO 20 mg TABE PERFIL DISOLUCIOM. met
Mombre de la secuencia: C:\EZ5tart) Projects’ Default)Sequence’ EMALAPRIL MALEATO BUFFER.pH1 .2.52qg
Descripcion: ESTAMDAR PERFIL DE DISOLICION AL 25%

EMALAPRIL MALEATO 5.56 mcg/mL

Vial: 1-91

Volumen inyeccién: 50

Analista: Lic. Cecilia Menjivar

ENALAFRIL MALEATO
50 50
Nams
404 F a0
a0 4 20
] ] '
3 3
1 E
204 k20
104 F 10
ENALAPRIL MALEATO
o Ll || AN 0
0 z 4 é & 1|n 12 1I.t 18 18
Mirmims
UV Detector Ch1-215nm
Results
Mo.  MNombre Tiempo retencion Arga Altura
16  ENALAPRIL MALEATO 9.0 185084 4258
Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-DB
Sequence name: ENALAPRIL.MALEATO.BUFFER.pH1.2.58q
UV Detector Ch1-215nm EMALAPRIL MALE... ENALAFPRIL MALE... EMNALAP...
Sample ID Retention Time Area Height
ESTANDAR FPD 25% EMALAPRIL M...9.0 185084 4258
ESTANDAR FD 25% EMNALAPRIL M.._ 8.0 185384 4287
Min: 4.0 185084 4258
Max: a0 185384 4297
Mesan: 4.0 185234 4278
Std Dew: 0.0 212 28
%RS0: 0.05 0.11 0.64

Figura 18 — Cromatograma de estandar de concentracion 5.56 pg/mL en solucion

buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP
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b. Resultados perfil de disoluciéon — medicamento de referencia
Tabla 6 - Tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en

solucion buffer pH 1.2 o fluido géastrico simulado sin enzima USP

tiempo 1 - 5 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recu;g)racién
1 203.0 279900 7.6 38
2 199.0 331961 9.1 45
3 201.0 274972 7.5 37
4 196.0 271728 7.4 37
5 199.0 331751 9.0 45
6 197.0 286530 7.8 39
7 200.0 277968 7.6 38
8 198.0 288449 7.8 39
9 196.0 254944 6.9 35
10 201.0 242538 6.6 33
11 199.0 263022 7.1 36
12 201.0 274574 7.5 37
Promedio 38
Desviacion estandar 4
RSD (%) 10
Limite inferior 33
Limite superior 45
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SHIMADZU
Codign dé equips: CFQ-HPLC-08
5 MINUTOS-PERFIL DE DISOLUCION-L-HOOET1 1 -BUFFER pH 1.2-M001
wWombre del meroda: C\EZStert) Prajecrs) Defaulr Method| ENALAPRIL MALEATD 20 mg TAE PERFIL DISOLUCION. et
wombre de la secuencia: CEZStart| Projects’ Defaull| Sequence | EMALAPRIL MALEATO EUFFER_pH1.2 520
Descripeion: L - HDDET 11 PERFIL DE DISOLUCEON EMALAPRIL MALEATC 20 rmdg TABLETA. LIDER. 5 MIN
Vialr 1-1
Volumen inyeccibn: 50
Analista: Lic. Cecilia Menjivar
ENALAPRIL MALEATO

50 50
. MNange
A0 - ]
304 - 30
: i
204 -1
0 - 10
EMALAPRIL MALEATO
LLLALL o [ 1 011 11 Ll /\ |
o . T T T T T T T T T T T T o
i 2 4 8 a 10 12 14 18 1B
Mirnes
UV Detecror Ch1-Z15am
Fesulrs
Mo, Mambra Tiarmipd Fatandion el Altura
1B EMALAPRIL MALEATO 3.0 279800 BG71
Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08
Seqguence Name: ENALAPRIL.MALEATO BUFFER.pH1.2.880
UV Detector Ch1-215nm EMNALAPRIL MALE... ENALAPRIL MALE... ENALAP...
Sample ID Retantion Timea Area Haight
5 MIN PD L-HOO&T 11 ENALAPRIL ... 9.0 27900 6671
5 MIN PD L-HOO87T 11 ENALAPRIL ... 9.0 331961 TE38
5 MIN PD L-HOO87 11 ENALAPRIL ... 9.0 274872 6570
5 MIN PD L-HOO8T11 ENALAPRIL ... 9.0 271728 6478
5 MIN PD L-HOO8T11 ENALAPRIL ... 9.0 331751 7939
5 MIN PD L-HOO&T 11 ENALAPRIL ... 9.1 2BB530 6853
5 MIN PD L-HOO8T 11 ENALAPRIL ... A 2T T968H 6637
5 MIN PD L-HOO&T 11 ENALAPRIL ... 9.1 2BB44G 6892
5 MIN PD L-HOO87T 11 ENALAPRIL ... 9.1 254544 6078
5 MIN PD L-HOO87T 11 ENALAPRIL ... 9.1 242538 5778
5 MIN PD L-HO0&T 11 ENALAPRIL ... 9.1 263022 6271
5 MIN PD L-HOO&T 11 ENALAPRIL ... 9.1 2T4574 6551
Mim: 9.0 247538 BTT8
Max a1 331961 7839
Maan: a1 281528 6721
Std Dev: 0.0 26817 G649
HR3D: 0.32 553 9 66

Figura 19 — Cromatograma - tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento

de referencia en solucion buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP
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Tabla 7 — Resumen de resultados de medicamento de referencia en soluciéon buffer

pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP

Tiempo 1 | Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5 Tiempo 6

5 minutos | 10 minutos | 15 minutos | 20 minutos | 30 minutos | 45 minutos
% Recup. promedio 38 69 90 98 98 98
Desviacion estandar 4 5 4 1 1 1
RSD (%) 10 8 4 2 1 1
Limite inferior 33 63 84 95 96 96
Limite superior 45 79 96 100 99 100

Los resultados por cada tiempo evaluado del medicamento de referencia, se

encuentran en los anexos 5 al 9.

Los datos de porcentaje de recuperacion obtenidos en el perfil de disolucion del

medicamento de referencia en medio de disolucion: solucion buffer pH 1.2 o fluido

gastrico simulado sin enzima USP, pueden utilizarse en los calculos finales debido a

que el RSD cumple, ya que en el punto temporal mas temprano (5 minutos) expresado

en la tabla 6 es menor a 20%, y para los otros puntos, expresados en la tabla 7, los

RSD son menores a 10%.

110
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90
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60
50
40
30

% disuelto

—&—— Referencia

°
(4
.
: Q
d O
<
v
T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo en minutos
. 5 min referencia o 10 min referencia ° 15 min referencia
20 min referencia e 30 min referencia ® 45 min referencia

Figura 20 - Grafico de perfil de disolucion medicamento de referencia en solucion

buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP

Los promedios de recuperacion incrementan en relacion al tiempo transcurrido, hasta

los 20 minutos, luego este valor es constante hasta el final de la prueba.
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c. Estandar de trabajo — medicamento de prueba
Tabla 8 - Ecuacién de la recta de regresion lineal para perfil de disolucion en solucién

buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP

n X (%) y (area) | f(y/x)

1 25 196120 7845

2 50 395127 7903

3 100 771647 7716

4 150 1119692 | 7465

5 200 1561199 | 7806

3 525 4043785 | 38735
Criterios de aceptacién
Simbolo | Valor Descripcién Limites
n 5 Grados de libertad Hkkkk
t 0.1185 Valor t de student practico (0.05, n-1) 2.086
m 7679.04 | Pendiente de la linea de regresién Fkkkkk
b 2458.29 |Intercepto Forkkkk
r 0.999 Coeficiente de correlacion = 0.999
r 0.999 Coeficiente de determinacion =0.998
RSD f.r. |1.9823 RSD del factor de respuesta <2.0%
Er 0.054 Error relativo % <2.0%
Ecuacion final

y=mx+bh
y = 7679.04 x + 2458.29
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SHIMADZU

Codigo de equipo: CFQ-HPLC-08

CURVA DE CALIBRACION - PERFIL DE DISOLUCION - BUFFER pH 1.2
Mombre del metodo: C:\EZ5tart' Projects| Default| Method| EMALAPRIL MALEATO 20 mg TAB PERFIL DISOLUCION.met
Nombre de la secuencia: C:\EZStart Projects | Default| Sequence’ ENALAPRIL. MALEATO BUFFER.pH1.2.58q

Descripcion: ESTANDAR PERFIL DE DISOLCION AL 25%

EMALAPRIL MALEATO 5.58 mecg/mL
Vial: 1-98

Volumen inyeccidan: 50

Analista: Lic. Cecilia Menjivar

ENALAPRIL MALEATO

0 a0
Marjes
an+ = all
an4 - 30
£ £
z t
20 - 20
104 L 10
l ENALAPRIL MALEATO
a ) ','.'.!”J-' |r ".,'. L --|I'-/\r| -I. _ : _ o
o 2 4 ] 10 z 14 18
Mirwins
UV Detector Ch1-215nm
Rezults
Mo.  Mombre Tiempo retancion Arga Altura
19 ENALAFRIL MALEATO 5.3 106234 4722
Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08
Sequence name: ENALAPRIL.MALEATO.BUFFER.pH1.2.seq
UV Detector Ch1-215nm ENALAPRIL MALE... ENALAPRIL MALE... ENALAP...
Sample ID Retention Time Area Height
ESTANDAR PD 25% ENALAPRIL M... 9.3 196234 4722
ESTANDAR PD 25% ENALAPRIL M... 9.3 196006 4725
Min: 9.3 196006 4722
Max: 9.3 196234 4725
Mean: 9.3 196120 4724
Std Dev: 0.0 161 2
%RSD: 0.05 0.08 0.04

Figura 21 — Cromatograma de estandar de concentracion 5.56 pg/mL en solucion

buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP
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d. Resultados perfil de disolucion — medicamento de prueba
Tabla 9 - Tiempo 5 minutos de perfil de disolucién medicamento de prueba en

solucion buffer pH 1.2 o fluido géastrico simulado sin enzima USP

tiempo 1 - 5 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 203.0 746630 19.4 97
2 199.0 725571 18.8 94
3 201.0 685785 17.8 89
4 196.0 728557 18.9 95
5 199.0 672912 175 87
6 197.0 796780 20.7 103
7 200.0 789144 20.5 102
8 198.0 740114 19.2 96
9 196.0 747728 19.4 97
10 201.0 759681 19.7 99
11 199.0 793893 20.6 103
12 201.0 674252 175 87
Promedio 96
Desviacion estandar 6
RSD (%) 6
Limite inferior 87
Limite superior 103
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SHIMADZU

Codigo de equipo: CFQ-HPLC-08

5 MINUTOS-PERFIL DE DISOLUCHIM-L-F3030-BUFFER pH 1.2-M001

Mombre del metodo: C:\E25tart! Projects | Default) Method| EMALAPRIL MALEATO 20 mg TAE PERFIL DISOLUCION.met
Mombre de |z secuencia: C:\EZStart| Projects| Default|Sequence’ ENALAPRIL MALEATO BUFFER.pH1.2.52q
Descripcion: L - F3030 PERFIL DE DISOLUCION ENALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA. 5 MIN

Vial: 2-1

Volumean inyeccidn: 50

Analista: Lic. Cecilia Menjivar

ENALAPRIL MALEATO
50 50
MHafz
40 - a0
30 - 30

il
il

20 ENALAPRIL MALEATO - 20
10 =10
o ool Ll LLIIL I 1 1 1 )
T T T T T T T T T T T T T
il 2z d -] -] 10 12 14 16 18
Mirestes

UV Detector Ch1-215nm

Results
Mo, Mombre Tiempo retancion Arza Altura
20 ENALAPRIL MALEATO 2.3 745630 17885

Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08

Seguence name: EMALAFPRIL MALEATO.BUFFER.pH1.2.58q

uw Detacter Ch1-215nm ENALAPRIL MALE... ENALAPRIL MALE... EMALAP...
Sampla ID Ratantion Timea Arasa Haight
5 MIN PD L-F3030 EMNALAPRIL MA... 9.3 T46630 1TRBE
5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 9.3 725571 17309
5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 9.3 BBSTAS 16349
5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 9.3 728557 17407
5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 9.3 BT2812 16006
5 MIN PD L-F3030 EMNALAPRIL MA... 9.3 ToETAO 18872
5 MIN PD L-F3030 EMNALAPRIL MA... 9.3 TEG144 18776
5 MIN PD L-F3030 EMNALAPRIL MA... 9.3 T40114 17580
5 MIN PD L-F3030 EMNALAPRIL MA... 9.3 TATT2H 17819
5 MIN PD L-F3030 EMNALAPRIL MA... 9.3 TEEE81 18175
5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 9.3 793893 18842
5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 9.3 674252 16014
Kin: 9.3 BT2812 16006
Ban: 9.3 ToETA0 18872
Meaan: 9.3 T38421 17803
Std Dav: 0.0 43804 1047
HRED: 0.14 583 5485

Figura 22 — Cromatograma - tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento

de prueba en solucion buffer pH 1.2 o fluido géastrico simulado sin enzima USP
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Tabla 10 — Resumen de resultados de medicamento de prueba en solucién buffer pH

1.2 o fluido géstrico simulado sin enzima USP

Tiempo 1 | Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5 Tiempo 6

5 minutos | 10 minutos | 15 minutos | 20 minutos | 30 minutos | 45 minutos
% Recup. promedio 96 102 103 103 103 104
Desviacion estandar 6 4 4 4 4 3
RSD (%) 6 3 4 4 4 3
Limite inferior 87 93 95 98 99 98
Limite superior 103 106 110 110 108 107

Los resultados del medicamento de prueba por cada uno de los tiempos, se

encuentran en anexos desde el 10 hasta el 14.

Los datos de porcentaje de recuperacion obtenidos en el perfil de disolucién del

medicamento de prueba en medio de disolucién: solucion buffer pH 1.2 o fluido gastrico

simulado sin enzima USP, pueden utilizarse en los célculos finales debido a que el

RSD cumple, ya que en el punto temporal mas temprano (5 minutos) expresado en la

tabla 9 es menor a 20%, y para los otros puntos, expresados en la tabla 10, los RSD

son menores a 10%.

115
110
105
100
95
90
85
80
75
70

% disuelto

—&— Prueba

° .‘ .o:‘ :.. v

PR S — 3 &
.x./,? oo $. - .. . '.

5 10 15 20 25 30 35 40 45

5 min prueba o

10 min prueba o

Tiempo en minutos

15 min prueba o

20 min prueba ]

30 min prueba ]

45 min prueba

Figura 23 - Gréfico de perfil de disolucion medicamento de prueba en solucion buffer

pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP

Los promedios de recuperacion incrementan en relacion al tiempo transcurrido, hasta

los 10 minutos, luego este valor es constante hasta el final de la prueba.
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e. Determinacion del factor de similitud y factor de diferencia
Criterios
o f2: Factor de similitud : entre 50% y 100%
e f1: Factor de diferencia : entre 0% y 15%
Tabla 11 - Calculo para factor de similitud y factor de diferencia en solucion buffer pH

1.2 o fluido géstrico simulado sin enzima USP

Minutos
Tiempo 5 10 15 20 30 45
R 38 69 90 98 98 98
T 96 102 103 103 103 104
R-T -57.58 -33.31 -13.48 -5.81 -5.37 -5.61
(R-T)? 3315.58 | 1109.26 181.69 33.75 28.86 31.51
N 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
> (R-T)? 4424.84 | 4606.53 | 4640.28 | 4669.14 | 4700.65
f1 85 53 37 29 25
f2 16 20 23 26 28

Los resultados expresados en la tabla 11, indican que el medicamento de prueba no

presenta un perfil de disolucion similar al del medicamento de referencia en medio de

disolucién: solucion buffer pH 1.2 o fluido géastrico simulado sin enzima USP, ya que el

valor de factor de similitud a los 45 minutos f2=28 es menor de 50, y el valor del factor

de diferencia f1=25, es mayor a 15.

% disuelto
ol
o

=
>
=2

5 10 15 20 25 30 35
Tiempo en minutos

—— Referencia —— Prueba

40 45

Figura 24 - Gréfico de perfil de disolucion de medicamento de referencia versus

medicamento de prueba en solucién buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin

enzima USP
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El medicamento de prueba no presenta un perfil de disolucion similar al medicamento
de referencia, ya que alos 5, 10 y 15 minutos los valores de porcentaje de recuperacion

son mas elevados.

8.3.2 Medio de disolucidn: solucion buffer pH 4.5
a. Estandar de trabajo — medicamento de referencia

Tabla 12 — Ecuacién de la recta de regresion lineal para perfil de disolucion en

solucion buffer pH 4.5

n X (%) y (area) | f(y/x)

1 25 183374 7335

2 50 365051 7301

3 100 721017 7210

4 150 1092008 | 7280

5 200 1444571 | 7223

3 525 3806021 | 36349
Criterios de aceptacion
Simbolo | Valor Descripcién Limites
n 5 Grados de libertad ok
t 0.553 | Valor t de student préactico (0.05, n-1) 2.086
m 7220.58 | Pendiente de la linea de regresién Fkkkkk
b 3043.79 | Intercepto Fkkkkk
r 1.000 | Coeficiente de correlacion = 0.999
r? 1.000 | Coeficiente de determinacion =0.998
RSD f.r. 0.6 RSD del factor de respuesta <20%
Er 0.1 Error relativo % <20%
Ecuacién final

y=mx+bh
y =7220.58 x + 3043.79
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SHIMADZU

Codigo de equipn: CFQ-HPLC-0E

CURWA DE CALIBR&CION - PERFIL DE DNSOLUCKIN - BUFFER pH 4.5

Wombre del metoda: )\ E25tart’ Projects’ Default| Method | ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAE PERFIL DISTHLUCION. met
Wombre de la secuencia: C:\EZ5tart’ Propects | Default) Sequence| ENALAPRIL MALEATO BUFFER.pH4. 5 .seq
Descripcion: ESTAMDAR PERFIL DE DISOLICION AL 253%

EMNALAPRIL MALEATD 5.56 maog/ml

Vial: 1-81

valumen imyeccidn: 50

Aralista: Lic. Cecilia Menjivar

EMALAFPRIL MALEATO

50 EQ
s
ERE 40
304 30
F =
2 £
E E
20 20
109 | 10
| ERALAFRIL MALEATO
2 ] 1Ll Ll ] _//\ ] Lo
a 2 4 [ ] 10 12 14 18 18
MirLIGE
U Detector Ch1-215nm
Resules
Mo, Mombre Tiempo retancion Araa Altura
14 EMALAPRIL MALEATO 9. 183266 3301
Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08
Sequence name: ENALAPRIL.MALEATO.BUFFER.pH4.5.580q
UV Detector Ch1-215nm ENALAPRIL MALE... EMALAPRIL MALE... EMNALAP..
Sample ID Area Haight ESTD C...
ESTANDAR PD 25% ENALAPRIL M... 183266 3801 25
ESTANDAR PD 25% EMALAPRIL M... 183481 T 25
Min: 183266 3901 25
Max: 183481 T 25
Mean: 183374 3909 25
Std Dev: 152 11 0
SLRE0: 0.08 028 0.00

Figura 25 — Cromatograma de estandar de concentracion 5.56 pg/mL en solucion
buffer pH 4.5
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b. Resultados perfil de disoluciéon — medicamento de referencia
Tabla 13 - Tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en
solucion buffer pH 4.5

tiempo 1 - 5 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recu;g)racién
1 197.0 273506 7.5 37
2 201.0 311508 8.5 43
3 200.0 279006 7.6 38
4 198.0 294618 8.1 40
5 199.0 310330 8.5 43
6 199.0 233568 6.4 32
7 200.0 232048 6.3 32
8 202.0 218524 6.0 30
9 199.0 242103 6.6 33
10 201.0 214797 5.9 29
11 201.0 286038 7.8 39
12 199.0 249767 6.8 34
Promedio 36
Desviacion estandar 5
RSD (%) 13
Limite inferior 29
Limite superior 43
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SHIMADZU

Codigo de equipo: CFOQ-HFLC-08

5 MINUTOS-FPERFIL DE DISOLUCION-L-HOOET11-BUFFER pH 4.5-M001

Membre del metode: C:\EZStart\Projects’Default\Method \ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAE PERFIL DISOLUCION met
Meombre de la secuencia: C:\EZStart Projects | DefaultiSequence’| ENALAFRIL MALEATO EUFFER pH4.5 seq
Descripcion: L- HOOEF11 PERFIL DE DISOLUCION EMNALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA. LIDER. 5 MIN

Vial: 1-1

Volumen inyeccidn: 50

Analista: Lic. Cecilia Menjivar

ENALAPRIL MALEATO

50 50

|40

20 | 20
g ' g
t | t

204 | | 2o

10 F 10

EMALAPRIL MALEATO

UV Detector Ch1-215nm

Results
No.  Mombre Tiempao retencion Area Altura
20  EMALAPRIL MALEATO 9.8 273506 5825

Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08

Sequence name: ENALAPRIL.MALEATO BUFFER _pH4 .5 seq

UV Detector Ch1-215nm ENALAFPRIL MALE... ENALAFPRIL MALE... ENALAP...
Sample ID Area Height ESTD C...
5 MIN PD L-HOOD87 11 ENALAPRIL ... 273506 5825 38

2 MIN PD L-HOO&711 ENALAPRIL .. 311508 65452 43

3 MIN PD L-HOO&7Y 11 ENALAPRIL ... 279006 2521 39

5 MIN PD L-HOOB87 11 ENALAPRIL ... 294618 6084 41

5 MIN PD L-HOD&8711 ENALAPRIL ... 310330 6410 43

2 MIN PD L-HOO&7Y 11 ENALAPRIL ... 233568 4824 32

3 MIN PD L-HOO&7Y 11 ENALAPRIL ... 232048 4830 32

5 MIN PD L-HOO87 11 ENALAPRIL ... 218524 4565 30

5 MIN PD L-HOD&8711 ENALAPRIL ... 242103 5098 33

2 MIN PD L-HOO&7Y 11 ENALAPRIL ... 214797 4451 30

3 MIN PD L-HOO&Y 11 ENALAPRIL ... 286038 6025 39

5 MIN PD L-HOO87 11 ENALAPRIL ... 249767 5338 34

Min: 214797 4451 30

Manx: 311508 6452 43

Mean: 262151 5452 36

Std Dev: 34666 707 5

JeRSD: 13.22 12.97 13.22

Figura 26 — Cromatograma - tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento

de referencia en solucion buffer pH 4.5
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Tabla 14 — Resumen de resultados de medicamento de referencia en solucion buffer

pH 4.5

Tiempo 1 | Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5 Tiempo 6

5 minutos | 10 minutos | 15 minutos | 20 minutos | 30 minutos | 45 minutos
% Recup. promedio 36 67 89 97 97 97
Desviacion estandar 5 6 4 2 1 1
RSD (%) 13 9 5 2 1 1
Limite inferior 29 58 82 93 95 95
Limite superior 43 79 96 98 99 98

Los resultados del medicamento de referencia por cada tiempo se encuentran en los

anexos desde el 15 hasta el 19.

El perfil de disolucion del medicamento de referencia en medio de disolucion: solucion

buffer pH 4.5, puede ser utilizado en los célculos finales debido a que el RSD en los

puntos temporales cumple con criterio establecido; para el tiempo 1 (5 minutos)

expresado en la tabla 13 es menor a 20%, y para los otros puntos temporales,

expresados en la tabla 14, son menores a 10%.

% disuelto

i

—a&— Referencia

20 min referencia

. 5 min referencia
. 30 min referencia

20 25

30 35

Tiempo en minutos

. 10 min referencia

® 45 min referencia

40 45

. 15 min referencia

Figura 27 - Grafico de perfil de disolucion medicamento de referencia en solucion
buffer pH 4.5

Los porcentajes de recuperacion incrementan en relacion al tiempo, hasta los 20

minutos, posteriormente el valor se mantiene constante hasta los 45 minutos.

105




c. Estandar de trabajo — medicamento de prueba

solucion buffer pH 4.5

Tabla 15 — Ecuacion de la recta de regresion lineal para perfil de disolucion en

n X (%) y (area) | f(y/x)

1 25 185210 7408

2 50 362197 7244

3 100 724134 7241

4 150 1082379 | 7216

5 200 1449988 | 7250

3 525 3803908 | 36359
Criterios de aceptacién
Simbolo | Valor Descripcién Limites
n 5 Grados de libertad kkx
t 0.395 | Valor t de student practico (0.05, n-1) 2,086
m 7224.27 | Pendiente de la linea de regresion Fkkkkk
b 2232.87 | Intercepto kx
r 1.000 | Coeficiente de correlacion = 0.999
r? 1.000 | Coeficiente de determinacion > 0.998
RSD f.r. 1.0 RSD del factor de respuesta <2.0%
Er 0.1 Error relativo % <2.0%

Ecuacion final

y=mx+bhb

y =7224.27 x + 2232.87
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SHIMADZU

Codigo de equipo: CFO-HPLC-08

CURNVA DE CALUBRACION - PERFIL DE DISOLUCION - BUFFER pH 4.5

Nombre del metodo: C:\EZ5tart! Projects' Default\ Method| ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAB PERFIL DISOLUCION.met
Nomibre de la secuencia: C:\EZ5tart Projects’ Default' Sequence’ ENALAPRIL. MALEATC BUFFER.pH4.5.5eq
Descripcion: ESTANDAR PERFIL DE DISOLICION AL 25%

ENALAPRIL MALEATO 5.56 mecg/mL

Vial: 2-91

Volumen inyeccidn: 50

Analista: Lic. Cecilia Meniivar

ENALAFPRIL MALEATO

204 | |20

0_ U AL Lol L L L . /\| . . . . . . Lo
Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08
Sequence name: ENALAPRIL.MALEATO.BUFFER .pH4.5.seq
UV Detector Ch1-215nm ENALAPRIL MALE... ENALAPRIL MALE... ENALAP...
Sample ID Area Height ESTDC...
ESTANDAR PD 25% ENALAPRIL M... 185261 4244 25
ESTANDAR PD 25% ENALAPRIL M... 185139 4221 25

Min: 185159 4221 25
Max: 185261 4244 25
Mean: 185210 4233 25
Std Dev: 72 16 0
%RSD: 0.04 0.38 0.00

Figura 28 — Cromatograma de estandar de concentracion 5.56 pg/mL en solucion
buffer pH 4.5
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d. Resultados perfil de disolucion — medicamento de prueba
Tabla 16 - Tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 4.5

tiempo 1 - 5 minutos
. %
peso (mg) area mg/tab Recuperacion

1 206.0 685735 18.9 95
2 209.0 569094 15.7 78
3 201.0 671611 18.5 93
4 206.0 679662 18.8 94
5 205.0 723841 20.0 100
6 207.0 708498 19.6 98
7 195.0 656931 18.1 91
8 205.0 663124 18.3 91
9 203.0 630816 17.4 87
10 208.0 740384 20.4 102
11 199.0 694624 19.2 96
12 194.0 611292 16.9 84
Promedio 92

Desviacion estandar 7

RSD (%) 7
Limite inferior 78
Limite superior 102
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SHIMADZU

Codigo de equipo: CFQ-HPLC-08

5 MINUTOS-PERFIL DE DISOLUCION-L-F3030-BUFFER pH 4.5-M001

MNombre del metodo: C:\EZS5tart| Projects’, Default’ Method ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAB PERFIL DISCOLUCION . met
MNombre de la secuencia: C:\EZStart’ Projects’ Default)Sequence |\ ENALAPRIL MALEATO BUFFER.pH4 .5 seq
Descripcion: L - F3030 PERFIL DE DISOLUCION ENALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA. 5 MIMN

Vial: 2-1

Volumen inyeccion: 50

Analista: Lic. Cecilia Menjivar

ENALAPRIL MALEATO

50 50
B NE L
40 F40
30 30
a E |I &
o - - (=3
£ ] [ £
20 [ l F20
E EMALAPRIL MALEATO
E || P
|
10 i 10
! WAl L | L1 L || j | g
1 P e e e e S R A  amat  BLY
u] 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Minutes
UV Detector Ch1-215nm
Results
Mo Nombre Tiempo retencion Area Altura
20 EMALAPRIL MALEATO 9.2 685735 16159

Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08

Sequence name: ENALAPRIL.MALEATO.BUFFER.pH4.5.seq

UV Detector Ch1-215nm ENALAPRIL MALE... ENALAPRIL MALE... ENALAP...
Sample ID Area Height ESTD C...
5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 685735 16159 95

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 569094 13399 79

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 671611 15853 93

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 679662 16048 94

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 723841 17125 100

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 708498 16743 98

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 656931 15388 91

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 663124 15507 92

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 630816 14801 87

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 740384 17429 102

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 694624 16351 96

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 611292 14320 84

Min: 569094 13399 79

Max: 740384 17429 102
Mean: 669634 15760 92

Std Dev: 48303 1167 7

%RSD: 7.21 7.41 7.21

Figura 29 — Cromatograma - tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento

de prueba en solucion buffer pH 4.5
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Tabla 17 — Resumen de resultados de medicamento de prueba en solucién buffer

pH 4.5

Tiempo 1 | Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5 Tiempo 6

5 minutos | 10 minutos | 15 minutos | 20 minutos | 30 minutos | 45 minutos
% Recup. Promedio 92 100 102 102 102 102
Desviacion estandar 7 4 4 4 3 3
RSD (%) 7 4 4 4 3 3
Limite inferior 78 88 90 92 95 97
Limite superior 102 106 107 107 106 106

Los resultados del medicamento de prueba, estan desde el anexo 20 hasta el 24.

Los valores que reflejan los porcentajes de recuperacion del perfil de disolucién del

medicamento de prueba en medio de disolucion: solucién buffer pH 4.5, pueden

utilizarse en los calculos finales debido a que el RSD en los puntos temporales cumple

con los criterios, para el punto temporal (5 minutos) expresado en la tabla 16 el RSD

es menor a 20%, y para los demas puntos, presentados en la tabla 17, los valores de

RSD son menores a 10%.

% disuelto

——&— Prueba

5 min prueba o

10 min prueba o

Tiempo en minutos

15 min prueba L]

20 min prueba [

30 min prueba o

. /-.KH e =¥
- ® o° R L R o :o
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

45 min prueba

Figura 30 - Grafico de perfil de disolucion medicamento de prueba en solucion buffer

pH 4.5

Los datos promedios de los porcentajes de recuperacion obtenidos estan cercanos

entre si, tienen un incremento en relacién al tiempo, pero el dato inicial es elevado

comparandolo con el medicamento de referencia.
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e. Determinacién del factor de similitud y factor de diferencia
Criterios
o f2: Factor de similitud : entre 50% y 100%
e f1: Factor de diferencia : entre 0% y 15%

Tabla 18 - Calculo para factor de similitud y factor de diferencia en solucion buffer

pH 4.5

Minutos
Tiempo 5 10 15 20 30 45
R 36 67 89 97 97 97
T 92 100 102 102 102 102
R-T -56.50 -33.03 -12.69 -5.31 -4.77 -4.90
(R-T)2 3192.09 | 1091.10 160.91 28.20 22.71 23.96
N 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
> (R-T)2 4283.19 | 444410 | 4472.30 | 4495.01 | 4518.98
f1 87 53 37 29 24
f2 17 21 24 26 28

Los valores detallados en la tabla anterior indican que el medicamento de prueba no
presenta un perfil de disolucion similar al del medicamento de referencia en medio de
disolucién: solucion buffer pH 4.5, ya que ambos factores a los 45 minutos estan fuera

de los rangos establecidos; factor de similitud f2=28 y factor de diferencia f1=24.

% disuelto
3
o1
N

30 ‘ ‘ ‘ |
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Tiempo en minutos

—o— Referencia —— Prueba

Figura 31 - Grafico de perfil de disolucion de medicamento de referencia versus

medicamento de prueba en solucion buffer pH 4.5
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En el grafico anterior se observa una diferencia significativa entre el medicamento de
prueba y el de referencia a los 5, 10 y 15 minutos, por lo que se considera que sus

perfiles de disolucién no son similares.

8.3.3 Medio de disolucidn: solucién buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado
sin enzima USP

a. Estandar de trabajo — medicamento de referencia

Tabla 19 — Ecuacion de la recta de regresion lineal para perfil de disolucion en
solucién buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

n X (%) y (area) | f(y/x)

1 25 175459 7018

2 50 368970 7379

3 100 734486 7345

4 150 1083172 | 7221

5 200 1448221 7241

3 525 3810308 | 36205
Criterios de aceptacién
Simbolo | Valor Descripcién Limites
n 5 Grados de libertad Fhkkkk
t 0.156 | Valor t de student practico (0.05, n-1) 2.086
m 7235.18 | Pendiente de la linea de regresién ke
b 2367.47 | Intercepto Fkkkx
r 1.000 | Coeficiente de correlacion =>0.999
r2 1.000 | Coeficiente de determinacion >0.998
RSD f.r. 1.7 RSD del factor de respuesta <2.0%
Er 0.1 Error relativo % <2.0%
Ecuacion final

y=mx+b
y = 7235.18 x + 2367.47
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SHIMADZU

Codigo de eguipo: CFO-HPLC-08

CURWA DE CALIBRACION - PERFIL DE DISOLUCION - BUFFER pH 6.8

Nomibre del metodo: C:\EZStart| Projects’, Default,Method' ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAE PERFIL DISOLUCION. met
Nomibre de la secuencia: C:\EZ5tart), Projects’\DefaultSequence '\ ENALAPRIL. MALEAT O . BUFFER.pHE.8.5eqg
Descripcion: ESTANDAR PERFIL DE DISOLICION AL 25%

ENALAPRIL MALEATO 5.56 mcg/mL

Vial: 2-91

Volumen inyeccion: 50

Analista: Lic. Cecilia Meniivar

ENALAPRIL MALEATO

50+ =]
B Nan
40 40
30 F3o
2 1 2
< E k=
€ 9 E
204 20
10 10
E ‘ ENALAPRIL MALEATO E
I A T | /\u
0 T A T T T T T T T T T T T T T T T T 0
o 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Minut
UV Detector Ch1-215nm
Results
No.  Nombre Tiempo retencion Area Altura
11 EMALAFPRIL MALEATO 9.4 175935 3931

Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08
Sequence name: ENALAPRIL.MALEATO.BUFFER.pH6.8.5eq

UV Detector Ch1-215nm ENALAPRIL MALE... ENALAPRIL MALE... ENALAP...
Sample ID Area Height ESTDC...
ESTANDAR PD 25% ENALAPRIL M... 175935 3931 25
ESTANDAR PD 25% ENALAPRIL M... 174982 3913 25

Min: 174982 3913 25
Max: 175935 3931 25
Mean: 175459 3922 25
Std Dev: 674 13 0
%RSD: 0.38 0.32 0.00

Figura 32 — Cromatograma de estandar de concentracion 5.56 pg/mL en solucion

buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP
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b. Resultados perfil de disoluciéon — medicamento de referencia
Tabla 20 - Tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en

solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 1 - 5 minutos
peso (mg) area mg/tab Recupog)racién
1 197.0 235525 6.4 32
2 201.0 376883 10.4 52
3 200.0 217455 5.9 30
4 198.0 213855 5.8 29
5 199.0 282607 7.7 39
6 199.0 284685 7.8 39
7 200.0 255242 7.0 35
8 202.0 225020 6.2 31
9 199.0 301654 8.3 41
10 201.0 251081 6.9 34
11 201.0 256246 7.0 35
12 199.0 249747 6.8 34
Promedio 36
Desviacion estandar 6
RSD (%) 17
Limite inferior 29
Limite superior 52
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SHIMADZU

Codigo de equipo: CFOQ-HPLC-08

5 MINUTOS-PERFIL DE DISOLUCION-L-HO0871 1-BUFFER pH 6.8 - MO0
Nombre del metodo: C\EZStart) Projects’ Default) Method | ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAB PERFIL DISCLUCION.met
Nombre de la secuencia: C:\EZ5tart) Projects’ Default) Sequence’ ENALAPRIL MALEATO BUFFER.pHG.8_seq
Descripcion: L - HO08711 PERFIL DE DISOLUCION ENALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA. LIDER. 5 MIN

Wial: 2-1
Wolumen inyeccion: 50
Analista: Lic. Cecilia Meniivar

ENALAFPRIL MALEATO

50 50
40— k40
30—f F 30
[ -2
£ 1 £
20 F20
10—3 F10
] | EMNALAPRIL MALEATO
G II'l""I""I""I'l"l'llII I|III IIIIII|""I""I""|IIII LR B | B T T TTT T G
0 2 4 6 ] 10 14 16 18
Minutes.
UV Detector Ch1-215nm
Results
No. Nombre Tiempo retencion Area Altura
18 EMALAPRIL MALEATO 9.5 235525 5050
Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08
Sequence name: ENALAPRIL.MALEATO BUFFER.pHG.8.seq
UV Detector Ch1-215nm ENALAPRIL MALE... ENALAPRIL MALE... ENALAP...
Sample ID Area Height ESTD C...
5 MIN PD L-HODB711 ENALAPRIL ... 235525 5050 32
5 MIN PD L-HDODB711 ENALAPRIL ... 376883 8155 52
5 MIN PD L-HOD8711 ENALAPRIL ... 217455 5085 30
5 MIN PD L-HOD8711 ENALAPRIL ... 213855 4996 29
5 MIN PD L-HOD8711 ENALAPRIL ... 282607 6207 39
5 MIN PD L-HDODB711 ENALAPRIL ... 284685 6226 39
5 MIN PD L-HOO8711 ENALAPRIL ... 255242 5622 35
5 MIN PD L-HDOO8711 ENALAPRIL .. 225020 4892 31
5 MIN PD L-HOD8711 ENALAPRIL ... 301654 6653 42
5 MIN PD L-HDOB711 ENALAPRIL .. 251081 5928 35
5 MIN PD L-HODB711 ENALAPRIL ... 256246 5566 35
5 MIN PD L-HOO8711 ENALAPRIL ... 249747 5517 34
Min: 213855 4892 29
Max: 376883 8155 52
Mean: 262500 5825 36
Std Dev: 45152 922 6
%%RSD: 17.20 15.82 17.20

Figura 33 — Cromatograma - tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento

de referencia en solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP
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Tabla 21 — Resumen de resultados de medicamento de referencia en solucion buffer

pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

Tiempo 1 | Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5 Tiempo 6

5 minutos | 10 minutos | 15 minutos | 20 minutos | 30 minutos | 45 minutos
% Recup. Promedio 36 68 91 99 101 100
Desviacion estandar 6 7 5 2 2 1
RSD (%) 17 10 5 2 2 1
Limite inferior 29 58 84 96 99 98
Limite superior 52 86 99 103 104 103

Los resultados del medicamento de referencia en cada uno de los tiempos, se

encuentran en los anexos desde el 25 hasta el 29.

Los porcentajes de recuperacion encontrados a partir del perfil de disolucion del

medicamento de referencia en medio de disolucion: solucién buffer pH 6.8 o fluido

intestinal simulado sin enzima USP, pueden ser utilizados en los calculos finales

debido a que el RSD en los puntos temporales cumple con los criterios establecidos;

para el punto temporal mas temprano (5 minutos) expresado en la tabla 20 el RSD es

menor a 20%, y para los puntos temporales de 10 a 45 minutos, detallados en la tabla

21, los valores de RSD son menores a 10%.

% disuelto

110
100
90
80
70
60
50
40
30

. - ; o
./
4
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

—&— Referencia

20 min referencia

. 5 min referencia
® 30 min referencia

Tiempo en minutos

° 10 min referencia

© 45 min referencia

o 15 min referencia

Figura 34 — Grafico de perfil de disolucibn medicamento de referencia en solucion

buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP
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Los promedios de porcentaje de recuperacion incrementan gradualmente con el

tiempo transcurrido.

c. Estandar de trabajo — medicamento de prueba
Tabla 22 — Ecuacion de la recta de regresion lineal para perfil de disolucion en
solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

n X (%) y (area) | f(y/x)
1 25 188763 7551
2 50 364978 7300
3 100 736574 7366
4 150 1090377 | 7269
5 200 1453715 | 7269
) 525 3834407 | 36754
Criterios de aceptacién
Simbolo Valor Descripcién Limites
n 5 Grados de libertad Fkkkkk
t 0.223 | Valor t de student practico (0.05, n-1) 2,086
m 7234.74 | Pendiente de la linea de regresion Fkkkkok
b 7233.60 | Intercepto Fkkkkk
r 1.000 | Coeficiente de correlacion > 0.999
r2 1.000 | Coeficiente de determinacién >(0.998
RSD f.r. 1.4 RSD del factor de respuesta <2.0%
Er 0.1 Error relativo % <2.0%
Ecuacion final
y=mx+bh
y =7234.74 x + 7233.60
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SHIMADZU

Codigo de equipo: CFQ-HPLC-08

CURVA DE CALBRACION - PERFIL DE DISOLUCION - BUFFER pH 6.8
MNombre del metodo: C:)\EZStart) Projects’ Default) Method |, ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAB PERFIL DISCLUCION.met
MNombre de la secuencia: C:)EZ5tart’ Projects | Default) Sequence\ENALAPRIL MALEATO BUFFER_pHE.8.5eq

Descripcion: ESTANDAR PERFIL DE DISOLICION AL 25%
EMALAPRIL MALEATO 5.56 mog/mL

Vial: 1-91

Volumen inyeccion: 50

Analista: Lic. Cecilia Menijivar

EMALAPRIL MALEATO

50 50
—f MName -
40— [ 40
3.0— |30
= 1 2
e E o £
E ] E
20 20
10—5 " |10
3 ENALAPRIL MALEATO b
{ S WTN I AN g
0 k T T T | II I | T _I/l\ | T T T T T o
u] 2 4 6 8 10 14 16 18
Minutes
UV Detector Ch1-215nm
Results
No. Nombre Tiempo retencion Area Altura
13 EMNALAPRIL MALEATO 96 188254 4223
Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08
Sequence name: ENALAPRIL. MALEATO BUFFER.pHG.8.seq
UV Detector Ch1-215nm EMNALAPRIL MALE... ENALAPRIL MALE... ENALAP...
Sample ID Area Height ESTD C...
ESTANDAR PD 25% EMNALAPRIL M... 188254 4223 25
ESTANDAR PD 25% ENALAPRIL M... 189272 4228 25
Min: 188254 4223 25
Man: 189272 4228 25
Mean: 188763 4226 25
Std Dew: 720 4 1]
TeRSD: 0.38 0.08 0.00
EMNALAPRIL MALE... ENALAPRIL MALE... ENALAP...
Retention Time Asymmetry USP The...
ESTANDAR PD 25% ENALAPRIL M... 9.6 0.9 1020
ESTANDAR PD 25% EMNALAPRIL M... 9.6 0.9 1015
Min: 9.6 0.9 1015
Man: 9.6 0.9 1020
Mean: 9.6 0.9 1017
Std Dew: 0.0 0.0 4
YeRsSD: 0.05 0.43 0.34

Figura 35 — Cromatograma de estandar de concentracion 5.56 pg/mL en solucién

buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP
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d. Resultados perfil de disolucion — medicamento de prueba
Tabla 23 - Tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 1 - 5 minutos
peso (mg) area mg/tab Recupog)racién

1 206.0 633028 17.3 86
2 209.0 645609 17.6 88
3 201.0 751648 20.6 103
4 206.0 695420 19.0 95
5 205.0 660226 18.1 90
6 207.0 686344 18.8 94
7 195.0 690328 18.9 94
8 205.0 748254 20.5 102
9 203.0 610022 16.7 83
10 208.0 726383 19.9 99
11 199.0 649588 17.8 89
12 194.0 686319 18.8 94
Promedio 93
Desviacion estandar 6
RSD (%) 7
Limite inferior 83
Limite superior 103
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SHIMADZU

Codigo de equipo: CFO-HPLC-08

5 MINUTOS-PERFIL DE DISOLUCION-L-F3030-BUFFER pH 6.8 — MO0

Mombre del metodo: C:)\EZStart| Projects’ Default) Method | EMALAPRIL MALEATO 20 mg TAE PERFIL DISOLUCIOMN.met
Nombre de la secuencia: C-\EZStart) Projects’\ Default\Sequence | ENALAPRIL MALEATO BUFFER_pHE 8 seq
Descripcion: L — F3030 PERFIL DE DISOLUCION ENALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA. LIDER. 5 MIN

Wial: 1-1

Wolumen inyeccién: 50

Analista: Lic. Cecilia Menijivar

ENALAPRIL MALEATO

50 50
E Name -
40 F 40
304 30
&2 &2
el - - [=3
z ] 2
20 F20
B ENALAPRIL MALEATO F
10 F10
i |',|.|A.b-...|..lr~l_f\._l._l_.‘_||| || | | E
0 e et O
(] 2 4 6 & 10 12 14 16 18
Minutes
UV Detector Ch1-215nm
Results
Mo. Nombre Tiempo retencion Area Altura
18 EMALAPRIL MALEATO 9.6 633028 14136

Codigo de Equipo: CFQ-HPLC-08

Sequence name: ENALAPRIL. MALEATO.BUFFER.pHG.8.5eq

UV Detector Ch1-215nm ENALAPRIL MALE... ENALAPRIL MALE... ENALAP...
Sample ID Area Height ESTD C...
S MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA. .. 633028 14136 a7

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA. .. 645609 14419 89

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 751648 16837 103

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA._.. 695420 15591 95

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 660269 14790 91

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 586344 15329 94

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 590328 15466 95

3 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA. .. 748254 16745 103

3 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA._ .. 610022 13650 84

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 726383 16242 100

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 549588 143886 89

5 MIN PD L-F3030 ENALAPRIL MA... 686319 15072 94

Min: 610022 13650 84

Max: 751648 16837 103
Mean: 681934 15222 94

Std Dew: 44643 1017 [

F%RSD: 6.95 6.68 6.95

Figura 36 — Cromatograma - tiempo 5 minutos de perfil de disolucion medicamento

de prueba en solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP
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Tabla 24 — Resumen de resultados de medicamento de prueba en solucién buffer pH

6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

Tiempo 1 | Tiempo 2 Tiempo 3 Tiempo 4 Tiempo 5 Tiempo 6

5 minutos | 10 minutos | 15 minutos | 20 minutos | 30 minutos | 45 minutos
% Recup. Promedio 93 102 106 106 104 106
Desviacion estandar 6 5 4 3 3 3
RSD (%) 7 5 4 3 3 3
Limite inferior 83 91 96 101 100 101
Limite superior 103 110 111 110 109 112

Los resultados del medicamento de prueba en cada uno de los tiempos, estan

ubicados en los anexos desde el 30 hasta el 34.

Los datos de porcentaje de recuperacion obtenidos a partir del perfil de disolucién del

medicamento de prueba en medio de disolucion: solucién buffer pH 6.8 o fluido

intestinal simulado sin enzima USP, pueden ser utilizados en los calculos finales

debido a que el RSD en los puntos temporales cumple con los criterios establecidos;

para el punto temporal mas temprano (5 minutos) expresado en la tabla 23 es menor

a 20%, y para los puntos temporales de 10 a 45 minutos, expresados en la tabla 24,

los valores de RSD son menores a 10%.

110

100

90

80

% disuelto

70

——&— Estudio .

5 min estudio [}

10 min estudio

Tiempo en minutos

15 min estudio

20 min estudio

30 min estudio

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

45 min estudio

Figura 37 - Gréfico de perfil de disolucion medicamento de prueba en solucion buffer

pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP
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Los promedios de porcentaje de recuperacion incrementan con relacién al tiempo,
hasta los 15 minutos; desde los 20 minutos los valores se mantienen relativamente

constantes.

e. Determinacién del factor de similitud y factor de diferencia

Criterios
e f2: Factor de similitud : entre 50% y 100%
e f1: Factor de diferencia : entre 0% y 15%
Tabla 25 — Célculo para factor de similitud y factor de diferencia en solucién buffer pH

6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

Minutos
Tiempo 5 10 15 20 30 45
R 36 68 91 99 101 100
T 93 102 106 106 104 106
R-T -57.30 -33.59 -14.80 -6.42 -3.56 -5.11
(R-T)? 3283.76 | 1128.16 218.91 41.18 12.69 26.11
N 1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
2 (R-T)? 4411.92 | 4630.83 | 4672.01 | 4684.70 | 4710.81
fl 87 54 38 29 24
f2 16 20 23 26 28

Los resultados expresados en la tabla 25, indican que el medicamento de prueba no
presenta un perfil de disolucién similar al del medicamento de referencia en medio de
disolucién: soluciéon buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP, ya que
la diferencia porcentual entre ambos productos es significativa (R-T), y afecta el
resultado final del factor de similitud a los 45 minutos f2=28, que debe ser mayor de

50, y del factor de diferencia f1=24, que debe ser menor a 15.
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% disuelto
a1
(6)]
N

30 T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45

Tiempo en minutos

—— Referencia —a— Estudio

Figura 38 - Grafico de perfil de disolucion de medicamento de referencia versus

medicamento de prueba en solucién buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin

enzima USP

En el grafico se observa una diferencia significativa entre ambas curvas, mayormente

desde los 5 minutos hasta los 20 minutos, luego de este tiempo se hacen similares.

8.4
8.4.1

Determinacion de pruebas adicionales

Compuestos relacionados

Estdndar de compuestos relacionados

Las sefales obtenidas de los picos correspondientes a los compuestos
presentes se identifican por medio del tiempo de retencion (tr), la desviacion de
este es permitida hasta un 10%. Los tr para cada uno de ellos son: &cido
maleico 1.2 min, enalapril dicetopiperazina 1.6 min y en 25.5 min (se cuantifica
con esta ultima), enalaprilat 2.3 min y el enalapril maleato 10.0 min.

El % RSD de las areas para inyecciones repetidas no es mas de 2.0% para el
pico de enalapril y 5.0% para el pico de enalaprilat; resultando 0.4% y 4.9%

respectivamente, cumpliendo ambos el requisito establecido.
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Tabla 26 - Areas de 5 inyecciones repetidas de estandar de compuestos

relacionados
tr 1 2 3 4 5 Promedio | %RSD Seirial Concentracion

1.2 116860 | 104752 | 104986 | 105062 | 118200 | 108250 i%g\‘/'i?p”'”ase
16 8632 |10450 |10425 |9644 |9708 |10057 Enalapril

d|CetOp|peraC|na
2.0 1178 |1099 |1115 |1165 |1155 |1134 Fase mévil
23 1224|1103 |1141 |1171 |1083 |1144 49 Enalaprilat 0.00002 mg/mL
3.2 1802 |1811 |1679 |1908 |1878 |1819 Fase movil
36 1776|1822 |1832 |1814 |1799 |1817 Fase movil
45 1208|1205 |1233 |1207 |1214 |1215 Fase movil

Enalapril
100 |64154 |63883 |64297 |64628 |64309 |64279 0.4 =nelapr 0.002 me/mL

SHIMADZU

LAEQRATOQRIOS TERAMED

Codigo de eguipa: CFQ-HPLC-DE

ESTANDAR- COMPUESTOS RELACIONADDS ENALAFRIL MALEATO 20 mg TAR

MNombre del metode: C;

Mombre del archiva: ¢

Descripcion; ESTAMDAR COMPUESTOS RELACIOMADOS - EMALAPRIL MALEATO 2,04

Wial 2
Waolumen inyeccian: 50
Analista: LIC. ERICK AVALOS

200
Mame:
150
=
Z glale)
S0
o
o B
U Detector
Chi-215nm
Resulis
Mo Nombre
F
3
2]
7
]

EMNALAPRIL MALEATO

g mil

S0

E25tart! Projects | Default Method'| ENALAPRIL MALEATD 20 mg TABLETA COMPUESTOS RELACIONADOS, met
Mornbre de la secusncia: O EZStart) Projects' Default| Sequence | ENALAPRIL MALEATO 20 mg 22-01-14
erstart),prajects | default' data’ enalapril maleato 20 mygycal_er

alcomrel22-01-2014 $6-02-22 pm,002-repl . dat

+ ENALAPRILAT 0.02 mog/ml

;00
150
wn 5
z
&0
a
15 a0 25 30
Miinuies
Tiempa retencion Area Akbura
0.2 3is g
1.2 116860 12366
1.6 BRIz 467
2.0 1178 238
2.3 224 12
2.8 295 -1-]
3.2 1802 EL]
3.8 TG ZG60
3.4 40 a
4.5 208 36
5.6 7 4
10.0 64154 {19

Figura 39 — Cromatograma de estandar de compuestos relacionados
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b. Resultados de medicamento de referencia

Tabla 27 - Areas de medicamento de referencia en compuestos relacionados

tr 1-1 1-2 2-1 2-2 Promedio Sefial
1.2 7793613 7810780 7715595 7729874 7762466 acido maleico
15 | 8409 8352 8124 8148 8258 Dicefg‘;'sgrrgzma
2.0 1358 1357 1358 Fase movil
24 24566 24696 24323 24475 24515 enalaprilat
2.8 1608 1586 1295 1326 1454
3.2 2497 2538 2756 2863 2664 Fase movil
3.6 3519 3572 3546 Fase movil
4.5 2471 2422 1268 1256 1854 Fase movil
7.4 11036 11222 11138 11134 11133
8.3 2888 2919 2928 2927 2916
9.5 6437205 6460148 6365915 6387802 6412768 enalapril
255 | 6140 9228 8816 9220 8351 Dicefg;'sgrrgzma
Suma de areas de compuestos relacionados, distinto del
acido maleico, enalapril, enalaprilat y enalapril| 15502

Dicetopiperazina

SHIMADZU

LABOR.
odigo de

ENALAPRIL MALEATO

Figura 40 — Cromatograma de medicamento de referencia para compuestos

relacionados
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Tabla 28 — Resultados de medicamento de referencia en compuestos relacionados

La suma de todos los compuestos relacionados
Criterios de Aceptacion incluyendo aquellos de enalaprilat y enalapril
Dicetopiperazina no es mas de 5.0%.
Resultados
Porcentaje de enalaprilat 3.0%
Porcentaje de enalapril Dicetopiperazina (como enalapril maleato) 0.1%
Porcentaje de cualquier otro compuesto relacionado 0.2%
Suma de todos los compuestos relacionados 3.3%

El medicamento de referencia cumple con el criterio de aceptacion para compuestos
relacionados no mayor a 5.0%, ya que el resultado expresado en la tabla 28 nos indica
que la sumatoria de todos los compuestos relacionados es de 3.3%.

c. Resultados de medicamento de prueba

Tabla 29 - Areas de medicamento de prueba en compuestos relacionados

tr 1-1 1-2 2-1 2-2 Promedio Sefial
1.2 | 8176904 | 8184134 | 8317949 | 8338471 | 8254365 acido maleico
1.5 6354 6443 6542 6716 6514 enalapril Dicetopiperazina
1.7 2185 2163 3465 3500 2828 Fase movil
2.0 2658 2673 1238 1253 1956 Fase movil
2.4 56069 56136 57289 57557 56763 enalaprilat
2.7 1477 1474 2448 2454 1963
3.2 2527 2439 3180 3187 2833 Fase movil
3.6 3779 3788 3784 Fase movil
4.5 2485 2488 1416 1447 1959 Fase movil
54 1211 1224 1258 1178 1218
7.0 1220 1279 1245 1236 1245
7.4 1506 1572 1482 1522 1521
9.5 | 6483564 | 6486248 | 6588402 | 6600860 | 6539769 enalapril
12.4 8944 8947 9045 9137 9018
254 160680 160612 164010 164327 162407 enalapril Dicetopiperazina
Suma de areas de compuestos relacionados, distinto del
acido maleico, enalapril, enalaprilat y enalapril 14965
Dicetopiperazina

126



SHIMADZU
LABORATORIOS TERA
Codiga de equips: CFO-H

EMALAPRIL MALEATO

Mame

SN A b bW
B A b B D0 0 e O A D0 R e

B

2.4 B9aq 532
RO 401 25
5

25.4 EIGEE 47B&

Figura 41 — Cromatograma de medicamento de prueba para compuestos

relacionados

Tabla 30 - Resultados de medicamento de prueba en compuestos relacionados

La suma de todos los compuestos relacionados
Criterios de Aceptacidon |incluyendo aquellos de enalaprilat y enalapril
Dicetopiperazina no es mas de 5.0%.

Resultados

Porcentaje de enalaprilat 7.0%
Porcentaje de enalapril Dicetopiperazina (como enalapril maleato) 2.8%
Porcentaje de cualquier otro compuesto relacionado 0.2%
Suma de todos los compuestos relacionados 10.0%

El medicamento de prueba no cumple con el criterio de aceptaciéon de compuestos
relacionados no mayor a 5.0%, ya que el resultado expresado en la tabla 30, indica

que la sumatoria de todos los compuestos relacionados es de 10.0%.
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8.4.2 Ensayo: cuantificacion del principio activo

a. Solucion aptitud del sistema

Tabla 31 - Resultados de solucion de aptitud del sistema

Compuesto Eficiencia de columna Factor de asimetria
Criterio Resultado Criterio Resultado
acido maleico
enalaprilat No menos de 1000 1346
enalapril maleato No menos de 300 838 No es mayor de 2.0 15
enalapril Dicetopiperazina | No menos de 2500 12778
Compuesto Desviacién estandar relativa Tiempos de retencion relativos
Criterio Resultado Criterio Resultado
acido maleico 0.3 0.1
enalaprilat No es mas de 5.0% 0.4 0.5 0.2
enalapril maleato No es mas de 2.0% 0.3 1.0 1.0
enalapril Dicetopiperazina 1.5 2.7
Compuesto Fgcto_r de capacidad k’ _ .Resolucién
Criterio Resultado Criterio Resultado
acido maleico
enalaprilat No es menor de 2.0 2.6
enalapril maleato No es menor de 1.5 8.4 No es menor de 2.0 14.2
enalapril Dicetopiperazina No es menor de 2.0 32.0

Los resultados de los pardmetros cromatogréaficos obtenidos en la aptitud del sistema

estan detallados en la tabla 31, donde se puede verificar el cumplimiento, con

excepcion del tiempo de retencion relativo, el cual difiere de lo esperado. Este

pardmetro sirve para proporcionar informacién acerca de la separacion existente entre

los picos de los analitos evaluados, resultando mejor de lo esperado, y apoyando esta

conclusiéon se encuentra la resolucion que también es mayor de la esperada.
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SHIMADZU

LAECRATORIDS TERAMED

Lodigo de equlpa: CPQ-HPLC-03

SOLUCICH OE AFTITUD DEL S5TEMA

Mombye del metade: C0)EZ5tan Frajiecrs’ Do fault, Method | FMALAPEIL MALEATD 1) mg TABLET A COMPUESTOR RELACKINADOS. met
Mombe di I skcueteia O EISLar Projects ) Befault Sequence [NALAPRIL MALEATO 20 g 22-01-14 spg

Hombei del archien; coberstart projects' defaule, data enalapril maleato 20 mp'cal_sralcomrel22-00-2014 03-25-17 pm, 000 -repl dat
Diescripeian: SOLUCICN OC AFTITUD DEL SSTEMA - ENALGPRIL MALEATO 200000 mog,ml - ENALAPRILAT 200 meg!ml + ENALAPRIL DICETOPFERATINA
4,005,005 mecg i mL

wial: -1

Wolamen ingecckin: 50

Analista: LC. ERICK AMALOS

ENALAPRIL MALEATD

Mame

15D, 15

Al
=
B
DS

= 50
d- i
i} L] 10 15 o kL ¥
(TR
U's' Dapechod
Chi-215h8
Risulrs
Mo, Hombee Tiempa retcncice Airi Ahura
| 0.2 (IiT] 25
2 1.2 TSRS 1245602
El 1.5 Qinl E10L
4 1.¥ 1827 51
3 2.0 1333 32
B 21 S0hd4 UEEE
T 2.8 36T k|
i 3.1 1560 128
¥ 13 2739 ans
1] 4.5 1917 214
I 4.8 493 61
i 50 197 b1
E 70 1532 153
L 5.3 00652 134278
I3 12 1d43 4
15 19.1 [ T}
T 201 EF3% M5
1% 25.3 FrEFL BT3E

Figura 42 — Cromatograma de solucién de aptitud del sistema
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b. Estandar de ensayo — medicamento de referencia

Tabla 32 - Areas de 5 inyecciones repetidas de estandar

Estandar Area

Inyeccion 1 6890822
Inyeccién 2 6910139
Inyeccion 3 6909471
Inyeccion 4 6910047
Inyeccion 5 6911202
Promedio 6906336
RSD de 5 inyecciones (%) 0.1

El RSD de 0.1% es menor del 2.0% por lo tanto puede ser utilizado para el calculo del

ensayo.

SHIMADZU

Codigo de equipe: CFQ-HPLC-08

ESTAMNDAR EMNSAYD EMALAFRIL MALEATO 001

Kombre del metoda: C!\EZStarr Prajects) Default) Method| ENALAPRIL MALEATD 20 rmg TAE ENSAYD mer
Normbre de la secuencia: O EZ5tar) Projects Default Sequence | EMALAPRIL MALEATO ENSAYD seq
Descripcion: ESTAMDAR ENSAYD EMALAPRIL MALEATO 0.2 mg/mL = ERALAPRILAT 0.002 mg/mL

Vial: 2-61

Valumen irnyeccide: 50

Apalsra: Lic. Cecilia Mes|ivar

ENALAPRIL MALEATO
ETEN
300+ 300
200+ 200
B a
T =
E Briasaiiy e BT E
100 4 100
o LA LU L L ! Lo
T T T T T T T T T T
@ z 4 B -] 10 12
Minites
Uy Derectar
Ch1-215nrm Results
Mo Narmbra Ti_Elrmn reten i TR P._e ALiva .ﬂ.rg. Altura
16 EMALAFRIL MALEATO 5.3 0.0 EE20822 147110

Figura 43 — Cromatograma de solucion estandar 0.2 mg/mL
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c. Ensayo — medicamento de referencia

Tabla 33 - Porcentaje sobre lo rotulado y mg/tableta de medicamento de referencia

FD (ensayo) 500
Peso promedio (mg) 199.1

Muestra 1 Muestra 2
Peso 995.5 Peso 995.5
Area 1 6829983 |Area 1 6878172
Area 2 6846258 | Area 2 6900092
Area promedio 6838120.5 | Area promedio 6889132
mg/tab 19.8 mg/tab 20.0
% Rotulado 99.0 % Rotulado 99.8
% Rotulado promedio 99.4
Limites 90.0% - 110.0%

De acuerdo a los resultados presentados en la tabla 33, se verifica que el medicamento
de referencia, cumple con los limites establecidos para la valoracién (90.0% al

110.0%), ya que el promedio de dos muestras es 99.4%.

SHIMADZU
Codigo de equipo: CFQ-HPLC-08
L-HO0E711 ENSAYO EMALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA 001
Mombre del metodo: C:\EZStart' Projects’ Default| Method| EMALAPRIL MALEATO 20 mg TAB ENSAYO.met
Mombre de la secwencia: {0 EZStart) Projects| Default| Seguence | ENALAPRIL. MALEATO.ENSAY O zeg
Descripcion: L HOOBT11 ENSAYO EMALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA. LIDER. M 1
Vial: 2-82
Volumen inyeccidn: 50
Anazlista: Lic. Cecilia Menjivar
EMALAPRIL MALEATO

har
3004 - 300
2004 - 200
4 4
z z
E Eni_as WAEY E
1004 100
5 LY T O I Y Y B | "
- 1I_r T T T T T T T
i} 2z 4 -] B 10 12 14
Mirwrtes
U Detector
Ch1-215nm Results
Mo.  Mombre Tiempao retencion TR Relativo Arza Altura
15 EMALAPRIL MALEATO 9.4 1.0 5820933 145061

Figura 44 — Cromatograma de medicamento de referencia para ensayo
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d. Estdndar de ensayo de medicamento de prueba
Tabla 34 - Areas de 5 inyecciones repetidas de estandar

Estandar Area
Inyeccién 1 7081590
Inyeccion 2 7056246
Inyeccién 3 7041540
Inyeccién 4 7028465
Inyeccion 5 7012978
Promedio 7044164
RSD de 5 inyecciones (%) 0.4

El RSD de 0.4% es menor del 2.0% por lo tanto puede ser utilizado para el calculo del

ensayo.

SHIMADZU

Codigo de eguipo: CFO-HPLC-08

ESTANDAR ENSAYO ENALAPRIL MALEATO 001

MNombre del metodo: C:\EZ5tart|\Projects’ Default’,Method' ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAB ENSAYO.met

Nombre de la secuencia: C:\EZStart) Projects\Default\Seguence’ ENALAPRIL MALEATO ENSAY O seq
Descripcion: ESTANDAR ENSAYQ EMALAPRIL MALEATO 0.2 mg/mlL + ENALAPRILAT 0.002 mg/mL
Vial: 2-66

Wolumen inyeccion: 50
Analista: Lic. Cecilia Menjivar

ENALAPRIL MALEATO
Name
300+ 300
200 200
# #
2 2
= £
i ENALAPRL MALEATD L
|
1004 I| 100
I|
H |r
B ‘ Illl L
N L T N R B R R R o
- T TV T T
0 2 4 6 8 10 12 14
Minutes
UV Detector
Ch1-215nm Results
No.  MNombre Tiempo retencion TR Relativo Area Altura
9.8 1.0 7081590 138709

12 EMALAPRIL MALEATO

Figura 45 — Cromatograma de solucion estandar 0.2 mg/mL
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e. Ensayo — medicamento de prueba
Tabla 35 - Porcentaje sobre lo rotulado y mg/tableta de medicamento de prueba

FD (ensayo) 500
Peso promedio (mg) 203.15

Muestra 1 Muestra 2
Peso 1015.8 |Peso 1015.8
Area 1 7139536 |Areal 7337489
Area 2 7239966 |Area 2 7347037
Area promedio 7189751 |Area promedio 7342263
mg/tab 20.4 mg/tab 20.8
% Rotulado 102.1 % Rotulado 104.2
% Rotulado promedio 103.1
Limites 90.0% - 110.0%

Los resultados presentados en la tabla 35, indican que el medicamento de prueba
cumple con los limites establecidos para la valoracién (90.0% al 110.0%), ya que el

resultado promedio de dos muestras es 103.1%.

SHIMADZU
Codigo de equipa: CFQ-HPLC-08
L-F3030 ENSAYD ENALAPRIL MALEATD 20 mg TABLETA 001
Worbre del metoda: ) EZStart| Prajeas) Default) Method| ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAB ENSAYD. mer
hombre de |2 secuencia: O EZSta Projects) Defaulr| Seguence | ENALAPRIL MALEATO ENSAYD seg
Descripeinn: L FI030 ENSAYD ENALAPRIL MALEATO 20 rmg TAELETA. M |
Vial: 2-64
Volumen ifyeccidn: 50
Aralista: Lic. Cerilia Merjivar
ENALAPRIL MALEATO

Lol

300+ 300
200 = 200
8 &
T =
H Ea_sbiL waLBats z
100 =
o4 ,l L Ll ] -l 1 | | | | || o
T T T T T T T T T T T
o z 4 E B 1] 2 2
Miries
UV Derecnar
Ch1-215nrm Results
s} Maribre Tig g relencion TR R_ﬁ A Tive Mred Altura
17 EMALAPRIL MALEATO 9.4 1.0 T139536 151356

Figura 46 — Cromatograma de medicamento de prueba para ensayo

133



f. Porcentaje de diferencia entre ensayos - medicamento de referencia y
medicamento de prueba

Tabla 36 - Porcentaje de diferencia en ensayo

% Rotulado referencia 99.4%
% Rotulado prueba 103.1%
% Diferencia en ensayo 3.8%

La diferencia existente en el porcentaje de valoracion 3.8%, presentada en la tabla 36

cumple con el criterio que establece la FDA, ya que es menor del 5.0%.

8.4.3 Uniformidad de unidades de dosificacién, por medio de uniformidad de
contenido

Tabla 37 - Resultado de uniformidad de contenido del medicamento de referencia

Numero Area mg/tab % practico
1 6983058 20.2 101.1
2 6886104 19.9 99.7
3 6931899 20.1 100.4
4 7053861 20.4 102.1
5 7020382 20.3 101.7
6 6832043 19.8 98.9
7 6829786 19.8 98.9
8 6896893 20.0 99.9
9 7039781 20.4 101.9
10 7042289 20.4 102.0
Promedio 20.1 100.7

Criterio de aceptacién AV = L1

Definicién (limite inferior) 90.0%

Definicién (limite superior) 110.0%

T (promedio de limites) 100.0%

k 2.4

S 1.3

RSD 1.3%

M 100.7

L1 15.0%

L2 25.0%

AV (valor de aceptacién) 3.1%

Los resultados presentados en la tabla 37 demuestran que el medicamento de

referencia cumple con la prueba; ya que AV = 3.1% es menor o igual a 15.0%.
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SHIMADZU

Codigo de equipa: CFQ-HPLC-08

L-HOOA711 UDC EMALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA 001

Mombre del metodo: C:\EZStart|Projects’ DefaultMethod| ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAB ENSAYD. met
Mombre de la secuencia: C:\EZStart\ Projects | Default| Sequence’ ENALAPRIL MALEATO ENSAY O seq
Descripcion: LHOQET 11 UNIFORMIDAD DE CONTENIDO EMALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA. LIDER. M 1
Vial: 2-1

Volumen inyeccidn: 50

Analista: Lic. Cecilia Menjivar

ENALAPRIL MALEATO

kam
3004 - 300
200 - 200
4 ]
k- 3
= EMALAFRL MALEATO ©
100+ - 100
I \ [ P I T | [ g
— i T L T T A T T T T
1 2 4 g & 10 12 14
Miruies
UV Detector
Ch1-215nm Results
Mo.  Mombre Tiempo retencion TR Relativo Arsa Altura
13 EMALAPRIL MALEATO 9.4 1.0 6983058 145650

Figura 47 — Cromatograma de uniformidad de contenido de medicamento de

referencia

Tabla 38 - Resultado de uniformidad de contenido de medicamento de prueba

Numero Area mg/tab | % practico
1 7363153 20.9 104.5
2 7643272 21.7 108.5
3 7276813 20.7 103.3
4 6998407 19.9 99.4
5 7726327 21.9 109.7
6 7605285 21.6 108.0
7 7739336 22.0 109.9
8 7397371 21.0 105.0
9 7784061 22.1 110.5

10 7751449 22.0 110.0
Promedio 21.4 106.9
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Criterio de aceptacién AV = L1
Definicion (limite inferior) 90.0%
Definicion (limite superior) 110.0%
T (promedio de limites) 100.0%
k 2.4

S 3.7
RSD 3.4%
M 101.5
L1 15.0%
L2 25.0%
AV (valor de aceptacion) 14.2%

El resultado del valor de aceptaciéon (AV) presentado en la tabla 38 indica el

cumplimiento de este andlisis para el medicamento de prueba, ya que AV = 14.2%, es

menor o igual a 15.0%.

SHIMADZU
Codigo de equipo: CFQ-HPLC-08

L-F3030 UDC ENALAPRIL MALEATO 20 mg TABLETA 001

Mombre del metodo: C:\EZStart! Projects | Default) Method| ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAE ENSAYD. met
Mombre de la secuencia: O\ EZStart| Projects| Default| Sequance’ ENALAPRIL.MALEATO ENSAY O seg
Descripcion: L F3030 UNIFORMIDAD DE CONTENIDO ENALAPRIL MALEATO 20 mg TAELETA. M 1

Vial: 2-11
Volumen inyeccidn: 50
Analista: Lic. Cecilia Menjivar

EMALAPRIL MALEATO

hars
3004 - 300
2004 - 200
£ £
= ENALARRL LALEATO =
1004 =100
. AP ITENE | | L
— T T T T T T T T T LI
a 2 4 ] B L4] 2 14
Mirutes
UV Detector
Ch1-215nm Results
Mo.  Mombre Tiempo retencion TR Relativo Araa Altura
14 EMALAPRIL MALEATO .4 1.0 7363153 154466

Figura 48 — Cromatograma de uniformidad de contenido de medicamento de prueba
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CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos de porcentaje disuelto de materia prima en los tres
medios de disolucion: 102.0% en solucién buffer pH 1.2 o fluido géstrico simulado
sin enzima USP, 103.5% en solucion buffer pH 4.5y 101.6% en solucion buffer
pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP; confirman que el enalapril

maleato es un principio activo altamente soluble, ya que la mayor concentracion

posologica se solubiliza en 250 mL de medio acuoso en el rango de pH 1.0 — 7.5.

La sumatoria de todos los compuestos relacionados (enalaprilat, enalapril
dicetopiperazina y cualquier otro compuesto relacionado) fue de 3.3% para el
medicamento de referencia, Renitec 20 mg tableta del laboratorio Merck Sharp &
Dohme Ltd., y de 10.0% para el medicamento de prueba, de fabricacién nacional.
Esto indica que el medicamento de referencia cumple con el criterio de
aceptacion no mayor a 5.0% establecido en la farmacopea de los Estados Unidos

vigente, no asi el medicamento de prueba.

Los porcentajes obtenidos en la prueba de valoracion fueron para el
medicamento de referencia: 99.4% y 103.1% para el medicamento de prueba; es
decir que ambos se encuentran dentro de la especificacion vigente de
farmacopea de los Estados Unidos: 90.0% al 110.0%, y la diferencia entre ambos
es de 3.8%, cumpliendo ademas, con el criterio establecido de no diferir en mas
del 5.0%.

En la prueba de uniformidad de unidad de dosis por uniformidad de contenido,
los resultados del valor de aceptacion fueron: 3.1% y 14.2%, para los
medicamentos de referencia y de prueba respectivamente; ambos cumplen con

el valor de aceptacion menor o igual a 15.0%.

137



De acuerdo con el método matematico: enfoque independiente de modelo
utilizando un factor de similitud, que comprende el uso de 6 puntos temporales
de disolucion, para el medicamento de referencia y de prueba, se concluye que
para los medios: solucion buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima
USP, solucién buffer pH 4.5 y solucién buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado
sin enzima USP; no presentan similitud en sus perfiles de disolucién, ya que los
resultados de los factores de similitud (f2), estan por debajo de la especificacion
del 50% al 100% (28%. 28% y 28% respectivamente), y los factores de diferencia
(f1) obtenidos (25%, 24% y 24% respectivamente), se encuentran arriba de la
especificacion del 0% al 15%.

Debido a que en ambos medicamentos, referencia y prueba, el contenido
rotulado se disuelve en mas del 85% a los 15 minutos en los tres medios de

disolucion, se confirma su clasificacion como muy rapida disolucidn, por lo

tanto, no es necesario emplear el f2 y caracterizar la curva ascendente.
Aseverando que este medicamento aplica para bioexencion utilizando prueba de

disolucién, segun lo especifica OMS.

Aungque se establecié que el medicamento esta clasificado como muy rapida
disolucién, es un riesgo aseverar que es equivalente terapéutico del
medicamento de referencia, debido a que para el presente estudio no se conoce
la composicion cuali-cuantitativa de los excipientes utilizados en la fabricacion del
medicamento de prueba, ya que estos pueden afectar en los procesos de
absorcion o podrian generar interacciones que alteren la farmacocinética del

principio activo.
Con base en los resultados obtenidos del medicamento enalapril maleato 20 mg

de formulacién nacional, con el producto de referencia Renitec 20 mg tableta, se

concluye que no son equivalentes terapéuticos.
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RECOMENDACIONES

Realizar un estudio de bioequivalencia y biodisponibilidad in vivo del
medicamento de prueba enalapril maleato 20 mg tableta de formulacién nacional,
para confirmar que dicho producto no es equivalente terapéutico del
medicamento de referencia e innovador Renitec® del laboratorio farmacéutico
Merck, debido a que no se conoce la composicion cuali-cuantitativa de los
excipientes utilizados en la fabricacion del medicamento de prueba, ya que estos
pueden afectar en los procesos de absorcion o podrian generar interacciones que

alteren la farmacocinética del principio activo.

Actualmente en El Salvador no son realizados estudios de bioexencién, por lo
que se comunicara a las instituciones gubernamentales de salud, que para
considerar un medicamento como equivalente terapéutico del innovador, debe
realizarse un estudio de equivalencia terapéutica in vitro en tres medios de

disolucién que simulen los valores de pH normales del sistema digestivo humano.
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ANEXOS

Anexo 1 - Estandar en solucion buffer pH 4.5

Solucién de trabajo Area Factor de respuesta
Estandar 1 2556250.0 31953.1
Estandar 2 2556685.0 31958.6
Estandar 3 2559244.0 31990.6
Estandar 4 2560579.0 32007.2
Estandar 5 2562388.0 32029.9
Promedio 2559029.2 31987.9
Desviacion estandar 2595.6
RSD (%) 0.1

Solucioén de control Area Factor de respuesta
Estandar 1 2634680.0 32933.5
Estandar 2 2642377.0 33029.7
Estandar 3 2649125.0 33114.1
Estandar 4 2644017.0 33050.2
Estandar 5 2637312.0 32966.4
Promedio 2641502.2 33018.8
Desviacion estandar 5685.4
RSD (%) 0.2
RSD del factor de respuesta 2%
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Anexo 2 - Estandar en solucioén buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima

USP
Solucién de trabajo Area Factor de respuesta
Estandar 1 2620622.0 32757.8
Estandar 2 2621668.0 32770.9
Estandar 3 2631610.0 32895.1
Estandar 4 2629768.0 32872.1
Estandar 5 2631723.0 32896.5
Promedio 2627078.2 32838.5
Desviacion estandar 5484.0
RSD (%) 0.2
Solucién de control Area Factor de respuesta

Estandar 1 2731445.0 34143.1
Estandar 2 2737144.0 34214.3
Estandar 3 2738244.0 34228.1
Estandar 4 2743214.0 34290.2
Estandar 5 2740284.0 34253.6
Promedio 2738066.2 34225.8
Desviacion estandar 4362.9
RSD (%) 0.2
RSD del factor de respuesta 2%
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Anexo 3 - Solubilidad en solucion buffer pH 4.5

Materia prima Area mg disueltos % disuelto
Muestra 1 2636858.0 20.6 103.0
Muestra 2 2639851.0 20.6 103.2
Muestra 3 2652708.0 20.7 103.7
Muestra 4 2660856.0 20.8 104.0
Promedio 2647568.3 20.7 103.5
Desviacion estandar 11213.8 0.1 0.4
RSD (%) 0.4 0.4 0.4

Anexo 4 - Solubilidad en solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima
USP

Materia prima Area mg disueltos % disuelto
Muestra 1 2697758.0 20.5 102.7
Muestra 2 2701589.0 20.6 102.8
Muestra 3 2634790.0 20.1 100.3
Muestra 4 2640400.0 20.1 100.5
Promedio 2668634.3 20.3 101.6
Desviacion estandar 35948.2 0.3 14
RSD (%) 1.3 1.3 1.3
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Anexo 5 - Tiempo 10 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en
solucién buffer pH 1.2 o fluido géastrico simulado sin enzima USP

tiempo 2 - 10 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 203.0 510138 14.0 70
2 199.0 573500 15.8 79
3 201.0 470707 12.9 65
4 196.0 466800 12.8 64
5 199.0 535003 14.7 74
6 197.0 489967 135 67
7 200.0 499720 13.7 69
8 198.0 566499 15.6 78
9 196.0 468651 12.9 64
10 201.0 456389 12.5 63
11 199.0 474003 13.0 65
12 201.0 498891 13.7 69
Promedio 69
Desviacion estandar 5
RSD (%) 8
Limite inferior 63
Limite superior 79
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Anexo 6 - Tiempo 15 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en
solucién buffer pH 1.2 o fluido géastrico simulado sin enzima USP

tiempo 3 - 15 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recu;g)racién
1 203.0 663762 18.3 91
2 199.0 694866 19.2 96
3 201.0 636437 17.5 88
4 196.0 611898 16.8 84
5 199.0 672381 18.5 93
6 197.0 658434 18.1 91
7 200.0 658436 18.1 91
8 198.0 693434 19.1 96
9 196.0 633834 17.5 87
10 201.0 619851 17.1 85
11 199.0 628416 17.3 87
12 201.0 653064 18.0 90
Promedio 90
Desviacion estandar 4
RSD (%) 4
Limite inferior 84
Limite superior 96
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Anexo 7 - Tiempo 20 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en
solucién buffer pH 1.2 o fluido géastrico simulado sin enzima USP

tiempo 4 - 20 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recu;g)racién

1 203.0 712724 19.7 98
2 199.0 699661 19.3 96
3 201.0 705678 19.5 97
4 196.0 688489 19.0 95
5 199.0 727467 20.1 100
6 197.0 710651 19.6 98
7 200.0 707184 19.5 97
8 198.0 714753 19.7 99
9 196.0 697966 19.2 96
10 201.0 697052 19.2 96
11 199.0 716470 19.8 99
12 201.0 713375 19.7 98
Promedio 98
Desviacion estandar 1
RSD (%)
Limite inferior 95
Limite superior 100

148



Anexo 8 - Tiempo 30 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en
solucién buffer pH 1.2 o fluido géastrico simulado sin enzima USP

tiempo 5 - 30 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recu;g)racién

1 203.0 714178 19.7 98
2 199.0 692984 19.1 96
3 201.0 713499 19.7 98
4 196.0 697525 19.2 96
5 199.0 720535 19.9 99
6 197.0 711857 19.6 98
7 200.0 709356 19.6 98
8 198.0 711651 19.6 98
9 196.0 707401 19.5 98
10 201.0 719936 19.9 99
11 199.0 720125 19.9 99
12 201.0 715078 19.7 99
Promedio 98
Desviacion estandar
RSD (%)
Limite inferior 96
Limite superior 99
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Anexo 9 - Tiempo 45 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en

solucion buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP

tiempo 6 - 45 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recu;g)racién
1 203.0 709714 19.6 98
2 199.0 704640 194 97
3 201.0 719985 19.9 99
4 196.0 703681 194 97
5 199.0 717546 19.8 99
6 197.0 699410 19.3 96
7 200.0 701603 19.3 97
8 198.0 698259 19.2 96
9 196.0 706711 19.5 97
10 201.0 719232 19.8 99
11 199.0 728683 20.1 100
12 201.0 726026 20.0 100
Promedio 98
Desviacion estandar
RSD (%)
Limite inferior 96
Limite superior 100
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Anexo 10 - Tiempo 10 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP

tiempo 2 - 10 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 203.0 805271 20.9 105
2 199.0 776331 20.2 101
3 201.0 779379 20.2 101
4 196.0 778795 20.2 101
5 199.0 765872 19.9 99
6 197.0 817772 21.2 106
7 200.0 799272 20.8 104
8 198.0 797823 20.7 104
9 196.0 802158 20.8 104
10 201.0 803969 20.9 104
11 199.0 796493 20.7 103
12 201.0 713386 18.5 93
Promedio 102
Desviacion estandar 4
RSD (%) 3
Limite inferior 93
Limite superior 106
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Anexo 11 - Tiempo 15 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP

tiempo 3 - 15 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 203.0 799876 20.8 104
2 199.0 771599 20.0 100
3 201.0 780708 20.3 101
4 196.0 790964 20.5 103
5 199.0 774608 20.1 101
6 197.0 850553 22.1 110
7 200.0 805332 20.9 105
8 198.0 799365 20.8 104
9 196.0 830425 21.6 108
10 201.0 807397 21.0 105
11 199.0 809236 21.0 105
12 201.0 728472 18.9 95
Promedio 103
Desviacion estandar 4
RSD (%) 4
Limite inferior 95
Limite superior 110
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Anexo 12 - Tiempo 20 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en
solucién buffer pH 1.2 o fluido géastrico simulado sin enzima USP

tiempo 4 - 20 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién

1 203.0 802833 20.8 104
2 199.0 768290 19.9 100
3 201.0 762223 19.8 99
4 196.0 753631 19.6 98
5 199.0 773826 20.1 100
6 197.0 844970 21.9 110
7 200.0 816727 21.2 106
8 198.0 806477 20.9 105
9 196.0 821363 21.3 107
10 201.0 836679 21.7 109
11 199.0 809062 21.0 105
12 201.0 758033 19.7 98
Promedio 103
Desviacion estandar 4
RSD (%) 4
Limite inferior 98
Limite superior 110
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Anexo 13 - Tiempo 30 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en
solucién buffer pH 1.2 o fluido géastrico simulado sin enzima USP

tiempo 5 - 30 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 203.0 797244 20.7 104
2 199.0 772953 20.1 100
3 201.0 762118 19.8 99
4 196.0 761781 19.8 99
5 199.0 760778 19.8 99
6 197.0 806954 21.0 105
7 200.0 810274 21.0 105
8 198.0 821684 21.3 107
9 196.0 833293 21.6 108
10 201.0 834353 21.7 108
11 199.0 826584 21.5 107
12 201.0 771433 20.0 100
Promedio 103
Desviacion estandar 4
RSD (%) 4
Limite inferior 99
Limite superior 108
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Anexo 14 - Tiempo 45 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 1.2 o fluido gastrico simulado sin enzima USP

tiempo 6 - 45 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 203.0 803499 20.9 104
2 199.0 779866 20.2 101
3 201.0 783260 20.3 102
4 196.0 752672 19.5 98
5 199.0 767238 19.9 100
6 197.0 817356 21.2 106
7 200.0 812624 211 106
8 198.0 801894 20.8 104
9 196.0 827361 215 107
10 201.0 823795 21.4 107
11 199.0 827329 21.5 107
12 201.0 786193 20.4 102
Promedio 104
Desviacion estandar 3
RSD (%) 3
Limite inferior 98
Limite superior 107
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Anexo 15 - Tiempo 10 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en
solucion buffer pH 4.5

tiempo 2 - 10 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recu;g)racién
1 197.0 508660 14.0 70
2 201.0 570671 15.7 79
3 200.0 507824 14.0 70
4 198.0 516249 14.2 71
5 199.0 530834 14.6 73
6 199.0 427743 11.8 59
7 200.0 461908 12.7 64
8 202.0 442095 12.2 61
9 199.0 476721 131 66
10 201.0 425246 11.7 58
11 201.0 521980 14.4 72
12 199.0 474643 13.1 65
Promedio 67
Desviacion estandar 6
RSD (%) 9
Limite inferior 58
Limite superior 79
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Anexo 16 - Tiempo 15 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en

solucion buffer pH 4.5

tiempo 3 - 15 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recu;g)racién
1 197.0 666696 18.4 92
2 201.0 692818 19.1 96
3 200.0 669929 18.5 92
4 198.0 669626 18.5 92
5 199.0 675932 18.6 93
6 199.0 610729 16.8 84
7 200.0 636936 17.6 88
8 202.0 618254 17.0 85
9 199.0 623208 17.2 86
10 201.0 594256 16.4 82
11 201.0 664339 18.3 92
12 199.0 627655 17.3 87
Promedio 89
Desviacion estandar 4
RSD (%) 5
Limite inferior 82
Limite superior 96
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Anexo 17 - Tiempo 20 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en
solucion buffer pH 4.5

tiempo 4 - 20 minutos
. %
peso (mg) Area mg/tab Recuperacion

1 197.0 687901 19.0 95

2 201.0 703282 194 97

3 200.0 695712 19.2 96

4 198.0 688535 19.0 95

5 199.0 706820 19.5 97

6 199.0 697613 19.2 96

7 200.0 713802 19.7 98

8 202.0 712356 19.6 98

9 199.0 704322 194 97

10 201.0 677812 18.7 93
11 201.0 709440 19.6 98
12 199.0 706629 19.5 97
Promedio 97
Desviacion estandar 2
RSD (%) 2
Limite inferior 93
Limite superior 98
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Anexo 18 - Tiempo 30 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en
solucion buffer pH 4.5

tiempo 5 - 30 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recu;g)racién

1 197.0 687408 19.0 95
2 201.0 702261 194 97
3 200.0 696454 19.2 96
4 198.0 696086 19.2 96
5 199.0 697592 19.2 96
6 199.0 694047 19.1 96
7 200.0 703012 194 97
8 202.0 713838 19.7 98
9 199.0 711790 19.6 98
10 201.0 714031 19.7 98
11 201.0 718542 19.8 99
12 199.0 712692 19.7 98
Promedio 97
Desviacion estandar
RSD (%)
Limite inferior 95
Limite superior 99
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Anexo 19 - Tiempo 45 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en
solucion buffer pH 4.5

tiempo 6 - 45 minutos
: %
peso (mg) Area mg/tab Recuperacion
1 197.0 690285 19.0 95
2 201.0 698027 19.3 96
3 200.0 694486 19.2 96
4 198.0 698061 19.3 96
5 199.0 703714 194 97
6 199.0 702706 194 97
7 200.0 697880 19.2 96
8 202.0 707203 19.5 98
9 199.0 702823 194 97
10 201.0 712057 19.6 98
11 201.0 698084 19.3 96
12 199.0 713500 19.7 98
Promedio 97
Desviacion estandar
RSD (%)
Limite inferior 95
Limite superior 98
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Anexo 20 - Tiempo 10 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 4.5

tiempo 2 - 10 minutos
" %
peso (mg) Area mg/tab Recuperacion

1 206.0 735844 20.3 102
2 209.0 641287 17.7 88
3 201.0 733764 20.3 101
4 206.0 732784 20.2 101
5 205.0 747404 20.6 103
6 207.0 745059 20.6 103
7 195.0 696442 19.2 96
8 205.0 715807 19.8 99
9 203.0 735851 20.3 102
10 208.0 768571 21.2 106
11 199.0 747788 20.6 103
12 194.0 720794 19.9 99
Promedio 100

Desviacion estandar 4
RSD (%) 4
Limite inferior 88
Limite superior 106
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Anexo 21 - Tiempo 15 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 4.5

tiempo 3 - 15 minutos
o %
peso (mgQ) Area mg/tab Recuperacion

1 206.0 746265 20.6 103
2 209.0 655081 18.1 90
3 201.0 737691 20.4 102
4 206.0 741790 20.5 102
5 205.0 767753 21.2 106
6 207.0 757173 20.9 105
7 195.0 715042 19.7 99
8 205.0 717310 19.8 99
9 203.0 763212 21.1 105
10 208.0 773588 21.4 107
11 199.0 749953 20.7 104
12 194.0 719422 19.9 99
Promedio 102
Desviacion estandar 4
RSD (%) 4
Limite inferior 90
Limite superior 107
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Anexo 22 - Tiempo 20 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 4.5

tiempo 4 - 20 minutos
. %
peso (mgQ) Area mg/tab Recuperacion

1 206.0 739104 20.4 102
2 209.0 667236 18.4 92
3 201.0 735832 20.3 102
4 206.0 747433 20.6 103
5 205.0 764710 211 106
6 207.0 753455 20.8 104
7 195.0 704044 194 97
8 205.0 735551 20.3 102
9 203.0 758871 20.9 105
10 208.0 777079 215 107
11 199.0 755160 20.8 104
12 194.0 720681 19.9 99
Promedio 102
Desviacion estandar 4
RSD (%) 4
Limite inferior 92
Limite superior 107
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Anexo 23 - Tiempo 30 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 4.5

tiempo 5 - 30 minutos
o %
peso (mgQ) Area mg/tab Recuperacion

1 206.0 743496 20.5 103
2 209.0 689261 19 95
3 201.0 727997 20.1 100
4 206.0 743342 20.5 103
5 205.0 757953 20.9 105
6 207.0 742142 20.5 102
7 195.0 703133 19.4 97
8 205.0 734910 20.3 101
9 203.0 766566 21.2 106
10 208.0 765729 21.1 106
11 199.0 751889 20.8 104
12 194.0 729019 20.1 101
Promedio 102
Desviacion estandar 3
RSD (%) 3
Limite inferior 95
Limite superior 106
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Anexo 24 - Tiempo 45 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en
solucion buffer pH 4.5

tiempo 6 - 45 minutos
o %
peso (mgQ) Area mg/tab Recuperacion

1 206.0 749385 20.7 103
2 209.0 705848 19.5 97
3 201.0 732996 20.2 101
4 206.0 750198 20.7 104
5 205.0 749914 20.7 103
6 207.0 745506 20.6 103
7 195.0 700116 19.3 97
8 205.0 718292 19.8 99
9 203.0 750337 20.7 104
10 208.0 766377 21.2 106
11 199.0 750475 20.7 104
12 194.0 718321 19.8 99
Promedio 102
Desviacion estandar 3
RSD (%) 3
Limite inferior 97
Limite superior 106

165



Anexo 25 - Tiempo 10 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en

solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 2 - 10 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 197.0 474921 13.1 65
2 201.0 626619 17.3 86
3 200.0 453309 125 62
4 198.0 506208 13.9 70
5 199.0 491535 135 68
6 199.0 514283 14.2 71
7 200.0 478925 13.2 66
8 202.0 544337 15.0 75
9 199.0 476818 13.1 66
10 201.0 424587 11.7 58
11 201.0 465257 12.8 64
12 199.0 510480 14.0 70
Promedio 68
Desviacion estandar 7
RSD (%) 10
Limite inferior 58
Limite superior 86

166



Anexo 26 - Tiempo 15 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en

solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 3 - 15 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 197.0 619225 17.1 85
2 201.0 704892 19.4 97
3 200.0 718606 19.8 99
4 198.0 644261 17.7 89
5 199.0 671875 18.5 93
6 199.0 677922 18.7 93
7 200.0 640616 17.6 88
8 202.0 671575 18.5 92
9 199.0 628419 17.3 87
10 201.0 610321 16.8 84
11 201.0 631414 17.4 87
12 199.0 685007 18.9 94
Promedio 91
Desviacion estandar 5
RSD (%) 5
Limite inferior 84
Limite superior 99
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Anexo 27 - Tiempo 20 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en

solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 4 - 20 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 197.0 723635 19.9 100
2 201.0 714660 19.7 98
3 200.0 710570 19.6 98
4 198.0 718322 19.8 99
5 199.0 707436 19.5 97
6 199.0 733345 20.2 101
7 200.0 722745 19.9 100
8 202.0 695222 19.2 96
9 199.0 726510 20.0 100
10 201.0 747472 20.6 103
11 201.0 724663 20.0 100
12 199.0 709097 19.5 98
Promedio 99
Desviacion estandar 2
RSD (%) 2
Limite inferior 96
Limite superior 103
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Anexo 28 - Tiempo 30 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en
solucién buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 5 - 30 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién

1 197.0 754015 20.8 104
2 201.0 717937 19.8 99
3 200.0 718781 19.8 99
4 198.0 716468 19.7 99
5 199.0 728865 20.1 100
6 199.0 724930 20.0 100
7 200.0 724335 20.0 100
8 202.0 719687 19.8 99
9 199.0 732870 20.2 101
10 201.0 757727 20.9 104
11 201.0 734696 20.2 101
12 199.0 741181 20.4 102
Promedio 101
Desviacion estandar 2
RSD (%) 2
Limite inferior 99
Limite superior 104
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Anexo 29 - Tiempo 45 minutos de perfil de disolucion medicamento de referencia en

solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 6 - 45 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 197.0 730302 20.1 101
2 201.0 748213 20.6 103
3 200.0 737664 20.3 102
4 198.0 735432 20.3 101
5 199.0 724731 20.0 100
6 199.0 729974 20.1 101
7 200.0 713582 19.7 98
8 202.0 721537 19.9 99
9 199.0 721914 19.9 99
10 201.0 738875 20.4 102
11 201.0 734330 20.2 101
12 199.0 714678 19.7 98
Promedio 100
Desviacion estandar 1
RSD (%) 1
Limite inferior 98
Limite superior 103
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Anexo 30 - Tiempo 10 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en
solucién buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 2 - 10 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 206.0 799946 21.9 110
2 209.0 713016 19.5 98
3 201.0 803404 22 110
4 206.0 716675 19.6 98
5 205.0 756577 20.7 104
6 207.0 737111 20.2 101
7 195.0 758616 20.8 104
8 205.0 751709 20.6 103
9 203.0 667629 18.3 91
10 208.0 725952 19.9 99
11 199.0 774598 21.2 106
12 194.0 736090 20.1 101
Promedio 102
Desviacion estandar 5
RSD (%) 5
Limite inferior 91
Limite superior 110
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Anexo 31 - Tiempo 15 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en
solucién buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 3 - 15 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 206.0 806241 22.1 110
2 209.0 791049 21.7 108
3 201.0 803932 22 110
4 206.0 749905 20.5 103
5 205.0 764674 20.9 105
6 207.0 810223 22.2 111
7 195.0 781103 21.4 107
8 205.0 742581 20.3 102
9 203.0 772189 211 106
10 208.0 700566 19.2 96
11 199.0 772124 21.1 106
12 194.0 751955 20.6 103
Promedio 106
Desviacion estandar 4
RSD (%) 4
Limite inferior 96
Limite superior 111
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Anexo 32 - Tiempo 20 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en
solucién buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 4 - 20 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 206.0 786549 21.5 108
2 209.0 738702 20.2 101
3 201.0 801419 22 110
4 206.0 779184 21.3 107
5 205.0 743547 20.4 102
6 207.0 788281 21.6 108
7 195.0 802682 22 110
8 205.0 783514 21.5 107
9 203.0 762622 20.9 104
10 208.0 779325 21.3 107
11 199.0 735466 20.1 101
12 194.0 747397 20.5 102
Promedio 106
Desviacion estandar 3
RSD (%) 3
Limite inferior 101
Limite superior 110
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Anexo 33 - Tiempo 30 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 5 - 30 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 206.0 756734 20.7 104
2 209.0 727662 19.9 100
3 201.0 772645 21.2 106
4 206.0 732036 20 100
5 205.0 788022 21.6 108
6 207.0 779183 21.3 107
7 195.0 798223 21.9 109
8 205.0 769702 21.1 105
9 203.0 754600 20.7 103
10 208.0 729580 20 100
11 199.0 774482 21.2 106
12 194.0 755802 20.7 103
Promedio 104
Desviacion estandar 3
RSD (%) 3
Limite inferior 100
Limite superior 109
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Anexo 34 - Tiempo 45 minutos de perfil de disolucion medicamento de prueba en

solucion buffer pH 6.8 o fluido intestinal simulado sin enzima USP

tiempo 6 - 45 minutos
peso (mg) Area mg/tab Recupog)racién
1 206.0 789620 21.6 108
2 209.0 763080 20.9 104
3 201.0 816516 22.4 112
4 206.0 783551 215 107
5 205.0 750488 20.5 103
6 207.0 761037 20.8 104
7 195.0 788938 21.6 108
8 205.0 766037 21 105
9 203.0 769560 21.1 105
10 208.0 739326 20.2 101
11 199.0 770912 21.1 106
12 194.0 753616 20.6 103
Promedio 106
Desviacion estandar 3
RSD (%) 3
Limite inferior 101
Limite superior 112
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