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CAPITULO I: PROBLEMA

1.1 Introduccion

El presente trabajo de investigacion plantea la adaptacion de una metodologia analitica de
una disolucién de azitromicina tabletas recubiertas de 500mg, para el desarrollo de un método que
permita la elaboracion de un perfil de disolucion comparativo entre un medicamento multiorigen
y el de referencia, desarrollado en un laboratorio farmacéutico nacional. Por lo tanto, se pretende
proporcionar un método analitico validado, que cuente con la evaluacion de los pardmetros de
desempefio exigidos por parte del Ministerio de Salud de Costa Rica, contemplando asi:
especificidad, linealidad e intervalo del sistema, linealidad e intervalo del método, exactitud y

precision®.

De acuerdo con el Ministerio de Salud de Costa Rica, el desarrollo de los perfiles de
disolucién debe corresponder a las condiciones fisiologicas del organismo, para lo cual se deberan
utilizar pHs con similitud al jugo gastrico, intestinal y un pH intermedio. Por esta razén, se
desarrollara y validara un método analitico para una solucion amortiguadora de acetato de pH 4.5,
una solucién amortiguadora de fosfato a pH 6.8 y una solucién de acido clorhidrico a pH 1.2,
empleando un cromatografo liquido de alta resolucidn para la determinacion analitica del contenido
de azitromicina (API), con tiempos de muestreo de 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos, segun lo
recomendado por parte del Ministerio de Salud de Costa Rica para formas dosificadas de liberacion
inmediata®. Posteriormente, se procedera a verificar la metodologia analitica evaluando 12
unidades de Zithromax®, considerado como el medicamento de referencia a utilizar por parte del

Ministerio de Salud de Costa Rica®.

Antes de desarrollar la validacion, se deben determinar los porcentajes de disolucion
maximos y minimos que se obtendran del perfil de disolucion, tanto del medicamento genérico
como del innovador, con el fin de conocer el rango a utilizar en la validacion, ya que este debe

garantizar datos fiables dentro del intervalo de trabajo. La validacion para las muestras se realizara
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mediante la adicion de estandar con placebo, que corresponde a la mezcla con todos los
componentes de la matriz de la muestra sin el principio activo a determinar, para posteriormente
enriquecer el placebo con estandar?. Lo anterior se hara a cinco niveles de concentracion diferentes,
tanto para los estandares como para las muestras, de acuerdo con los valores maximos y minimos
obtenidos en el método analitico para los tres medios de disolucion del perfil, elaborando

estandares y muestras por triplicado para cada uno los niveles.

1.2 Planteamiento del Problema

La azitromicina es un antibiético macrélido de subclase azida, utilizado en el tratamiento
de bronquitis, infecciones cutaneas, faringitis, amigdalitis y neumonias*, activo frente a una amplia
gama de microorganismos gram-positivos y gram-negativos. De acuerdo con el Centro de
Informacién Tecnoldgica y apoyo a la Gestion de la Propiedad Industrial®, este farmaco se ha
convertido en el antibiotico mas vendido a nivel mundial; su interés sanitario radica en su baja
biodisponibilidad, dando lugar a variabilidad intra e interindividual, atribuido a una disolucion
erratica en el tracto gastrointestinal por su baja solubilidad en solventes acuosos, limitando asi su

absorcién®.

La disolucion de un medicamento administrado por via oral es un prerrequisito para su
posterior absorcion en el organismo, las caracteristicas fisicoquimicas del principio activo, los
excipientes y la tecnologia empleada para el desarrollo de las formulaciones influyen en el proceso
de liberacién in vitro de un farmaco. Los medicamentos genéricos requieren el desarrollo de
estudios in vivo e in vitro, que demuestren su capacidad de aportar la misma cantidad de principio
activo que el medicamento de referencia, siendo este Gltimo util cuando la disolucion del
medicamento es el paso limitante en el proceso de absorcion®. Los perfiles de disolucion
comparativos permiten determinar el porcentaje de principio activo que se disuelve con respecto al
tiempo bajo condiciones controladas, logrando establecer la existencia de semejanzas entre
medicamentos que son equivalentes farmacéuticos, permitiendo asi ser un marco de referencia para

determinar el posible comportamiento del medicamento’.
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El Laboratorio Farmacéutico Nacional, donde se llevara a cabo el trabajo de investigacion,
pretende evaluar si su formulacion de tabletas recubiertas de azitromicina de 500mg es
bioequivalente con respecto al medicamento innovador. Sin embargo, para este proceso primero
realizard estudios in vitro, que permitiran evaluar su formulacion contra el medicamento de
referencia segun el Ministerio de Salud, para posteriormente desarrollar estudios in vivo. Para
cumplir este objetivo, es necesario desarrollar un método analitico debidamente validado para la
elaboracion del perfil de disolucion comparativo; es por esta razon que el presente trabajo de
investigacion pretende implementar una metodologia analitica validada para el desarrollo de

perfiles de disolucion comparativos, y ante esto surge la siguiente pregunta:

¢La metodologia analitica para el desarrollo del perfil de disolucién comparativo de azitromicina

tabletas recubiertas de 500mg a desarrollar permitird demostrar datos validos y confiables?

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Desarrollar la validacion y adaptacion de un método analitico para un perfil de disolucién
de azitromicina tabletas recubiertas de 500mg por cromatografia liquida de alta resolucién, en un

laboratorio farmacéutico nacional.

1.3.2 Objetivos Especificos

Desarrollar, a partir del método interno utilizado en el Laboratorio Farmacéutico Nacional
para la prueba de disolucién de tabletas recubiertas de 500mg de azitromicina, un método que
permita la aplicacion de un analisis de un perfil de disolucién comparativo empleando los medios
de disoluciénapH 1.2,4.5y 6.8.
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Demostrar el cumplimiento de las caracteristicas de desempefio de validacion analitica
para la metodologia del perfil de disolucion de Azitromicina tabletas recubiertas de 500mg al

departamento de Control de Calidad.

Comprobar las caracteristicas de desempefio del perfil de disolucion en un producto
farmacéutico (Azitromicina) de referencia oficial del MINSA.

1.4 Justificacion

La adquisicién de medicamentos representa un presupuesto importante del PIB de un pais;
tanto la Organizacién Mundial de la Salud como la Organizacion Panamericana de Salud
promueven la compra de medicamentos genéricos, con el fin de incentivar la contencion del gasto®
al ser mas asequibles, tanto para los pacientes como para los sistemas sanitarios del pais, atribuido
a la menor inversion econdmica que representa para el laboratorio farmacéutico que lo desarrolla,
en comparacion con el medicamento innovador. Sin embargo, los productos genéricos deben
mostrar su equivalencia terapéutica mediante estudios in vitro y/o in vivo contra un medicamento
innovador o de referencia, con la finalidad de garantizar el acceso a medicamentos de calidad,

seguros y eficaces, asegurando asi la equivalencia terapéutica del medicamento multifuente®.

Posterior a la administracion oral de una forma farmacéutica sélida, su absorcion dependera
de la liberacion del principio activo, de la disolucion en los jugos digestivos y de su permeabilidad
en el tracto gastrointestinal; por lo tanto, un perfil de disolucién comparativo permite orientar el
comportamiento del medicamento in vivo, ya que para lograr una adecuada absorcion de este es
necesario que se encuentre disuelto en el fluido bioldgico donde se presenta su absorcion. Es por
esta razdén que los estudios de disolucién in vitro resultan utiles para la evaluacion del
comportamiento de una formulacion de productos equivalentes farmacéuticos antes de la

realizacion de estudios in vivol.

21



Los métodos analiticos implementados en un laboratorio farmacéutico deben asegurar la
obtencion de resultados validos y confiables; la validacion de estos conlleva al establecimiento de
evidencia documental bajo estudios sistematicos, y que permitan demostrar que dicha metodologia
presenta las caracteristicas de desempefio aptas para el cumplimiento de las aplicaciones analiticas
que se pretenden realizar, permitiendo asi la obtencion de datos reproducibles y fiables dentro de
los intervalos de trabajo establecidos. Es por esta razon que surge la necesidad, para dicho
laboratorio farmacéutico nacional, de desarrollar y validar la metodologia analitica para la
elaboracion del perfil de disolucion comparativo de azitromicina tabletas recubiertas de 500mg,

propiciando asi el desarrollo de esta tesis.

Su relevancia social radica en la necesidad por parte de la poblacién en acceder a
medicamentos menos costosos, que cuenten con los estandares de calidad, que certifiguen que su
efecto terapéutico en la poblacién serd el mismo que el medicamento original. De acuerdo con
Frailel?, segun datos del mercado farmacéutico en Costa Rica, el Antibac®, un medicamento
genérico cuyo principio activo es azitromicina, se encuentra dentro de los diez productos que
registran mayor venta en las farmacias del pais, y no asi el medicamento original, lo que refleja la
preferencia por parte de la poblacion en adquirir medicamentos genéricos atribuido a su menor

costo.

Ademas, de acuerdo con el MINSA! 12| |a azitromicina, al considerarse un farmaco de
riesgo sanitario, debera presentar estudios de perfiles de disolucién comparativos y bioequivalencia
in vitro e in vivo para los medicamentos que pretendan registrarse en el pais, y para optar por la
renovacion del registro sanitario en caso de encontrarse registrados. Dentro de la documentacién a
presentarse, se debera adjuntar el informe de validacion del procedimiento analitico implementado
en el desarrollo de dichos perfiles de disolucion'. Por lo tanto, el desarrollo y la validacion del
perfil de disolucion son necesarios para dicho establecimiento farmacéutico, si pretende seguir

comercializando un medicamento genérico cuyo principio activo es azitromicina.
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1.5 Antecedentes

Este apartado se emplea como un marco de referencia en la tesis a desarrollar, exponiendo
lo que se ha publicado y realizado, referente a pardmetros de desempefio evaluados y la descripcion
de procedimientos empleados en la validacion de métodos analiticos, centralizdndose en las
pruebas de perfiles de disolucion comparativos a través de la historia, a nivel nacional e

internacional.

1.5.1 Antecedentes Internacionales

Rojas?3, en su tesis: “Validacion de método analitico para test de disolucion con objetivo de
realizar estudio de bioexencion de levofloxacino comprimidos recubiertos de 500 y 750mg",
desarrolla la validacion analitica del método de disolucidn y la cuantificacion de los comprimidos
de levofloxacino de liberacién inmediata de 500mg y 750mg en un laboratorio en Chile, con la
finalidad de que el establecimiento farmacéutico acceda a una bioexencion con el medicamento
genérico que fabrica, para lo cual debera realizar perfiles de disolucion comparativos a pHs de 1.2,
4.5y 6.8 entre el medicamento genérico y el de referencia, que corresponde a Tavanic® de Sanofi
Aventis. Sin embargo, para este deberén desarrollar una validacion del método analitico, y en la
misma tesis se concluye que la metodologia analitica cumple con las caracteristicas necesarias para

demostrar que el método es apto.

Duquel*, en su tesis "Validacion de una metodologia analitica y estudio de cinética
liberacion-disolucion de quetiapina como analisis preliminar para optar a estudio de bioexencion™,
implemento y ejecuto la validacion de la metodologia analitica para la evaluacion de la similitud
de perfiles cinéticos de liberacion-disolucion de dicho farmaco, como un analisis preliminar para
optar por un estudio de bioexencidn entre comprimidos recubiertos de quetiapina de 200mg y como
producto de referencia Seroquel®, llevado a cabo en Laboratorios Davis S.A. de Santiago de Chile.

Los resultados de la validacion mostraron cumplimiento con los criterios de aceptacion segun las
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BPM vy el Instituto de Salud Publica, respecto a los perfiles cinéticos de liberacion-disolucion se
presentd similitud entre los comprimidos recubiertos de quetiapina de 200mg y el Seroquel®.

Quesada®®, en su tesis “Influencia de los solventes en el desarrollo del método
espectrofotométrico para la cuantificacion de azitromicina en comprimidos™. Realizada en la
Universidad Central del Ecuador, determiné la influencia de ciertos solventes empleados en la
industria farmacéutica para el desarrollo de un método espectrofotométrico, que permitiera
cuantificar azitromicina en comprimidos. Los resultados indicaron que el metanol con &cido
clorhidrico 0,1N y &cido sulfirico, permitid disolver exitosamente el principio activo, sin mostrar
interferencias en el andlisis de dicha formulacion. Se evalu6 la linealidad, exactitud, precision,
especificidad y robustez del método, y como verificacion se comparo la metodologia analitica con
el método propuesto por la USP y este no mostré diferencias significativas; por lo tanto, se

concluye que dicha metodologia cumple con las caracteristicas de desempefio para su fin propuesto.

Mora et al.®, en su investigacion “Validacion de una metodologia analitica para la
cuantificacion de naproxeno en estudios de reparto liquido/liquido mediante espectrofotometria
ultravioleta”, hecha en la Universidad Nacional de Colombia, realizaron la validacion de la
metodologia analitica para la cuantificacion de naproxeno en medios acuosos de pH 1.2 y 7.4 por
espectrofotometria UV-V, donde se evalud la especificidad, linealidad, precision, repetibilidad del
instrumento y método. El analisis estadistico demostré que la metodologia analitica para cuantificar
naproxeno a pH 1.2 y 7.4 cumplia con los parametros que se evaluaron; por lo tanto, se concluye

que el método propuesto es adecuado en los dos buffers utilizados.

1.5.2 Antecedentes Nacionales

Castiglionil’ presento su tesis titulada ~ Evaluacion del impacto de resultados S2 en las
pruebas de disolucion farmacopeica de farmacos multiorigen presentes en la lista de medicamentos

priorizados y que deben demostrar equivalencia terapéutica in vitro”, para lo obtencién del grado
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de maestria académica en Analisis y Control de Calidad de Medicamentos en la Universidad de
Costa Rica, en el 2019, cuya finalidad era evaluar la variabilidad en la prueba de disolucion de

distintos lotes de ibersartan de la Caja Costarricense de Seguro Social.

Contempla la descripcion del proceso de validacion en un medio de pH 6.8, de acuerdo con
los requisitos establecidos por parte del MINSA, para el desarrollo de una validacién de un perfil
de disolucién de ibersartan, para su posterior comparacion con el medicamento de referencia en el
pais. Se concluye que los lotes empleados corresponden a equivalentes terapéuticos in vitro en un
medio amortiguador de fosfato pH 6.8 de acuerdo con los factores f1 y f2 obtenidos; ademas, la
validacion del método analitico empleado cuenta con las caracteristicas de desempefio adecuadas

para el cumplimiento de la prueba analitica®’.

1.5.3 Antecedentes Histéricos

1.5.3.1 Consejo Internacional para la Armonizaciéon de Requisitos Técnicos para

Productos Farmacéuticos de Uso Humano (ICH)

Creado en abril de 1990, bajo una reunion organizada por EFPIA en Bruselas, impulsada
por tragedias presentadas por la comercializacion de productos farmacéuticos, como la talidomida
en Europa, mostrd la importancia de realizar la evaluacién de los medicamentos antes de su
comercializacion; esto trajo consigo la implementacion de leyes, directrices y reglamentos en las
décadas de 1960 y 1970, con la finalidad de evaluar la seguridad, calidad y eficacia de aquellos.
Sin embargo, las diferencias respecto a los requisitos técnicos entre paises ocasionaron la
duplicacion de pruebas, que implicaron costos econdmicos y una mayor extension de tiempo para

la comercializacion de farmacos a nivel internacional'® 1°.

Esto busco una armonizacion dentro de la Comunidad Europea en 1980. Su éxito mostro

que era posible una armonizacion entre Europa, Japon y Estados Unidos de América; de esta
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manera se origino la ICH, cuyo objetivo es armonizar a nivel mundial los requisitos que garanticen
el desarrollo, registro y mantenimiento para la comercializacion de medicamentos de calidad,
seguros y eficaces en la Comunidad Europea, Estados Unidos de América y Japdn, considerando
los recursos y altos estandares de calidad que deben cumplir los productos farmacéuticos. Sin
embargo, es hasta octubre del 2015 que se instaura como una asociacion internacional y una entidad

legal bajo la ley suiza®.

La ICH cuenta con una guia de validacion de procedimientos analiticos, la cual identifica y
establece las caracteristicas que deben considerarse para la validacion de métodos analiticos
necesarios para la comercializacion dentro de la Comunidad Europea, Estados Unidos de América
y Japén. Creada en octubre de 1993 por parte del comité directivo de la ICH, ha sufrido distintas
modificaciones hasta el establecimiento de la ultima guia vigente en el 2005, renombrada como

guia de validacion de procedimientos analiticos: texto y metodologia, codificada como Q2 (R1)%.

1.5.3.2 Ministerio de Salud de Costa Rica (MINSA)

El MINSA, con el propdsito de establecer las directrices para la validacion de distintos
procedimientos analiticos, empleados en el analisis de productos farmacéuticos, desarroll6 bajo el
decreto No 29968-S el reglamento para la validacion de métodos analiticos requeridos para el
Registro Sanitario de Medicamentos, que contempla los requisitos minimos que se deben presentar
para la validacién de un procedimiento analitico, segun sea su necesidad o prueba a desarrollar,
que permita el registro sanitario de dicho medicamento??. Ademas, el MINSA suministré una guia
para la validacién de métodos analiticos, que indica las directrices a seguir segun la prueba analitica

a desarrollar 1.

En agosto del 2009 se publica la "Guia técnica para la presentacién y evaluacion de los
estudios de perfiles de disolucion comparativos™, la cual define los lineamientos a seguir para el

desarrollo de perfiles de disolucion comparativos, incluyendo la metodologia y criterios
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estadisticos a emplear, para el analisis de datos experimentales obtenidos en los estudios de perfiles
de disoluciéon comparativos, en concordancia con lo establecido en el Reglamento para el Registro
Sanitario de los Medicamentos que requieren demostrar equivalencia terapéutica®, el cual indica
que los productos farmacéuticos multiorigen que se encuentren dentro del listado priorizado

deberan demostrar su equivalencia terapéutica’2.

1.5.3.3 Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA)

Con la finalidad de buscar una integracion econémica en Centroamérica, se establecen las
directrices para la validacion de métodos analiticos fisicoquimicos y microbiolégicos empleados
para controlar la calidad de los medicamentos, cuyo reglamento entra en vigencia en noviembre
del 2009, mediante la resolucién N° 188-2006 (COMIECO XL) del Reglamento Técnico
Centroamericano RTCA 11.03.39:06 Productos Farmacéuticos, el Reglamento de validacion de
métodos analiticos para la evaluacion de la calidad de los medicamentos, el cual debe ser aplicado
a todas las metodologias analiticas oficiales y no oficiales, para el cumplimiento de normativas

vigentes respecto a las buenas précticas de manufactura y buenas practicas del laboratorio?.

1.5.3.4 Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP)

La USP es una organizacion cientifica independiente sin fines lucrativos, centralizada en la
seguridad y calidad de medicamentos, suplementos dietéticos y alimentos®, publicada por primera
vez en 1820, que nace atribuida a una necesidad de estandarizar y armonizar informacion respecto
a los medicamentos, la cual, debido a su amplia utilizacion dentro del sector farmacéutico, fundo
en 1990 la Convencidn de la Farmacopea de los Estados Unidos de América, que ha desarrollado
programas para la confeccién de materiales de referencia, una constante revisién de sus
monografias, incorporacion de nuevos farmacos y normalizacion con distintas farmacopeas y

organizaciones?®,
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Al armonizar en lo posible con la directriz tripartita sobre la validacion de procedimientos
analiticos de ICH, la USP establece, en el capitulo <1225>, la validacion de procedimientos
compendiados, la cual indica los parametros requeridos para la validacion de métodos analiticos,
segun el procedimiento a desarrollar, proporcionando documentacion completa sobre la validacion
de distintos métodos analiticos?’, que es considerada como un marco de referencia oficial en el

pais.

1.5.3.5 Organizacion Mundial de la Salud (OMS)

La OMS es una autoridad directiva y coordinadora sanitaria en el sistema de las Naciones
unidas, encargada de promover el desarrollo, fomentar la seguridad sanitaria, fortalecer los
sistemas de salud y promover la investigacion e informacion?, Ella surge tras una reunion en 1945,
conformada por una serie de diplomaticos, con la finalidad de establecer una Organizacién Mundial
de la Salud, lo que desencadenaria con la entrada en vigor de la constitucién de la OMS el 7 de
abril de 1948%,

Asi mismo, esta organizacién, en su informe técnico 32 de 1992, anexo 5 sobre validacién
de los procedimientos analiticos en la industria farmacéutica, indica la finalidad de la validacion
de los métodos analiticos, describe la presentacion de datos, las caracteristicas de los

procedimientos analiticos y las que se deben considerar para cada una de las distintas pruebas®.

1.5.3.6 Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA)

LA FDA surge a partir de la ley de la pureza de los alimentos y medicamentos en 1906,
gracias a los esfuerzos de Harvey Washington Wiley3!. Esta organizacion pretende proteger y
promover la salud publica, ademas de enfrentar los desafios de innovacion a nivel industrial,
ademas esta organizacion corresponde a un marco de referencia en temas de disolucion en la

industria farmacéutica.
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En su "Guia para la industria: pruebas de disolucion de formas de dosificacion oral sélidas
de liberacion inmediata”, pretende promover recomendaciones para el desarrollo de pruebas de
disolucidén, enfoques para el establecimiento de sus especificaciones, métodos estadisticos que
permiten la comparacion de perfiles de disolucion y los requerimientos necesarios para acceder a
una exencion de un estudio de bioequivalencia in vivo. Ademas, hace recomendaciones en las
pruebas de disolucion para el aseguramiento de la calidad de los medicamentos posterior a cambios

en su aprobacion respecto a procesos de fabricacion®,

29



CAPITULO II: MARCO TEORICO

El siguiente apartado pretende abarcar los términos necesarios para la comprension y
andlisis de aspectos asociados con el desarrollo de la investigacion. De acuerdo con Hernandez et
al.34, consiste en la integracion de la informacion que se ha recopilado, permitiendo la orientacion
para elaborar la investigacion y la interpretacion de los resultados, al contextualizarlos dentro de

un conjunto de conocimientos que se poseen sobre el problema.

2.1 Industria Farmacéutica

La industria farmacéutica es uno de los sectores empresariales mas rentables e influyentes
a nivel mundial®, el cual constituye un elemento esencial dentro de los sistemas de asistencia
sanitaria; se encarga del descubrimiento, desarrollo, fabricacion, control de calidad y
comercializacion de medicamentos empleados para curar, prevenir Yy detener distintas
enfermedades y alteraciones, tanto en seres humanos como en animales. Su desarrollo se basa en
la investigacion continua y el descubrimiento de moléculas que presenten propiedades

farmacéuticas atractivas seguras y eficaces®.

Esta constituida por grandes organizaciones gubernamentales o particulares dedicadas a la
investigacion y desarrollo (1+D), lo que ha propiciado distintos descubrimientos cientificos y
tecnoldgicos, permitiendo el desarrollo de productos farmacéuticos innovadores, que demuestren
actividades terapéuticas mas eficaces y que generen una menor cantidad de efectos secundarios.
Algunas compariias farmacéuticas se encargan de la fabricacion de produccién primaria, las cuales
elaboran productos quimicos farmacéuticos en grandes cantidades, mientras que otras compafiias
se encargan de la produccion destinada a uso médico y consumo final, empleando métodos
estandarizados y certificados; dentro de este sector se encuentra la elaboracion de productos
medicamentosos dosificados en distintas formas farmacéuticas, como lo son: dvulos, pastillas,

capsulas, inyectables, suspensiones, entre otros®’.
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Los laboratorios farmacéuticos se encuentran constituidos por factores sociales, cientificos
y econdmicos. Por lo tanto, muchas compafiias farmacéuticas comercializan sus productos tanto
en el mercado interno como externo; es por ello que sus actividades se encuentran ampliamente
reguladas por las respectivas autoridades sanitarias y organismos nacionales e internacionales, con
politicas que aseguren la integridad de sus operaciones industriales, permitiendo asi garantizar la
seguridad, calidad y eficacia de los productos comercializados®.

Debido a la alta inversion econdmica asociada a los gastos de investigacion y desarrollo,
comercializacion, fabricacién y control de calidad, los laboratorios farmacéuticos que han
desarrollado un medicamento innovador tienen a su disposicion derechos de patentes, lo que quiere
decir que tienen el permiso de comercializar, de manera exclusiva, los medicamentos o farmacos
durante cierto periodo, y una vez finalizado este, cualquier laboratorio farmacéutico que cumpla

con el marco regulatorio puede hacer uso del principio activo para el desarrollo del medicamento®.

2.1.1 Historia de la Industria Farmacéutica

La industria farmacéutica surge a partir de actividades asociadas a la obtencion y desarrollo
de sustancias medicinales. A partir del siglo XIX boticarios, quimicos o duefios de herbolarios
recolectaban de manera local, o incluso de otros continentes, partes secas de distintas plantas; los
especieros se encargaban de la importacion de productos con fines medicinales, destacando el opio
de Persia o la ipecacuana de Suramérica. Los comerciantes de aceites y gomas comercializaban
productos quimicos y minerales que eran utilizados por parte de los boticarios y quimicos para la
elaboracion de extractos, mezclas, tinturas, lociones, pomadas, pildoras, entre otros que se

comenzaron a comercializar a granel®’.

La investigacion de distintas plantas permitio la extraccion de principios activos empleados
en la elaboracion de diversos productos medicinales. Sin embargo, los extractos de quina, opio,

belladona, centeno cornudo y digitalina comenzaron a presentar variaciones en cuanto a su
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actividad farmacoldgica. Durante 1820, Joseph Pelletier logra aislar alcaloides como atropina,
quinina y estricnina, permitiendo normalizar la extraccion comercial de estos principios activos.
La compafiia farmacéutica T.H. Smith Ltd., en Edimburgo, Escocia, fue una de las primeras
compafiias que logré la extraccion de alcaloides de manera comercial; los esfuerzos quimicos
permitieron la difusion de pruebas quimicas en las farmacopeas, obligando asi a los fabricantes de
estos productos el establecimiento de laboratorios®’.

Por tanto, fue asi como los principios activos y medicamentos quimicos bajo las exigencias
farmacoldgicas, microbioldgicas y bioquimicas comenzaron a sufrir una serie de transformaciones
en su naturaleza y fisionomia, donde las raices, cortezas, hojas, semillas y frutos a partir de los
cuales se elaboraban remedios en las droguerias comenzaron a desaparecer durante el siglo XIX,
para dar paso a medicamentos desarrollados bajo los pilares de la ciencia, estética e industria. Los
avances en materia cientifica a lo largo de la historia han permitido la resolucion de problemas de
indole farmacocinética, fisiologica y técnica (sabores y olores desagradables, problemas respecto

a su solubilidad, disgregacion, biodisponibilidad) a partir de recursos farmacotécnicos®.

En 1885, la compafiia farmacéutica Bayer comercializa como analgésico el primer farmaco
semisintético, la acetofenidina, bajo la marca Phenacetin, del cual deriva el paracetamol, que
actualmente se emplea como analgésico. En 1899, dentro del laboratorio farmacéutico de esta
misma compafiia, se logra aislar el acido acetilsalicilico, comercializandose a nivel mundial como

Aspirina®, marcando asi la historia de la historia de la industria farmacéutica®.

2.1.2 Buenas Précticas de Manufactura

Constituyen un conjunto de normas que deben ser implementadas, por parte de los
laboratorios farmacéuticos, para asegurar la calidad de los medicamentos, las cuales deben ser
supervisadas por parte del Estado como ente regulador®. De acuerdo con la OMS?®, corresponden

al aspecto de garantia de calidad que garantiza el control y la fabricacion de medicamentos de

32



acuerdo con a los estandares de calidad adecuados para su uso, y segun las especificaciones del
producto. La industria farmacéutica debe cumplir una serie de principios y directrices que permitan
asegurar la calidad, seguridad y eficacia de los productos, para lo cual considera los siguientes

puntos?.

e Organizacion y personal

o Edificios e instalaciones

e Equipo

e Materiales y productos

e Documentacion

e Produccion

e Garantia de calidad

e Control de calidad

e Produccion y analisis por contrato

e Validacion

e Quejas, reclamos y retiro de productos
e Autoinspeccion y auditorias de calidad

e Vigilancia y verificacion.

2.1.3 Buenas Practicas de Laboratorio

De acuerdo con la OMS*, su propdsito es promover la obtencion de datos de calidad, asi
como proporcionar una herramienta que garantice la gestion de estudios del laboratorio, incluyendo
su desarrollo, presentacion de informes y archivo. Sus principios se consideran un conjunto de
estandares que aseguran la integridad y calidad de los estudios elaborados (de los cuales se debe
garantizar la trazabilidad de los datos), para lo que se deben asignar roles y responsabilidades para

el mantenimiento de una buena gestion operativa de los estudios; por lo tanto, esta organizacion
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enfatiza la importancia en los puntos descrito en el cuadro 1, los cuales corresponden a recursos,

procedimientos, resultados y la gestion de garantia de calidad.

Cuadro 1. Descripcion de la gestion de estudios de laboratorio

Puntos Descripcion
Recursos Personal, la organizacion, las instalaciones y el equipo
Procedimientos Elaboracion de protocolos y procedimientos operativos estandar
Resultados Informes finales y archivos
Garantia de calidad Seguimiento de los procesos de investigacion

Fuente: elaboracion propia a partir de referencia®.

2.1.4 La Industria Farmacéutica en Costa Rica

Las exportaciones en el pais han crecido un 26%, tras comparar el primer semestre del 2021
respecto al primer semestre del 2020*, las cuales representan uno de los incrementos mas grandes
durante los ultimos cinco afios. El sector farmacéutico ha sido uno de los grupos beneficiados: de
acuerdo con PROCOMER®?, las exportaciones en el pais por parte del sector quimico farmacéutico
experimentaron un incremento del 10% durante enero a octubre del 2021, tras su comparacién

respecto al mismo periodo durante el afio 2020.

Respecto a la adquisicion de productos farmacéuticos por parte de la poblacion nacional,
aproximadamente un 70% de estos son costeados por medio de la Caja Costarricense de Seguro
Social, correspondiendo al 30% restante los gastos reportados por medicamentos adquiridos en los
servicios de salud privados. En el pais se comercializan mas de 3 000 productos, de estos los
innovadores representan el 27%, los genéricos de marca corresponden al 66,5% Yy sin marca el

6,5%; esto muestra un valor en el mercado aproximado de USD de $351 270 139%,
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Costa Rica importa cerca del 60% de los medicamentos, y solo un 40% se elaboran de
manera local**. La cadena de valor de medicamentos en Costa Rica exhibe un alto grado de
complejidad, asociada a la gran cantidad de agentes que se encuentran incorporados en ella; esa
misma comienza a partir de los laboratorios farmacéuticos. Actualmente, en el pais se encuentran
27 compafiias encargadas de la elaboracion de medicamentos, que cuentan con laboratorio dentro
del territorio nacional, nueve de los cuales son de caracter extranjero y 18 corresponden a capital
costarricense, de los que tres pertenecen al Estado (dos de la CCSS y una del Instituto Clodomiro

Picado, adscrito a la Facultad de Microbiologia de la UCR) *°.

Entre algunos de los laboratorios farmacéuticos establecidos en el territorio costarricense,
se encuentran Abbot, Calox, Alcames, Newport Pharmaceuticals, Gutis, Raven, Chemo, Lisan,
Medipharma, Ancla y el laboratorio de Seguridad Social (que produce algunos medicamentos y
analiza la calidad de los usados de manera institucional). Tanto los laboratorios farmacéuticos
nacionales como internacionales les proporcionan los distintos medicamentos a las distribuidoras
de medicamentos, entre las cuales destacan Farmanova Intermed, CEFA, Cofasa, Cofasc, Condefa
y Technofarma; estas se encargan del abastecimiento de las diversas farmacias que se encuentran

dentro del territorio nacional, para su posterior adquisicion por parte de la poblacion®.

2.1.5 Laboratorio Farmacéutico Nacional

Atribuido a un tema de confidencialidad acordado con el establecimiento farmacéutico, no
se proporcionan detalles del laboratorio farmacéutico nacional donde se desarrollo el presente
trabajo de investigacién; por lo tanto, se proporciona una breve descripcion de esa compaifiia,

considerada como necesaria.

Es una empresa cuya mision radica en mejorar la salud de la poblacion por medio de

distintas especialidades farmacéuticas, tanto dentro del mercado nacional como internacional.
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Cumple con las buenas practicas de laboratorio, las buenas practicas de manufactura y los
estandares de calidad, que permiten asegurar la elaboracion de medicamentos seguros y eficaces;
se encarga de la fabricacion de distintas formas farmacéuticas solidas, liquidas y semisdlidas, como

lo son jarabes, tabletas, suspensiones, capsulas, cremas, gotas y geles.

La compafiia farmacéutica se enfoca en la elaboracion de medicamentos multifuentes.
Actualmente solo cuenta con un medicamento innovador; es por esta razon que a partir del 2021
comenzo el desarrollo de perfiles de disolucion comparativos, con la finalidad de evaluar su
formulacién y lograr, a futuro, la comercializacion de medicamentos equivalentes terapéuticos a

partir de estudios in vitro, que permitan dar paso al desarrollo de estudios in vivo en el extranjero.

2.2 Principio activo y Medicamento

Un principio activo es una sustancia pura, que se encuentra quimicamente definida y
caracterizada, obtenida a partir de fuentes naturales o sintetizadas en el laboratorio, que presenta
una accion bioldgica de la cual se pueden aprovechar o no sus efectos terapéuticos*®. A diferencia
suya, los excipientes son sustancias que se adicionan de manera intencional a la formulacién de
una forma farmacéutica distinta del principio activo, lo que permite su preparacion, mejora su
estabilidad, contribuyen a modificar las propiedades organolépticas o fisicoquimicas del principio

activo y su biodisponibilidad®’.

Un medicamento es una forma farmacéutica que se encuentra constituida por uno o mas
principios activos. Ademas de distintos excipientes necesarios en la formulacién, los medicamentos
deben contar con los controles analiticos (que permitan garantizar su pureza, composicion, entre
otras) farmaco-toxicologicos con respecto a su actividad y estudios sobre sus posibles efectos

adversos previo a su comercializacion?®.
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2.2.1 Medicamento Innovador

De acuerdo con la OMS*, los medicamentos innovadores son aquellos que cuentan con
estudios que garantizan su calidad, seguridad y eficacia en estudios previos y posteriores a su
comercializacion; por lo tanto, son la primera opcion para emplearse como medicamentos de
referencia. Sin embargo, en caso de que los mismos no se encuentren en el mercado o no se puedan
obtener facilmente, se puede considerar como medicamento de referencia el producto farmacéutico
mas utilizado (medicamento lider) o el que se introdujo por primera vez en el mercado. Una
autoridad reguladora nacional puede designar al medicamento de comparacion, considerando en

orden de preferencia los siguientes aspectos:

e Un producto innovador cuya seguridad, calidad y eficacia han sido demostradas, y
cuente con autorizacion para su comercializacién nacional.

e Un producto lider en el mercado donde se comercializa.

e Un producto de comparacion recomendado por la OMS, el cual debe encontrarse
incluido en la lista internacional de productos de comparacion, o el sugerido en el
contexto del equipo de precalificacion.

e Un producto innovador que ha sido aprobado por parte de una autoridad regulatoria
estricta, es decir, un pais que se encuentre asociado a la ICH.

e Un producto que ha sido aprobado en un pais asociado a la ICH.-

2.2.2 Medicamento Genérico/Multiorigen

El constante aumento del gasto en medicamentos a nivel mundial, atribuido al crecimiento
poblacional e incremento en la esperanza de vida de la poblacién, ha repercutido en el presupuesto
por parte de los gobiernos, generando preocupaciones dentro de los sistemas de seguridad social,
autoridades sanitarias y en la poblacion en general; esto ha originado la basqueda de alternativas

que contribuyan a reducir su impacto en la economia, una alternativa es la adquisicion de
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medicamentos conocidos por la mayor parte de la poblacion como medicamentos genéricos,

denominados dentro del mercado farmacéutico como medicamentos multiorigen o multifuentes®.

Un medicamento genérico es un producto farmacéutico que contiene un principio activo
conocido y desarrollado por otra entidad, el cual cuenta con ensayos clinicos elaborados por el
medicamento innovador, permitiendo asi demostrar su eficacia y seguridad hacia la poblacién; por
lo tanto, un medicamento genérico presenta un menor costo econémico atribuido a su menor
inversion en los procesos de desarrollo y comercializacién, en comparacion con el medicamento

innovador®.

Por lo tanto, un medicamento genérico es un equivalente farmacéutico, al contener
cantidades idénticas de los mismos principios activos del producto farmacéutico al que es
equivalente, en idéntica forma farmacéutica y via de administracion, pero puede diferir en cuanto
a los excipientes empleados y en su proceso de fabricacion; por ello no necesariamente presenta
los mismos efectos terapéuticos en la poblacion*®. EI RTCA 11.03.59:11 Productos farmacéuticos,
medicamentos para uso humano. Requisitos de registro sanitario® emplea el término producto
farmacéutico multiorigen y lo conceptualiza como un medicamento equivalente farmacéutico o
una alternativa farmacéutica que podria 0 no ser un equivalente terapéutico, y si un producto

farmacéutico multiorigen es equivalente terapéutico este se considera intercambiable.

De acuerdo con el Reglamento de inscripcion, control, importacién y publicidad de
medicamentos de Costa Rica®?, dos equivalentes farmacéuticos pueden demostrar distinta actividad
farmacoldgica y biodisponibilidad. Segun Alvarez Heredia®, la biodisponibilidad de un farmaco
se define como la cantidad y velocidad en que el principio activo se absorbe a partir de la forma
farmacéutica que lo contiene y llega al sitio de accion farmacoldgica; este se puede expresar como

la fraccion de medicamento administrada capaz de llegar a circulacion sistémica.
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Los estudios de bioequivalencia permiten determinar la velocidad y cantidad de principio
activo que pasa de una determinada forma farmacéutica a circulacién sistémica, ademas de llevar
a cabo la comparacion respecto a la biodisponibilidad de dos formulaciones que contienen la misma
cantidad de principio activo, permitiendo asi establecer la bioequivalencia terapéutica y, por lo

tanto, intercambiabilidad de dos medicamentos®®.

2.3 Tabletas recubiertas

Una tableta es una forma farmacéutica sélida constituida por uno o varios principios activos
y sus excipientes; su recubrimiento constituye un proceso por el cual se aplica un material a la
superficie de la tableta, que permite brindar ciertas caracteristicas que se desean para ese material
segun sea su necesidad, como mejorar sus propiedades organolépticas, facilitar su deglucion,
mejorar la estabilidad del farmaco al protegerlo del ambiente externo, proteger el principio activo
contra el ambiente gastrico y mejorar la resistencia mecanica del medicamento®. Estas pueden
encontrarse cubiertas por una 0 mas capas de una mezcla de distintas sustancias como resinas,

plastificantes, gomas de aztcar, entre otras®.

2.4 Antibioticos

De acuerdo con Paredes et al®®, los antibiGticos son sustancias quimicas que se obtienen a
partir de distintas especies de microorganismos que desarrollan actividad antimicrobiana; estos
constituyen un elemento clave para combatir las enfermedades infecciosas, permitiendo
reducciones en la tasa de morbimortalidad asociadas a estas patologias®’; su obtencion se presenta
de manera natural a partir de cultivos de microorganismos, los cuales pueden ser hongos o bacterias
y de manera sintética a partir de un nacleo basico de un agente de origen natural, con la finalidad

de mejorar sus propiedades o reducir los efectos no deseados®.
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Por su parte, Seija et al.®8, indica que los antibidticos constituyen un grupo de sustancias
heterogéneas que presentan distinto comportamiento farmacodinamico y farmacocinético, capaces
de ejercer una accion de manera especifica sobre la estructura o funcion del microorganismo, con
un grado minimo de toxicidad hacia las células del ser humano, pero con la capacidad de controlar
y reducir los microorganismos viables, permitiéndole al sistema inmunoldgico eliminar los
microorganismos restantes; por lo tanto, constituyen moléculas de origen natural, sintéticas o

semisintéticas capaces de inducir la muerte o inhibir el crecimiento de bacterias, virus y hongos.

2.4.1 Antibi6ticos Macrolidos

2.4.1.1 Historia

Los macrdélidos fueron descubiertos en 1942 por Gardner y Chain, quienes describieron la
pricomicina, el primer compuesto del grupo®®, pero no fue hasta 1950 que Brockmann y Henckel
lograron aislarlo de una cepa de Saccharopolyspora erythraea®®. Durante 1952, en Laboratorios Eli
Lilly, a partir de una muestra de suelo proveniente de la isla Panay en Filipinas, Mc Guire y
colaboradores obtuvieron la eritromicina® ®!, la cual fue comercializada con el nombre de
iloticina®, una polihidroxicetolactona, sintetizada por productos metabdlicos de la cepa

Saccharopolyspora erythraea®:.

En la década de 1950 se aislaron una serie de macrolidos como la carbomicina en 1952, la
leucomicina, metimicina y griseomicina en 1953, narbomicina, angolamicina, espiramicina y
oleandomicina en 1955, la miamicina en 1957, entre otros. Después se llevaron a cabo ciertas
modificaciones estructurales en este grupo, conllevando al desarrollo de subgrupos de macrélidos,
tales como los azélidos, siendo el primer miembro la azitromicina y cetolidos tal como la

telitromicina, entre otros antibidticos introducidos en la practica clinica®.
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2.4.1.2 Estructura y Clasificacion

Son compuestos que presentan, en su estructura quimica, un anillo lactdnico macrociclico
unido por medio de un enlace glucosidico a diversos desoxiazlicares aminados®*. Este término se
reserva para nombrar a la familia de antibioticos formada por compuestos que presentan un anillo

de 14, 15 o 16 4tomos de carbono®®, los cuales presentan una buena actividad antibacteriana®®.

Los macrélidos se caracterizan por ser bases débiles muy liposolubles, con una baja
estabilidad a pHs bajos, al perder aproximadamente un 90% de su actividad por cada unidad de pH
que disminuye®. La eritromicina, macrélido caracteristico, al ser el primer compuesto utilizado de
la familia®” presenta una vida media de eliminacion corta, interacciones medicamentosas®?,
irritacion gastrointestinal®® y una alta susceptibilidad al &cido gastrico; por lo tanto, su
administracion por via oral ha presentado inconvenientes al originar productos sin actividad

antimicrobiana.

En condiciones &cidas, la eritromicina sufre un ataque por parte del grupo hidroxilo que se
encuentra en la posicién 6 a la cetona, que se ubica en la posicion 9 del anillo macrolactonico, lo
que produce un hemiacetal que se deshidrata y posteriormente reacciona con el hidroxilo que se
encuentra en la posicion 12, dando origen a una unién espiroquetal fisiolégicamente irreversible y,

por lo tanto, un compuesto inactivo®® (ver figura 1).
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Figura 1. Degradacion de la eritromicina en condiciones acidas

Fuente: Fiese et al.%.

Eritrodnicing A

Erntromicina A-6.9 hemiacetal

Anhidroeritromicing
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Esto ha propiciado la sintesis de derivados semisintéticos con la modificacion estructural del
anillo de la eritromicina, mejorando sus propiedades bioldgicas y farmacocinéticas; estos se pueden
clasificar segun la cantidad de atomos de carbono que componen el anillo de la lactona
macrociclica y de acuerdo con su origen en natural o semisintético. Dicha clasificacion se puede
observar en la figura 2; entre los macrdlidos de 14 atomos se pueden encontrar la eritromicina,
oleandomicina, oxitromicina, diritromicina, fluritromicina, claritromicina, entre otros; los
macrolidos con 15 atomos de carbono son la tulatromicina, azitromicina y gamitromicina; y los
que presentan 16 atomos de carbono son la josamicina, rokitamicina, Kitasamicina, tilosina,

midecamicina, miocamicina, espiramicina y tilmicosina®’.

Figura 2. Clasificacion general de los principales antibioticos macroélidos

Macrolide antibiotics

Modithromycin (LA)

14C 16C
15C
Matural Semisynthetic Semisynthetic Natural Semisynthetic
Macrolides' Erythromycin (SA] Clarithromycin (IA) - Spiramycin (SA) Miocamycin (SA)
Oleandomycin (SA) Roxithramycin (IA) - Josamicyn (1A) Rekitamycin (SA)
Megalomicin Flurithromycin (1A) - Rosaramicin (SA) Tilmicosin (LA)
- Troleandomycin (SA) - Tylosin (5A) Tildipirosin (LA)
- Diritrhomycin (LA) - Mycinamicin Tylvalosin (5A)
- B - Carbomycin (SA) -
- - - Leucomycin (IA) -
- - - Midecamycin (SA) -
Azalides - - Azithromycin (LA) - -
- - Gamithromycin (LA) - -
- - Tulathromycin (LA) - -
Ketolides Picromycin Telithromycin (1A) - - -
- Cethromycin (1A) - -

Fluoroketolides

Solithromycin (IA)

2.4.1.3 Azitromicina

2.4.1.3.1 Historia

Fuente: Gomes et al.%°.

La azitromicina es considerada como el antibiotico méas vendido a nivel mundial, segin la

Organizacion Mundial de Propiedad Intelectual”. Fue descubierta en 1970 por parte de un equipo
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de investigadores de Pliva; desde los primeros ensayos mostré gran eficacia y capacidad de
permanecer por mayor tiempo en el tejido orgénico de animales, en comparacion con otros

antibioticos similares.

En 1981, la compariia farmacéutica presento la solicitud de patente para dicho farmaco ain
en su etapa de experimentacion, y en 1986 el laboratorio farmacéutico Pfizer logré un acuerdo de
licencia para la comercializacion de dicho medicamento a nivel mundial, bajo el nombre de
Zithromax®. No obstante, Pliva conservo el derecho de venta del medicamento en Europa central
y oriental, y no fue hasta 1988 que comenzo su comercializacion con su marca registrada bajo el

nombre de Sumamed®°.

2.4.1.3.2 Sintesis

La obtencion de la azitromicina es uno de los mayores logros en la historia cientifica croata;
la misma se sintetizO a partir de la oximacion de la eritromicina A con hidroxilamina.
Posteriormente, por medio de la transposicion de Beckmann debido al cloruro de sulfonilo alcalino,
se forma el imino éter de eritromicina A; este, al sufrir una hidrogenacion catalitica, se reduce a 9-
deoxo-9a-aza-9a-homoeritromicina A, y finalmente por medio de la reaccidn de Eschweiler-Clarke
(reaccion de metilacion) se introduce un nitrégeno en el anillo macrociclico, dando lugar a la

azitromicina. Su ruta de sintesis se puede ejemplificar en la figura 3.
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Figura 3. Sintesis de azitromicina
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Fuente: Banize Tomisiae'!.

45



2.4.1.3.3 Caracteristicas fisico-quimicas

La azitromicina es un polvo blanco o casi blanco, con un peso molecular de 748,98 g mol * se
solubiliza en cloruro de metileno y etanol anhidro, pero es practicamente insoluble en solventes
acuosos. Exhibe pseudopolimorfismo y existe de manera monohidrato y dihidrato; su forma
anhidra es inestable, al convertirse en dihidrato cuando se almacena a temperatura ambiente; de

manera monohidratada se transforma a dihidrato, el cual exhibe mayor estabilidad”?.

Su nombre quimico corresponde a 2R,3S,4R,5R,8R,10R,11R,12S,13S,14R)-13-[(2,6-
Dideoxy-3-C-methyl-3-O-methyl-a-I-ribo-hexopyranosyl)oxy]-2-ethyl3,4,10-trihydroxy-3,5,6,8,
10,12,14-heptamethyl-11-[[3,4,6-trideoxy-3-(dimethylamino)-p-d-xylo-hexopyranosyl]oxy]-1-
oxa-6-azacyclopentadecan-15-one dihydrate y CAS 117772-70-0 como forma dihidrato’. La
azitromicina, ademas de estar como materia prima en la USP, se encuentra como tabletas, capsulas,

suspension oral e inyectables™.

Este macrolido semisintético acido estable con una pKa de 8,57, perteneciente a la subclase de
antibidticos constituidos por anillo macrociclico de lactona de 15 atomos de carbono conocidos
como azalidos’®, muestra una mayor estabilidad en medio &cido, penetracion tisular y actividad
antibacteriana, ademas de una menor incidencia respecto a las reacciones adversas y una vida
media mas larga (repercutiendo en su régimen posoldgico) en comparacion con la eritromicina®”
7" compuesto quimico del cual se deriva. Su diferencia estructural radica en la sustitucion de una
molécula de nitrogeno, en lugar del grupo carbonilo en la posicion 9 del anillo de aglicona de la
molécula de eritromicina’’; como se ejemplifica en la figura 4, al carecer de dicho carbonilo, no se
produce la reaccion interna de cetalizacion, responsable de la degradacion en medio acido de la

eritromicina.
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Figura 4. Comparacion de la estructura quimica de la azitromicina y eritromicina

Erythromycin Ry Ry

A OH  OCH,
B H  OCHs
c OH OH

Azitromicina

Eritromicina

Fuente USP"8 79,

Este azélido presenta mayor actividad ante bacterias gram-negativas (Moraxella, Neisseria,
espiroquetas, Haemophilus, Chlamydia trachomatis, enterobacterias y Mycobacterium avium),
pero de manera leve una menor actividad ante cocos gram-positivos (S. aureus, Streptococcus) que

la eritromicina®.

2.4.1.3.4 Propiedades farmacocinéticas

Este antibiotico, al ser estable a los acidos gastricos, se puede administrar con el estdmago
vacio, cuya biodisponibilidad es del 37% por via oral™ 8., Tras su administracion oral, sus
concentraciones séricas son mas bajas en comparacién con la eritromicina. Debido a su rapida
distribucion hacia los compartimentos extravasculares, la azitromicina penetra muy bien en la
mayoria de tejidos a excepcion del liquido cefalorraquideo, se libera de manera lenta hacia los
tejidos, lo que ocasiona una vida media tisular de 2-4 horas, generando una prolongada fase de
eliminacidn, con una vida media de eliminacion de aproximadamente tres dias: estas caracteristicas
farmacocinéticas son las responsables de sus ventajas con respecto a su régimen de dosificacion,
en comparacion con otros macrolidos, correspondiendo asi a una pauta posoldgica cada 24 horas y

una reduccién en cuanto a la duracién del tratamiento”’.
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2.4.1.3.5 Mecanismo de accién

Comparte el mecanismo de accion antibacteriano de los macrolidos, los cuales presentan una
actividad antimicrobiana lenta, tiempo-dependiente y con efecto post-antibidtico®”; son
considerados bacteriostaticos que acttan inhibiendo la sintesis proteica ribosomal al afectar el ciclo
de alargamiento de la cadena peptidil, uniendose de manera especifica a la subunidad 50S del
dominio V del 23 ARN ribosomal, ocasionando una supresion en la sintesis proteica y una
detencion en el crecimiento bacteriano®?. Sin embargo, a elevadas concentraciones y en medio
alcalino y/o frente a microorganismos como Streptococcus pyogenes y Streptococcus pneumoniae,

pueden comportarse como bactericidas®’.

2.4.1.3.6 Usos

Se administra por via oral o intravenosa; su espectro de actividad abarca gérmenes
aerdbicos  grampositivos, como  Streptococcus pneumoniae,  Streptococcus — pyogenes
y Streptococcus aureus, gramnegativos como Haemophilus influenzae, Haemophilus
parainfluenza, Moraxella catarrhalis, Bordetella pertussis y atipicos como Mycobacterium avium,
Mycobacterium intracellulare, Mycoplasma pneumoniae, Legionella pneumophila, Chlamydia

pneumoniae y Chlamydia trachomatis®.

Por lo tanto, es indicada para el tratamiento de neumonia, faringitis causada por Streptococcus
pyogenes, empleada en procesos infecciosos de las vias respiratorias superiores, de la piel e
infecciones de transmision sexual, como clamidia, gonorrea y cancroide®*. También se utiliza para
el tratamiento y prevencion de ciertas infecciones bacterianas, en mayor frecuencia las causantes

de infecciones del oido medio, sinusitis, bronquitis y para el tratamiento de fiebre tifoidea®.

Este farmaco se captura de manera rapida y extensa por el medio intracelular, y permanece

en los macrofagos pulmonares, en el tejido pélvico, genital y amigdalino; por esta razon presenta
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utilidad contra bacterias intracelulares atipicas®®. La azitromicina es un compuesto que ha sido

empleado desde su descubrimiento en el tratamiento de una gran cantidad de patologias. La figura

5 ilustra un recorrido de los usos que ha tenido la misma desde su descubrimiento.

Figura 5. Usos de la azitromicina a partir de su descubrimiento

1870 1

Los macrélidos se establecen como

terapia inmonumoduladora para las W=,

infecciones respiratorias

1980 9

Azitromicina exhibe excelente
distribucion en tejidos y un extenso
tiempo de vida media comparardo a
otros macrolidos

Arzitromicina es usada como
tratamiento para clamidia

Primer reporte de localizacion
de azitromicina en lisosomas
Azitromicina es usada
como tratamiento para
tracoma

2000 1

Una dosis tnica de
azitromicina trata el célera
grave en adultos

Azitromicina induce respuestas
anti-virales en celulas del
epitelio bronguial

Primer uso profilictico de
azitromicina para nifios con
discinesia ciliar

Y 1L L 1k

1990 9

—

Azitromicina es
patentada por PLIVA

La localizacion de la azitromicina
en los fagocitos ayuda a matar S.
aureus, L. pneumophila ¥ H.
influenzae in vitro

Primer uso profilictico
de azitromicina contra
la malaria

Azitromicina desplaza la
polarizacion de los macrdfagos
hacia el fenotipo M2

El pretratamiento con
azitromicina reduce la replicacién
viral en células epiteliales
bronguiales de fibrosis quistica
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Fuente: Anton et al.®.
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2.5 Disolucién de una forma farmacéutica sélida

La disolucién es un proceso en el cual una sustancia sélida se solubiliza en el disolvente

con la finalidad de producir una solucién; esta depende de la afinidad entre la sustancia solida y el

disolvente e implica la liberacion de moléculas entre las dos fases. El proceso de disolucién para

una forma farmacéutica solida va a comenzar con la humectacion y penetracion del disolvente en

el farmaco, para su posterior desintegracion y/o disgregacion, en particulas finas o granulos para

disolverlo en el medio (ver figura 6). Su disolucién se puede ver afectada por distintos factores

relacionados con la formulacién, fabricacion, condiciones de la prueba de disolucion y con las

propiedades fisicoquimicas de la sustancia y el medio de disolucion®.

Figura 6. Disolucion de una forma farmacéutica sélida
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Fuente: Lopez Guzman®3,
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2.5.1 Factores que afectan la velocidad de disolucion
2.5.1.1 Factores relacionados con las condiciones de la prueba de disolucion
2.5.1.1.1 Temperatura

La disolucion de la mayoria de los solidos corresponde a procesos endotérmicos; de acuerdo
con la ley de Le Chatelier, en un proceso de disolucion endotérmico al aumentar la temperatura
incrementa la solubilidad del sélido, generando un aumento en la velocidad de disolucion del
solido. Por otro lado, segun la ecuacion de Nernst-Brunner (ecuacion 1) la relacion entre la
velocidad de disolucion y el coeficiente de difusion de una molécula es directamente proporcional
y, de acuerdo con la ecuacion de Stokes-Einstein (ecuacién 2), al aumentar la temperatura el
coeficiente de difusion se incrementa; por lo tanto, un aumento de temperatura conduce a un

incremento en la velocidad de disolucion®’.

dC DS

Ezﬁ*(CS_C) €]

Donde dC/dt corresponde a la velocidad de disolucion de una droga, Cs la concentracion de
saturacion, S el area superficial del sélido, C la concentracion en el seno de solucién, V el volumen
de solucion y h el espesor de la capa estanca. Para la ecuacién de Stokes-Einstein (ecuacion 2, que
se observa a continuacion) D es el coeficiente de difusion, °K la viscosidad, T la temperatura, r el

radio de la particula, R la constante de los gases y N el nimero de Avogadro®’.

RT

D= —— 2
6xnrN @
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2.5.1.1.2 Agitacion

Segun la teoria de Nernst y Brunner, la velocidad de agitacion es inversamente proporcional
al espesor de la capa liquida que rodea las particulas; es por ello que al aumentar la intensidad de
la agitacion se reduce el espesor del film, lo que favorece la difusion de las moléculas al seno de la
solucion. Por lo tanto, a mayor agitacion mayor sera la velocidad de disoluciéon del farmaco,

estableciéndose una relacion proporcional entre estas variables®’.

2.5.1.1.3 Composicion del medio de disolucion

El pH es un parametro fundamental por considerar en todos los productos de caracter iénico,
ya que su solubilidad varia segun sea el pH del medio, la velocidad de disolucion aumenta al
incrementar el pH para un acido débil, mientras que en el caso de las bases débiles sucede lo
contrario. Ademas, de acuerdo con la ecuacion 2, el coeficiente de difusion de una molécula
presenta un comportamiento inversamente proporcional a la viscosidad del medio; de esta manera,

a mayor viscosidad del medio menor seré su velocidad de disolucion®’.

Otro factor a considerar es la presencia de sales en el medio de disolucién, porque estas
pueden aumentar o disminuir la velocidad de disolucion del sélido, la adicion de agentes
tensoactivos en el medio de disolucidn contribuye a aumentar la velocidad de disolucién de los
solidos al reducir la tensiéon superficial, ya que mejoran la humectacion de las particulas,

favoreciendo su contacto con el disolvente®’.
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2.5.1.2 Factores relacionados con las propiedades fisicoquimicas del farmaco

2.5.1.2.1 Solubilidad

La solubilidad en medio acuoso es considerada una propiedad fisicoquimica de importancia
para la determinacion de las caracteristicas de formulacion y administracion del farmaco de una
forma de dosificacion. La USP®® la define como la capacidad que presenta un disolvente para
disolver determinado soluto y se expresa en unidades de concentracion, ya sea molaridad,

molalidad, fraccion molar, relacion molar, peso/peso o peso/volumen.

La determinacion de la solubilidad de las materias primas empleadas en la formulacion de
productos farmacéuticos permite comprender los posibles problemas de administracion de
farmacos por via oral, y el control de calidad de estos. La solubilidad de los farmacos se encuentra
influenciada por las propiedades fisicoquimicas que presenten (tales como area superficial, tamafio
de particula, forma de cristal) y las del medio de disolucion (como pH, tensién superficial,
polaridad, sales, tensoactivos y codisolventes afiadidos). La solubilidad de los principios activos se
establece de acuerdo con el sistema de clasificacion biofarmacéutica®®.

2.5.1.2.2 Area superficial

A mayor tamafio de particula mayor serd su area superficial; de acuerdo con la ecuacion de
Nernst-Brunner (ecuaciéon 1), la velocidad de disolucion presenta una relacion directamente
proporcional al area superficial, ya que existird mayor contacto entre el solido y el medio de

disolucion, lo que resultara en un incremento de la velocidad de disolucion®®,
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2.5.1.3 Factores relacionados con el proceso de formulacion

Los excipientes empleados en el proceso de formulacion de un medicamento influyen en la
velocidad de disolucion de este. Para las formas de dosificacion de liberacion inmediata se emplean
excipientes que mejoren las propiedades de liberacién del farmaco o la solubilidad del principio
activo; por ejemplo, los desintegrantes como el almidon facilitan la ruptura y disgregacion en
granulos o particulas de una tableta, y en el caso de farmacos poco solubles; la adicion de
tensoactivos como el polisorbato mejoran la solubilidad del principio activo; estos promueven la
humectacion del farmaco mediante la formacion de micelas y la reduccion de la tension superficial
de las particulas hidrofébicas del farmaco respecto al medio de disolucion. Por otra parte, algunos
excipientes pueden disminuir la velocidad de disolucion del farmaco; por ejemplo, los lubricantes

hidrofdbicos, como los estearatos, pueden reducir el grado de humectacion del farmaco®.

En las formulaciones de productos farmacéuticos con bioequivalencia in vitro, se debe
mantener un control sobre las materias primas y los procesos empleados, que permitan asegurar
que no influyan sobre la calidad y el rendimiento del producto, para lo cual se encuentra la guia
SUPAC-IR, con el propdsito de asegurar la igualdad entre el producto antes de su modificacion y

después de esta*3.

2.5.1.4 Factores relacionados con el proceso de fabricacion

Los factores que se encuentran implicados en el proceso de fabricacion de formas
farmaceéuticas solidas pueden presentar un impacto respecto a sus caracteristicas de disolucion; por
ejemplo, la granulacién en himedo mejora el grado de humectacion de farmacos poco solubles, al
incorporar propiedades hidréfilas en la superficie de los granulos, aumentando asi la velocidad de

disolucion del farmaco 6.

54



En el proceso de compresion de tabletas se puede presentar un incremento del area
superficial, causado por un rompimiento de las particulas en otras mas finas, mejorando la
velocidad de disolucion del medicamento. Sin embargo, también se puede presentar una reduccion
de esta causada por una mejor unién de las particulas del farmaco, inhibiendo asi la penetracion de
solvente. Al realizar una alta compresion, se puede producir una capa sellante con mayor firmeza
y maés eficaz, reduciendo la humectacion de la tableta®; por lo tanto, se debe mantener un control

sobre pruebas, como la dureza y friabilidad.

2.5.2 Importancia de la disolucion en la absorcion por via oral de farmacos

La dosificacion por via oral de medicamentos es considerada la via de administracion mas
comdn en la poblacion. La importancia de la disolucion en la absorcion oral de formas
farmacéuticas solidas se reconocié hasta en el afio 1957, cuando Nelson llevé a cabo su publicacion
tras una investigacion sobre el hallazgo de una correlacion en los niveles de sales de teofilina en

sangre, tras su administracion por via oral y su tasa de disolucion in vitro®.

La absorcion sistémica de un farmaco tras la administracién de una forma farmacéutica
solida (comprimidos y cépsulas) se puede describir en cuatro pasos: el primero implica la
administracion del medicamento en su sitio de absorcion; en el segundo paso tiene lugar la
disolucién, ya sea en el estbmago o intestino delgado (los dos primeros pasos no son
necesariamente secuenciales); en el tercer paso se presenta la permeacion del farmaco disuelto a
través de la membrana gastrointestinal; y por ultimo, el farmaco absorbido pasa a través del higado

y llega a la circulacion sistémica®.

Esta descripcion muestra que el vaciamiento gastrico, la disolucion, la absorcion por medio
de la membrana intestinal y el metabolismo son considerados los procesos criticos en la absorcion,
tras la administracion oral de una forma farmacéutica sélida. Cuando el proceso de disolucion se
Ileva a cabo de manera lenta con respecto a los otros procesos (comun en farmacos poco solubles),

la disolucion es el paso limitante en su velocidad de absorcidn, siendo asi la velocidad de disolucion
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determinante con respecto a la velocidad global del proceso de absorcion del farmaco, influyendo
en su biodisponibilidad?®®.

2.6 Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB) es una herramienta que clasifica los
principios activos segun su grado de solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal, permitiendo
conocer los factores limitantes que intervienen en el proceso de absorcion oral y establecer cuando
un estudio de disolucién in vitro es suficiente evidencia para demostrar la justificacion de
equivalencia terapéutica del farmaco. Este método contempla la permeabilidad intestinal, el grado
de solubilidad acuosa junto con la velocidad de disolucion del farmaco, como los aspectos
determinantes con respecto a la biodisponibilidad que pueda presentar una forma farmacéutica

sélida de liberacion inmediata administrada por via oral®.

Al ser el SCB un marco cientifico para la clasificacion de distintos principios activos,
permite designarlos dentro de cuatro clases, siendo estas: clase I, que presenta la caracteristica de
mostrar una alta solubilidad y permeabilidad; clase Il, donde se asignan las drogas que exhiben una
baja solubilidad y alta permeabilidad; clase Ill para medicamentos que muestran una alta
solubilidad y baja permeabilidad; y la clase IV para drogas con una baja solubilidad y

permeabilidad®. Esta clasificacion se puede observar en el cuadro 2.
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Cuadro 2. Clasificacién de los principios activos segun el sistema de clasificacion

biofarmacéutico

Clase Solubilidad Permeabilidad
I Alta Alta
I Baja Alta
i Alta Baja
v Baja Baja

Fuente: elaboracion propia a partir de referencia®.

De acuerdo con Baena et al.®, un farmaco es considerado de alta solubilidad cuando esté
en su mayor dosis (segun recomendacion de la OMS o disponible en el mercado en una forma
farmacéutica solida por via oral) es soluble en 250mL o en menor volumen de medio acuoso dentro
de un rango de pH de 1,2 a 7,5 de acuerdo con la FDA y de 1,2 a 6,8 segin la OMS. Con respecto
a la permeabilidad, se clasifica como un farmaco con una alta permeabilidad si la cantidad

absorbida en humanos es superior al 85% de acuerdo con la OMS y en un 90% segln la FDA.

Segun el SCB, los medicamentos que presenten principios activos contemplados dentro de
la lista de la clase |, caracterizados por mostrar una alta solubilidad y permeabilidad, no deberan
presentar estudios de bioequivalencia in vivo, ya que para las formas farmacéuticas sélidas
administradas por via oral de liberacion inmediata, cuando la disolucion in vivo es rapida con
respecto al vaciamiento gastrico y el medicamento presenta una alta permeabilidad, sera poco
probable que la velocidad y cantidad de farmaco absorbido dependan de la disolucion; por lo tanto,

se podra demostrar equivalencia terapéutica con estudios in vitro (bioexencion)®.

Las correlaciones in vitro-in vivo son un modelo matematico que permite predecir la

relacién con respecto a una caracteristica in vitro, que presenta una forma de dosificacion y una
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variable in vivo, donde la caracteristica in vitro mas empleada es la fraccién disuelta en cierto
periodo de tiempo y la fraccion absorbida la variable in vivo. El cuadro 3 describe la correlacién

in vivo-in vitro esperada segn la clasificacion del SCB®.

Cuadro 3. Correlacion in vivo-in vitro esperada de medicamentos segun el principio

activo de acuerdo con el sistema de clasificacion biofarmacéutico

Clase Correlacion in vivo-in vitro esperada

Se presenta correlacion in vivo-in vitro si la velocidad de
I disolucién es menor que la velocidad de vaciamiento gastrico. De

lo contrario, la correlacion es limitada o puede no existir.

Se espera correlacion in vivo-in vitro si la velocidad de disolucion
I in vitro es similar a la velocidad in vivo, exceptuando los casos en

que la dosis sea muy elevada.

i La absorcion (permeabilidad) es el paso determinante y la

correlacion in vivo-in vitro, limitada o no, se presenta.

La correlacién in vivo-in vitro es limitada, o simplemente puede

no existir.

Fuente: elaboracion propia con base en la referencia®*.

2.7 Ensayos In vitro

2.7.1 Ensayo de Disolucion

El ensayo de disolucion es una técnica analitica de caracter farmacopeico, que permite
determinar la velocidad de disolucion de un producto farmacéutico, bajo determinadas

condiciones®, se realiza con la finalidad de verificar que el principio activo se disuelva al menos
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lo minimo permitido, segun las especificaciones indicadas en la monografia individual de la

farmacopea oficial®?.

La disolucién de productos farmacéuticos solidos se ha convertido en una de las pruebas de
mayor importancia en el desarrollo y fabricacion de estos. De acuerdo con Chow, et al.,%? permite
la evaluacion in vitro del comportamiento del medicamento en distintas formulaciones orales, y
presenta un efecto significativo en la biodisponibilidad y el rendimiento clinico que puede mostrar
un medicamento, resultando util en los procesos de desarrollo y estimacion del rendimiento de
nuevas formulaciones orales, al permitir examinar el proceso de liberacién de farmacos de las
formas de dosificacion®, ademas de permitir evaluar la estabilidad de las formulaciones, su

desarrollo y cambios en su formulacion®.

Los procesos de formulacién y fabricacién de los medicamentos deben disefiarse y
optimizarse de manera que permitan cumplir las caracteristicas de disolucion deseadas. La
variabilidad entre las formulaciones y los procesos de fabricacidén impactaran sobre el rendimiento
del medicamento, el cual puede manifestar una relacion entre los atributos del producto con
respecto al rendimiento clinico®; por lo tanto, la liberacién de manera in vitro del principio activo
de la forma de dosificacion dependera de las caracteristicas propias de este, los excipientes

utilizados y la tecnologia empleada para su formulacién.

Por su parte, EMA® indica que en el desarrollo de un medicamento se emplea la prueba de
disolucion como una herramienta que permite la identificacion de los factores que pueden influir
en la biodisponibilidad del farmaco, asi que posterior a la determinaciéon de su composicién y
fabricacion se lleva a cabo dicha prueba, que permite controlar la calidad del producto
farmacéutico; ademas, en ciertos casos se puede utilizar para renunciar a un estudio de
bioequivalencia in vivo. Por ello, segin dicha agencia, esta prueba puede presentar varios

propositos:
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1. Prueba de calidad del medicamento:

e La prueba de disolucién permite ser una herramienta de control de calidad para la
demostracion de consistencia en la fabricacion de distintos lotes.

e Permite obtener informacion sobre los lotes de prueba que se utilizan en los estudios
de biodisponibilidad/bioequivalencia y estudios clinicos, cruciales para el respaldo
de las especificaciones de control de calidad.

e Permite la obtencion de informacion del medicamento de referencia usado en los

estudios de biodisponibilidad/bioequivalencia y ensayos clinicos.

2. Para ciertos casos como sustituto de estudios de bioequivalencia in vivo:

e Permite demostrar similitud entre distintas formulaciones de una sustancia activa y
el medicamento de referencia (bioexenciones basadas en el sistema de clasificacion
biofarmacéutica).

e Investigar consistencia de los lotes de prueba y referencia que se emplearan para el

desarrollo de los estudios.

La FDA establece que el tiempo de vaciamiento géastrico medio es de 15-20 minutos en
ayuno; por tanto, un medicamento que experimente una disolucion del 85% en 15 minutos
utilizando HCI 0,1N va a presentar un comportamiento como solucién; por consiguiente, no
presentara problemas de biodisponibilidad, porque cuando la disolucion es menor al vaciamiento

gastrico se debe realizar un perfil de disolucion empleando diversos puntos.

2.7.1.1 Aparatos para la prueba de disolucién

La USP® establece cuatro aparatos distintos para realizar las pruebas de disolucion; su uso
depende del tipo de la forma farmacéutica y de la indicacion de la monografia individual de cada

medicamento. El aparato | corresponde a paletas, el 1l a canastas, el 111 a cilindro alternativo, y por
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ultimo el aparato IV es denominado celda de flujo continuo. Sin embargo, para el desarrollo de
dicha investigacion se consideraran solamente el aparato | y Il de la USP.

2.7.1.1.1 Aparato | (Aparato de canasta)

El aparato | de canastas consta de un recipiente, que puede encontrarse recubierto y hecho
de vidrio u algin otro material inerte y transparente, un eje de transmision de metal, un motor y
una canasta con forma cilindrica. El recipiente se debe sumergir en un bafio de agua que presenta
un movimiento suave y constante a una temperatura de 37+ 0.5 °C, controlado por medio de un
dispositivo de calentamiento. Ninguna de las partes que conforman el equipo, incluyendo el
entorno, debe aportar movimiento, agitacién o alguna vibracidn significativa, externa a los

movimientos propios del elemento de agitacion®.

Es preferible que las cubetas permitan la observacion de la muestra (Gtil para controlar
visualmente la disgregacion de la forma farmacéutica) y el elemento de agitacion durante la prueba;
se usa un dispositivo que permite seleccionar y mantener la velocidad de rotacion del eje segun la
especificacion de la monografia individual dentro de un *+ 4%, Los componentes del eje y de la
cesta del elemento de agitacion se encuentran disefiados de acero inoxidable 316 u otro material
inerte. Para el desarrollo de cada prueba resulta imprescindible colocar cada una de las unidades
de dosificacion en la canasta seca, y la distancia entre el fondo del recipiente y el de la cesta deben

encontrarse en 25 + 2 mm durante el ensayo®.
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Figura 7. Aparato 1 (canasta)
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Fuente: USP®,

2.7.1.1.2 Aparato Il (Aparato de paleta)

Se debe emplear el conjunto del aparato I, excepto que emplea como elemento de agitacion
una paleta formada por una cuchilla y un eje, el cual debe girar de manera suave sin algiin bamboleo
que pueda interferir en los resultados. La paleta debe presentar una distancia de 25 + 2 mm entre
el fondo interior del recipiente y el fondo de la pala durante la prueba. La pala y el eje de la paleta
pueden presentar un revestimiento adecuado para que estos sean inertes. La unidad de dosificacion
debe colocarse en el fondo del recipiente antes de que comience la rotacion de la cuchilla; se pueden

emplear piezas de material no reactivo en caso de que la unidad de dosificacion pueda flotar®.
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Figura 8. Aparato 2 (paleta)
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Fuente: USP®,

2.7.1.2 Perfil de disolucién comparativo

De acuerdo con el MINSA, el disefio de los perfiles de disolucion comparativos debe
permitir evaluar el comportamiento in vitro de productos equivalentes farmacéuticos para
discriminar diferencias entre los dos productos ensayados. EI medicamento a comparar debe
evaluarse contra el producto farmacéutico considerado de referencia por parte de MINSA, y deben
realizarse 12 unidades del mismo lote para los dos productos a comparar en cada medio de
disolucién. Para su desarrollo deben considerarse una serie de variables (independientes del
farmaco), ya que el pH, la temperatura, el volumen, la composicion del medio de disolucion y su
agitacion afectan el comportamiento in vitro de los medicamentos; por lo tanto, deben controlarse

de manera que correspondan a las condiciones fisioldgicas?.
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Respecto a los perfiles de disolucion comparativos, la FDA®® establece que la
implementacion de ellos permite determinar la igualdad de productos ante cambios en cuanto a su
manufactura, estipulados en la guia SUPAC IR. Ademas, estos resultan atiles al permitir eximir de
requisitos de bioequivalencia de un producto al apoyar las exenciones.

2.7.1.2.1 Condiciones experimentales para el desarrollo de estudios de perfiles de

disolucién in vitro

Los aparatos empleados para el desarrollo de estudios de perfiles comparativos deben
encontrarse debidamente calificados y calibrados; estos deben presentar sus caracteristicas y
especificaciones estandarizadas, y se deben emplear en el desarrollo de metodologias analiticas
validadas. La disolucion in vitro debe realizarse a tres diferentes valores de pHs; estos deben ser
similares a los del jugo gastrico e intestinal y uno intermedio, y para esto se debe emplear una
solucion de pH 1.2 para fluido gastrico simulado sin enzimas, una solucion amortiguadora de
acetato a pH 4.5 y otro de pH 6.8 para fluido intestinal simulado sin enzimas®®, a menos que se

pueda justificar la utilizacion de otros medios de disolucion®.

En el caso de principios activos poco solubles o insolubles en agua, se podra hacer uso de
tensoactivos como el lauril sulfato de sodio, y su utilizacion debe justificar ampliamente®. Si el
principio activo no es soluble en los medios de disolucion descritos anteriormente, se permitira la
utilizacion del medio de disolucién oficial en la USP o el recomendado por la FDA; para esto la

prueba debe evaluarse en al menos tres lotes de fabricacion diferentes, y se justificara su uso?.

Cuando un principio activo, segun el sistema de clasificacion biofarmacéutico, es
considerado altamente soluble, no deberian presentarse problemas de biodisponibilidad, siempre
que se disuelva de manera adecuada en el rango de pH fisioldgico y los excipientes no afecten su
biodisponibilidad. En caso de que el farmaco se disuelva mas del 85% en 15 minutos, los perfiles
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de disolucién se pueden considerar similares sin llevar a cabo una evaluacion matematica

adicional®.

El equipo a utilizar para capsulas y productos con tendencia a flotar debe ser el de las
canastas, el que corresponde al aparato | de la USP, mientras que para el caso de las tabletas el
aparato 2 de la USP (paletas) es el indicado, esto a menos de que se acumulen particulas en el fondo
del vaso, debido a la manera en que se desintegren; para este caso se podran emplear canastas en
la prueba®. La velocidad de agitacion debera ser de 100rpm en caso de utilizar el aparato 1 y 75rpm
si se usa el equipo I1; la temperatura del medio de disolucion debe encontrarse en 37°C £ 0.5°Cy
el volumen debe ser de 900 ml, a excepcion de que se justifique la utilizacion de un volumen

diferente, el cual no debe ser menor a 500mL?.

Segun EMA®, los tiempos de muestreo de los perfiles de disolucion deben realizarse en
intervalos que permitan obtener datos significativos, considerando tomarlos al menos cada 15
minutos para formas farmacéuticas de liberacion inmediata. Es recomendable un muestreo con
mayor frecuencia en el periodo de mayor cambio en el perfil de disolucién (cuando se observe un
mayor cambio en el porcentaje de principio activo disuelto). Para productos que se disuelven de
manera rapida, donde la disolucion se completa en 30 minutos, se debe hacer un muestreo con

intervalos de 5 0 10 minutos.

De acuerdo con el MINSA?, para las formas de dosificacion de liberacion inmediata se
recomienda realizar tiempos de muestreo a los 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos, y los tiempos de
muestreo deben ser exactamente los mismos, tanto para el medicamento de prueba como para el de
referencia. Los calculos del perfil de disolucion comparativo solo deben considerar una muestra
mas después de que ambos medicamentos se disuelvan en un 85%, incluyendo el primer tiempo de

muestreo en los calculos. Estas condiciones experimentales se resumen en el cuadro 4.
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Cuadro 4. Condiciones experimentales para el desarrollo de perfiles de disolucion

comparativos de formas farmacéuticas de liberacion inmediata

Aparato
Condiciones
Aparato | (canastas) Aparato Il (paletas)
Forma farmacéutica Cépsulas (tendencia a flotar) Tabletas
Velocidad de agitacion 100rpm 75rpm
Temperatura 37°C+0.5°C
Volumen del medio 900mL
Tiempos de muestreo 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos
Fluido gastrico pH 1.2
Medio de disolucién Solucioén amortiguadora de acetato pH 4.5
Solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8

Fuente: elaboracion propia a partir de las referencias? %%,

2.8 Método analitico

Un método analitico corresponde al conjunto ordenado de procedimientos u operaciones de
trabajo que permiten generar una respuesta a un requerimiento analitico especifico; el mismo se
precisa segun las sustancias concretas que permita determinar la matriz y la técnica analitica
empleada para obtener los resultados® . Segiin el Ministerio de Salud?®, ese método se define
como la adaptacion de manera especifica de una técnica analitica para un propdsito de medicion

seleccionado.

El desarrollo de un método analitico puede implicar la adaptacion de uno existente,

realizando los cambios necesarios que permitan adecuarlo a una nueva aplicacion cuando la matriz
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y el analito a determinar son iguales o presentan propiedades semejantes, ya que probablemente
los principios de separacion, identificacion y cuantificacion sean similares. En caso de que la
adaptacion de una metodologia existente no sea adecuada para el desarrollo de una metodologia,

sera necesario elaborarla a partir de la experiencia, conocimiento e investigacion®’.

Posterior a su desarrollo, deberd determinarse si el método analitico cumple con las
caracteristicas de desempefio para su implementacion en el laboratorio®®. Sus especificaciones son
relativas al comportamiento del método, las cuales incluyen informacidn sobre precision, intervalo
de trabajo, limite de deteccion, posibles interferencias y su veracidad®. Dentro de la industria
farmacéutica deben emplearse métodos analiticos validados, lo que permite obtener resultados de

manera objetiva con un alto grado de confianza®.

2.9 Validacion de métodos analiticos

De acuerdo con Soledad Rodriguez®, la validacion de un método analitico corresponde al
proceso para establecer, de manera experimental y documental, que el mismo presenta las
caracteristicas de desempefio adecuadas para el cumplimiento de los requisitos de distintos
parametros que se requieren para el fin propuesto; esta se establece mediante la realizacion de

estudios sistematicos dentro del laboratorio, segun las necesidades de la prueba.

Los parametros de calidad corresponden a los criterios cuantitativos empleados para
determinar si una metodologia es apta 0 no para resolver un problema analitico, los cuales se
emplean en la validacion de métodos analiticos (para demostrar la validez de estos en la resolucién
de un determinado problema analitico) y permiten la materializacion o expresion numérica de

caracteristicas de calidad, tales como; precision, exactitud, sensibilidad, selectividad, entre otros*.
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Segun el Reglamento técnico centroamericano de validacion de métodos analiticos para la
evaluacion de la calidad de los medicamentos?*, todos los métodos analiticos tanto oficiales como
no oficiales deben validarse; los primeros unicamente deben demostrar la linealidad y precision del
sistema, y en el caso de los métodos analiticos no oficiales deberan comprobar su exactitud,
precision, especificidad, limite de deteccion, limite de cuantificacion, linealidad e intervalo segun
sea su finalidad.

2.9.1 Caracteristicas para la validacion de métodos analiticos

De acuerdo con el MINSA?, los procedimientos analiticos fisico-quimicos vy
microbiologicos deben encontrase debidamente validados; dicho proceso responde al tipo de
prueba a desarrollar. Los pardmetros de desempefio de los procedimientos fisico-quimicos y
potencia microbioldgica se clasifican en cuatro categorias, en la primera se designan aquellos
métodos analiticos que tienen la finalidad de cuantificar algin componente del producto

farmacéutico, como la determinacién del contenido de principio activo.

En la categoria Il se encuentran las pruebas empleadas en la determinacion del contenido
de impurezas o los limites para su control. Esas pruebas pueden ser cuantitativas o cualitativas,
para evaluar si la impureza se encuentra presente en la muestra o en los limites superiores o
inferiores; ambas pretenden determinar las caracteristicas de pureza de una muestra, pero los

parametros para la validacion de una prueba cualitativa o cuantitativa son distintos*,

La categoria 1l contempla las pruebas fisico-quimicas de desempefio del medicamento; en
esta categoria se encuentra la prueba de disolucidn, sus caracteristicas a validar seran distintas a
otras pruebas, aunque las pueden incluir. En la categoria IV se encuentran las pruebas de
identificacion, que se llevan a cabo con la finalidad de asegurar la identidad del analito en la
muestra, y para esto se compara una propiedad de una muestra contra un estandar de referencia;
por ejemplo, el comportamiento cromatogréafico, los espectros, la reactividad quimica y las pruebas
microcristalinas?*. El cuadro 5 describe los parametros de desempefio y las categorias establecidas
por el MINSA?,
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Cuadro 5. Parametros de desempefio para procedimientos analiticos fisico-quimicos

Parametro Categoria | Categoria Il Categoria Il | Categoria IV
Exactitud Si Si * * No
Precision Si Si No Si No

Especificidad Si Si Si * Si
Limite de
. No No Si * No
deteccion
Limite de
o No Si No * No
cuantificacion

Linealidad Si Si No * No

Intervalo Si Si * * No

Fuente: MINSA%*,

*Puede requerirse dependiendo de la naturaleza del ensayo.

2.9.2 Parametros de desempefio para validacién de procedimientos analiticos

2.9.2.1 Exactitud

Segun Soledad®, la exactitud es la proximidad de los resultados obtenidos con respecto al

valor real, se expresa como el porcentaje de recuperacion a partir de una valoracién segun la

cantidad de analito presente en la muestra. De acuerdo con el Ministerio de Salud®, expresa la

cercania entre el valor verdadero (considerado como material de referencia) y el valor promedio

obtenido de manera experimental tras aplicar el procedimiento analitico un cierto nimero de veces;

69




el mismo puede determinarse de distintas maneras y se pueden emplear en todos los tipos de

anélisis.

2.9.2.1.1 Comparacion con un método oficial, validado o estandarizado

Consiste en realizar una verificacion del método, para esta la muestra se debe analizar
empleando el método que se debe validar y un segundo método que se encuentre bien caracterizado
y con una exactitud definida; para el mismo se tienen que analizar por ambos métodos seis muestras
por replicado a la concentracion de trabajo, y se evalla mediante un analisis de varianza del
porcentaje recuperado o del error relativo en porcentaje, para determinar si existe o no diferencia

significativa entre la comparacion de los métodos®.

2.9.2.1.2 Adicion estandar

Se puede realizar utilizando placebo y enriqueciéndolo con estandar o con muestra en caso
de no contar con placebo; para este ultimo se determina por replicado el contenido promedio del
analito en la muestra con el método analitico que se va a validar. Posteriormente se enriquecen las
muestras, las que se preparan manteniendo constante la cantidad de muestra tomada y adicionando
cantidades relativas de estandar; para ambas técnicas se deben preparar muestras a tres niveles de
concentracion distintas: se recomienda el 80, 100 y 120% de la concentraciéon de trabajo por

triplicado®.
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Cuadro 6. Criterios de aceptacién para la exactitud.

Concentracion del analito

Criterio de aceptacion

Ensayo

1. Placebo enriquecido

* Porcentaje de recuperacion esperado debe
encontrarse entre el 98%-102%. Lo cual es
equivalente a + 2 % de error relativo.

« Al graficar la cantidad recuperada contra
la cantidad adicionada, debe obtenerse un
coeficiente de correlacion de 1.00, una
pendiente de 1.00 y el intercepto debe ser
0.00. Lo cual puede ser corroborado
estadisticamente.

2. Muestra enriquecida

« Los porcentajes de recuperacion
obtenidos, deben encontrarse dentro del
100% =+ 4S, donde S es la mayor desviacion
estandar obtenida en la determinacion de la
precision del método o del sistema.

* Al graficar la respuesta del ensayo
(cantidad total encontrada), contra la
cantidad de analito adicionada, la
pendiente debe ser mayor o igual a 0.95 y
el intercepto debe ser igual a la

concentracion inicial.

Fuente: MINSAL
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2.9.2.1.3 Comparacion de las curvas de regresion lineal de estandares con curvas de
regresion lineal de placebos enriquecidos (métodos de curvas de respuesta relativa)

Corresponde a una modificacion respecto al método de adicion estandar al placebo, donde
se deben preparar soluciones y estandares a tres niveles de concentracién de placebo enriquecido
distintas (80, 100 y 120%). Se evalua la regresion lineal de ambos grupos y se comparan las
pendientes e interceptos; su criterio de aceptacion indica que no hay efectos de interaccion entre
matriz y analito cuando no existe diferencia entre los interceptos de los estandares y el placebo
enriquecido, y no se encuentra error sistematico proporcional cuando la razén entre las pendientes

de las curvas de respuesta para el placebo y estandares es estadisticamente igual a uno?.

2.9.2.1.4 Comparacion de los resultados obtenidos de un estdndar o material de

referencia certificado

El material de referencia puede ser preparado dentro del laboratorio o adquirirse en el
mercado por medio de un suplidor. Se debe comparar el resultado obtenido en el analisis con el
método analitico a validar con respecto al valor declarado; este se analiza por replicado y debe

obtener un porcentaje de recuperacion entre 98-102% o un 2% de error relativo®.

2.9.2.2 Precision

Se define como el grado de concordancia entre los resultados obtenidos tras la aplicacion
de manera repetida de un método analitico a una muestra homogeénea. Este parametro mide el error
aleatorio que se presenta®® con respecto a los criterios de aceptacion; para el caso de la repetibilidad
y precision intermedia la desviacion estandar relativa debe ser igual o menor al 2%, permitiendo
en algunos casos ser igual o menor del 3% y para la reproducibilidad puede ser dos o tres veces la
repetibilidad®.
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2.9.2.2.1 Repetibilidad

Evalua el grado de concordancia entre los resultados tras la aplicacién de un método a la
misma muestra en repetidas ocasiones por un tnico analista en un breve tiempo® .Se debe evaluar
empleando nueve determinaciones que cubran el rango de trabajo; para esto se preparan muestras
por triplicado a tres niveles de concentracion diferentes, que pueden corresponder al 80%, 100% y
120% de la concentracion normal de trabajo. Otra manera seria la determinacion de seis muestras
al 100% de la concentracion de trabajo?!, la cual se puede expresar como la desviacion estandar o

el coeficiente de variacion obtenido tras una serie de mediciones®®.

2.9.2.2.2 Precision Intermedia

Debe establecerse segun las circunstancias en que se pretenda utilizar la metodologia
analitica; para ello se determinan los efectos de los eventos que influyen de manera aleatoria sobre
el procedimiento analitico. Normalmente se suele estudiar la manera en que influyen los equipos,
analistas, su analisis en distintos dias con la misma muestra homogénea, entre otros?!; o sea, evalla

las variaciones que se puedan presentar en el laboratorio.

2.9.2.2.3 Reproducibilidad

Evalta el grado de concordancia en los resultados obtenidos tras aplicar el método a la
misma muestra en repetidas ocasiones por diferentes analistas en distintos laboratorios y en
diferentes dias'®; este se debe considerar en caso de estandarizacion de un procedimiento analitico,

situacion que se puede presentar en caso de inclusion de un procedimiento farmacopeico?!.
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2.9.2.3 Especificidad

De acuerdo con ICH?, este parametro corresponde a la capacidad de evaluar de manera
inequivoca el analito en presencia de componentes como impurezas, productos de degradacion y
compuestos propios de la matriz; este es imprescindible para la validacion de métodos analiticos
cuantificables al permitir asegurar la identidad del analito; por lo tanto, proporciona un resultado

exacto sobre el contenido de un principio activo o excipiente en una muestra.

La especificidad puede realizarse de distintas maneras segin sea el tipo de analisis a
desarrollar; para los casos donde la matriz de la muestra es variable segin su composicién y fuente,
se debe establecer la especificidad de manera independiente. De acuerdo con el MINSAL, los
analisis que corresponden a potencia, disolucién y uniformidad de contenido pueden demostrar la

especificidad de la siguiente manera:

2.9.2.3.1 Comparacion del comportamiento de la matriz o impurezas con respecto al

comportamiento del estandar

Se debe realizar una comparacion con respecto a la medicion obtenida de una solucion
estandar del analito y una solucibn muestra a la concentracion esperada del ensayo, tras
enriquecerlas con una cantidad equivalente de matriz, donde la solucion muestra no debe presentar
ninguna sefial que interfiera con la sefial que se obtuvo en el estandar, en el punto donde se lleva a

cabo la medicién del analito.
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2.9.2.3.2 Comparacion del comportamiento de muestra enriquecida con matriz con

respecto al comportamiento de estandar enriquecido con matriz

Se debe realizar una solucion estandar del analito y una solucion muestra a la concentracion
esperada del método de analisis, y ambas se enriquecen con una cantidad equivalente de matriz. Se
hace una comparacion de ambas soluciones enriquecidas; para estas no se debe presentar ningun
tipo de sefial en la solucién muestra, que interfiera con la sefial obtenida del estandar en el punto

donde se lleva a cabo la medicion del analito.

2.9.2.3.3 Comparacion del comportamiento de muestras enriquecidas con analito con

respecto al comportamiento de estandar enriquecido con analito

Se realiza una solucién estandar del analito y una solucion muestra a la concentracién de
trabajo esperada; ambas se enriquecen con una cantidad equivalente de analito. Las mediciones de
estas soluciones enriquecidas deben ser lo mas cercanas posibles en el punto en el que se lleva a
cabo la medicion del analito; esto indica que la matriz no aporta alguna sefial que interfiera con la
medicién. Algunos autores recomiendan hacer la comparacion del patron enriquecido y las
muestras a cinco niveles diferentes de concentracién del analito, permitiendo determinar el grado
de interferencia segln la concentracion del analito; estos datos se pueden obtener de la linealidad

del método utilizando la adicion estandar.

2.9.2.3.4 Procedimientos adicionales para verificar la especificidad

En caso de contar con un detector de arreglo de diodos o con espectrometria de masas, se
puede realizar un ensayo de pureza de pico; también se puede llevar a cabo un reanalisis del pico,
esto cuando el analito de interés es recogido y reanalizado bajo distintas condiciones
cromatograficas, o con métodos que sean sensitivos a la estructura del analito, y por comparacién

de resultados cuando la muestra es analizada por dos 0 mas métodos de separacion o deteccion.
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2.9.2.4 Linealidad e intervalo

La linealidad es la capacidad de un método para proporcionar respuestas relacionadas de
manera lineal con la concentracién de analito en un determinado intervalo o rango de
concentraciones; en otras palabras, de obtener resultados directamente proporcionales con la

concentracion del analito en la muestral®

el intervalo varia segun el tipo de determinacion a
realizar; por lo tanto, el MINSA! proporciona una sugerencia del intervalo de trabajo que se puede

abarcar en cada prueba (ver cuadro 7):

Cuadro 7. Intervalo de trabajo para la determinacion de la linealidad segun la prueba

Prueba Intervalo de trabajo
Ensayo 80-120% de la concentracion de trabajo.
Impurezas 50-120% de la especificacion.

70-130% de la concentracién de trabajo o

Uniformidad de contenido alguna modificacion del mismo, dependiendo

de la naturaleza de la forma dosificada.

+ 20% sobre la especificacion, en el caso de un
producto de liberacién controlada donde el
) . criterio de aceptacion cubra un 30% posterior a
Disolucion )
una hora y el 90% posterior a las 24 horas, se
debe validar como minimo el rango desde un

10% hasta un 110%.

Fuente: MINSA y USP 101,

Con respecto al rango, la USP® indica que es el intervalo comprendido entre los niveles
superior e inferior del analito, donde el procedimiento analitico demuestra que es capaz de llevar a

cabo la determinacion de la precision, la linealidad y la exactitud de manera adecuada; se expresa
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bajo las mismas unidades que se obtuvieron de los resultados de la prueba, los cuales pueden ser

en porcentaje, partes por millon, entre otros.

2.9.2.4.1 Linealidad e intervalo del sistema

Se deben preparar, de manera independiente, soluciones del estandar por lo menos a cinco
niveles de concentracion diferentes dentro del intervalo que muestra el cuadro 7, esto segln sea el
tipo de analisis a llevar a cabo. Las soluciones se deben preparar por triplicado para la evaluacién
estadistica de la regresion lineal del sistema, para esto se grafican los datos obtenidos versus la
concentracion del analito, verificando datos atipicos mediante mediciones adicionales. Se debe
realizar un analisis de varianza de la regresion lineal, para calcular el coeficiente de regresion de al
menos tres curvas independientes y los residuos (valor real de la concentracion-calculo por la

ecuacion de regresion para cada valor de X)?!.

2.9.2.4.2 Linealidad e intervalo del método

De acuerdo con el MINSAL, se deben preparar soluciones de muestra o placebo enriquecido
a cinco niveles de concentraciones distintas dentro del intervalo establecido en el cuadro 7, segin
sea el tipo de analisis a desarrollar. Ellas deben prepararse por triplicado para la evaluacion
estadistica de la regresion lineal del método; con los datos obtenidos se grafica la respuesta de la
medicién versus la concentracion del analito, verificando datos atipicos mediante mediciones
adicionales. Se lleva a cabo un analisis de varianza de la regresion lineal, para calcular el
coeficiente de regresién con al menos tres curvas independientes y los residuos (valor real de la
concentracion-calculo por la ecuacién de regresidn para cada valor de X). Se determina que existe

linealidad si se cumplen los siguientes criterios:

- Homocedasticidad (varianza constante en todas las concentraciones de trabajo

analizadas).
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- Elandlisis de varianza de regresion lineal debe demostrar el paso del intercepto por
cero, y una desviacion que no sea significativa respecto a la regresion.

- Distribucion de manera aleatoria de los residuos (tendencias sistematicas indican
que no hay linealidad).

- El coeficiente de correlacion de la correlacion se debe encontrar entre 0.98 y 1.00,

y el mismo al cuadrado debe ser superior a 0.995.

2.9.3 Documentacidn para la validacion analitica

Para llevar a cabo una validacion, se requiere de un metodo que ha sido probado y ajustado
de acuerdo con las necesidades de la prueba a desarrollar. La validacién analitica debe demostrar
la obtencién de resultados adecuados segun sean sus exigencias, tanto para el método de andlisis
como para el sistema analitico, las cuales deben encontrarse debidamente documentadas; por lo
tanto, en primera instancia se debe desarrollar un protocolo de validacion para la posterior
realizacion de la validacion y la evaluacién de los resultados obtenidos, y con esto hacer el informe

de validacién®?,

2.9.3.1 Protocolo de validacion

El primer paso para validar un método analitico es elaborar un protocolo, el cual
corresponde a un documento que incluye las instrucciones para la evaluacion de las caracteristicas
de desempefio del método; si este cumple con los criterios de aceptacion establecidos en dicho
protocolo, el mismo se considera validado'®. De acuerdo con la OMS el protocolo debe incluir
como minimo titulo, objetivo, alcance, responsabilidades, recursos (materiales y métodos), disefio
experimental, criterios de aceptacion, un procedimiento para manejar las desviaciones; la
documentacidn que se va a proporcionar junto con los resultados y formularios del informe en caso
necesario, descripcion de las muestras (materias primas, productos intermedios y terminados),

referencias; ademas ese protocolo debe encontrarse debidamente fechado y autorizado.
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2.9.3.2 Informe del estudio de validacion

Para la revision de la validacion del método analitico, por parte de la Autoridad Reguladora,
debe presentarse un informe del estudio de validacion, que debe contener los resultados de dicha
evaluacion. De manera especifica, el mismo debe contar con una descripcion detallada del
procedimiento analitico y de los pardmetros de desempefio evaluados, acordes con las categorias
de la prueba, la evaluacion y los célculos estadisticos para la verificacion de los parametros de
desempefio, asi como un resumen de los resultados instrumentales (areas y absorbancias) y de la

validacion?0®,

Por ultimo, deben adjuntarse las conclusiones, las cuales deben entregarse en espafiol o
acompafadas de su respectiva traduccidn, al igual que para los resultados. La documentacion que
se presente podra ser rechazada si se detectan incongruencias técnicas o cientificas, ademas de
alguna falla en el disefio experimental o en la elaboracion de la validacion, asi como un soporte

estadistico inadecuado de las conclusionest®®.

2.10 Herramientas estadisticas empleadas en la evaluacién de la validacion

El empleo del modelo de regresion lineal para el analisis de datos demanda el uso objetivo
de instrumentacion, que permita verificar e interpretar su significancia estadistica dentro de cierto
intervalo de confianza. Este modelo se encuentra compuesto por la pendiente, el intercepto y las
variables ("x" y "y"), la primera (pendiente) indica la sensibilidad que presenta un método; por lo
tanto, al aumentar su valor también aumenta la sensibilidad y menor serd el coeficiente de
variacion, lo que quiere decir que mayor seréa la linealidad del método. Con respecto al intercepto,
se asocia con las interferencias o errores sistematicos presentes en el método, el cual debe incluir

el 0 para el cumplimiento de proporcionalidad®.
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Cuadro 8. Herramientas estadisticas para el analisis de resultados

Herramienta

Descripcion

Coeficiente de correlacién (r)

Permite determinar el grado de asociacion entre dos variables;
cuando esta se acerca a 1 indica que a medida que aumenta el valor

de la variable “"x" lo hace la variable "y %",

Coeficiente de determinacion

(r?)

Es una medida cuantitativa que indica la bondad de ajuste; permite

conocer el grado de asociacion entre las variables “"x" y "y 107 108,

Desviacién estandar

Corresponde a la raiz cuadrada de la suma de los cuadrados de las
deviaciones en relacion con la media, dividida por los grados de
libertad®,

Coeficiente de variacion

Relacion entre la desviacion estandar y la media aritmética, que se

emplea para comparar la dispersion de un conjunto de datos'%.

Homocedasticidad

Caracteristica de un modelo de regresion lineal, donde la
variabilidad del error es constante; para su determinacion se
emplean los graficos de residuos. Los residuos corresponden a la

diferencia entre el valor observado y el predicho®®’,

Prueba F (Fisher)

Para el abordaje de esta prueba se debe elaborar un modelo de
regresion, el cual consiste en plantear la siguiente hipotesis:

— Ho: indica que no existe correlacion entre las variables (la
variable independiente no explica la variacion de “y").
— Ha indica que la variable independiente explica la

variabilidad de "y".

Para la evaluacion de la hipdtesis se contrasta el valor del F critico
obtenido contra 0.05, para una confianza del 95%, donde se rechaza
la hipotesis nula cuando el F es menor o igual a 0.05, lo que
indicaria que la variable independiente permite explicar la

variabilidad de "y’
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Prueba t-Student

Permite comparar los datos de dos variables y determinar si las
diferencias son estadisticamente significativas, para el cual se
compara el valor de t (obtenido de manera experimental contra el
valor obtenido de la t-student (bilateral) para cierto nivel de
confianza (suele emplearse el 95% de confianza para un o de
0.05)17,110_

En caso de obtener un t experimenta CON UN Vvalor inferior al t tabulado
para el intercepto se determina que el intercepto no es
estadisticamente diferente de 0, en el caso de la pendiente al ser

mayor el t experimentai respecto al t tabulado, S€ determina que es

estadisticamente diferente de 0 17110,

Fuente: elaboracion propia.

2.11 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion

La cromatografia es una técnica analitica de separacion de mdltiples etapas, donde los
componentes que constituyen una muestra se distribuyen en dos fases, siendo estas una fase
estacionaria y una fase movil; la primera se encuentra formada por un sélido o un liquido soportado
sobre un sélido o gel, la cual puede empaquetarse en una columna, distribuirse como pelicula,
esparcirse Como una capa u otras técnicas; mientras que la fase movil se podria encontrar de forma
liquida, gaseosa o como un fluido super critico. La separacién por cromatografia se puede realizar
por medio de diferencias entre las propiedades fisicoquimicas que presentan las moléculas como
su masa, volumen y tamafio, y también se puede llevar a cabo por medio de intercambio i6nico,

distribucién de masa u adsorcion*,

De acuerdo con la USP*?, la cromatografia liquida de alta presion (HPLC) es una técnica
analitica que permite la separacion y analisis de los componentes quimicos de una mezcla, por

medio del grado de afinidad que presenten ante las dos fases, de acuerdo con las necesidades del
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método analitico. Seguin Suarez et al.!'!, la fase mavil se encarga de llevar la muestra a través de
la fase estacionaria, por lo que los componentes que presenten una mayor afinidad hacia la fase
estacionaria se desplazaran con menor velocidad, en comparacion con aquellos que tengan menor
afinidad. Un cromatdgrafo liquido de alta resolucion se encuentra compuesto por las siguientes

partes (ver figura 9):

e Una cabina con los reservorios para los disolventes
e Un desgasificador

e Bomba cuaternaria

e Inyector

e Compartimiento para las columnas

e Detector.

Figura 9. Cromatografo Liquido de Alta Resolucion (HPLC)

Cabina de
disolventes

Desgasificador
de vacio

Bomba
cuaternaria

Inyector
(muestreador)

Compartimento
de las columnas

Detector

Fuente: Zumbado Fernandez!3.
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Los reservorios contienen la fase maovil a utilizar en el analisis, los cuales son un disolvente
0 una mezcla de disolventes USP!3, que se encuentran situados en la parte superior del sistema
cromatografico, normalmente en reservorios de un litro y llegan a la bomba a traves de tuberias
con la capacidad de resistir los distintos disolventes. Estas tuberias presentan, en el extremo que se
encuentra en contacto con el reservorio, filtros para retener particulas que pueden encontrarse en
la fase mdvil, y que podrian eventualmente generar dafios en el equipo. La fase movil se puede
encontrar de manera isocratica, donde los componentes van a encontrarse en la misma proporcion;
en otras palabras, su composicion se mantiene de manera inalterada o mediante un gradiente de
elucidn, que resulta util cuando el método requiere la modificacion de las proporciones de los

solventes que constituyen la fase movil*3,

La fase movil es impulsada a través de una bomba por todo el sistema cromatografico, la
que debe trabajar de manera continua sin ninguna interrupcion durante todo el analisis. Por medio
del sistema de tuberias la fase mdvil llega al inyector, donde entra en contacto con la columna
cromatografica, la cual es la parte del sistema donde ocurre la separacion de los compuestos que
conforman la muestra (esta presenta diversas caracteristicas como su longitud, diametro interno y
composicion, que juegan un rol importante en la separacion de compuestos). Actualmente, este
modulo cuenta con automuestreadores encargados de realizar la inyeccion de las muestras
preparadas de manera automatica, los cuales se programan, mediante el software, segun sea la

cantidad de muestras, el volumen de inyeccion y el intervalo de tiempo®®3.

A salir de la columna cromatogréafica, la fase mavil, junto con los componentes de la
muestra, pasan por el detector, el cual genera una serie de sefiales a partir de los analitos en funcion
de la concentracion, masa y de su velocidad de elucién por medio de la fase mavil. Existen distintos
tipos de detectores que se pueden emplear en un HPLC, y para fines de la presente tesis, solo se
considerara el detector UV-V con arreglo de diodos, el cual permite obtener el espectro de
absorcion de cada componente eluido, por medio de un barrido en un amplio intervalo de longitudes

de onda®'s.
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De acuerdo con Agilent Technologies!!4, el HPLC serie 1200 con arreglo de diodos permite
identificar picos puros o impuros, mediante la presencia de puntos por debajo del umbral de pureza,
lo cual se puede observar en las secciones roja (picos impuros) y verde (picos puros), y para su

mejor comprension se adjunta la figura 10.

Figura 10. Pureza de picos en un detector con arreglo de diodos marca Agilent

Méaximo (Espectro tomado
como referencia)

e Curva de Similitud Pureza de Pico
""" CugUmbral de Pureza Puro |mpur0

[ purity of Peak #14 at 831210 _lol x| [ Purity of Peak #13 ot 770410 (=] 1]

puro impuro

Fuente: Masana Isidre!4,

El registro de la sefial emitida por el detector permite la obtencion de un cromatogramal®,
el cual constituye la representacion grafica de la respuesta del detector en funcion del tiempo de
elucion del analito!'!; este se puede observar a través de un software, y de esta manera es posible
cuantificar e identificar los distintos compuestos de interés que conforman la muestra por medio
de los tiempos de retencién, que representan el volumen necesario de fase movil que permitié la
elucion del analito y su cuantificacion a partir del area del pico cromatografico!™®. La descripcion
del proceso de funcionamiento de un cromatégrafo liquido de alta resolucion se puede observar

en la figura 11.

84



Figura 11. Esquema de un cromatografo liquido de alta resolucién

(3) Sistema de

: ’/(3'8) Automuestreador
(2) Bomba [opcional]

(5) Columna

(1) Solventes

e
(7) Sistema de registro y
procesamiento de datos

Fuente: Zumbado Fernandez!!2.
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CAPITULO I1I: MARCO METODOLOGICO

El presente apartado de la investigacion pretende describir el procedimiento empleado para
el desarrollo metodologico del perfil de disolucion comparativo, asi como el propuesto para su
validacion y su comprobacion, mediante el uso de la guia técnica para la presentacién y evaluacion
de los estudios de perfiles de disolucion comparativos, la guia de validacién de métodos analiticos

por parte del MINSA, el listado acumulado de medicamentos de referencia y la USP.

3.1 Enfoque

El enfoque de esta investigacion es de tipo cuantitativo; segiin Hernandez et al.**, esta
corresponde a un enfoque secuencial y probatorio, el cual busca medir de manera precisa las
variables en un determinado contexto. La recoleccion de datos se basa en la observacion, medicion
y documentacién mediante la utilizacion de distintos instrumentos estandarizados, los cuales son
considerados por la comunidad cientifica como validos y confiables; estos son analizados por
medio de métodos estadisticos, que permiten determinar ciertas pautas de comportamiento y asi
pretender comprobar distintas teorias; por lo tanto, este tipo de investigacion es objetiva,

permitiendo la replicacion de datos para confirmar o predecir algin fendmeno en estudio.

El enfoque se origina a partir de una idea que se ha delimitado, de la que se han establecido
objetivos y preguntas de la investigacion, la implementacion de una revision bibliografica
construye una perspectiva tedrica, la cual va a permitir que surjan distintas hip6tesis y variables
que se deben analizar y evaluar; para esto es necesario la elaboracion de un disefio que permita

medir y analizar las variables, que daran como resultado una serie de conclusiones®.

La adaptacion de una metodologia a analitica para un perfil de disolucion y su respectiva
validacion conlleva ciertas pruebas dentro del laboratorio, para determinar si este cumple con las

caracteristicas de desempefio adecuadas para su utilizacion, la evaluacion de los parametros que
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determinan su funcionalidad generara una serie de datos, necesarios para realizar un analisis de

estos parametros y permitir extraer diversas conclusiones de manera objetiva3,

3.2 Disefio de la investigacion

El disefio de esta investigacion es experimental, el cual, de acuerdo con Hernandez et al.

consiste en un estudio donde se manipulan de manera intencional una o mas variables

independientes, para analizar los posibles efectos sobre una o mas variables dependientes; en otras

palabras, implica mantener bajo control la investigacion. Para el desarrollo de un método analitico,

para un perfil de disolucién, se deben evaluar los posibles reactivos, condiciones, concentraciones

y otras variables necesarias para permitir la obtencién de una metodologia robusta, la cual

posteriormente sera evaluada de acuerdo con los atributos desarrollados, ya que en una validacion

se deben emplear las mismas caracteristicas implementadas en la elaboracion del método*.

Cuadro 9. Operacionalizacion de variables

Objetivo Variable Concepto Indicador Instrumento
Desarrollar, a partir del Metodologia
método interno analitica para la
utilizado en la prueba disolucion.
de  disolucion  de Tiempo de

tabletas recubiertas de

500mg de azitromicina o operaciones para analito. presentacion y
) procedimiento _ _ »
del Laboratorio . realizar o ejecutar evaluacion de los
o analitico. o ) _ _
Farmacéutico un analisis. Porcentaje estudios de perfiles
Nacional, un método disuelto. de disolucion
que permita la comparativos del

aplicacibn  de  un

analisis de un perfil de

Adaptacion del

Conjunto de

retencion del

Guia técnica para la

MINSA.
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disolucién comparativo
empleando los medios

de disolucion a pH 1.2,

45y6.8.
Demostrar el
cumplimiento de las
o Proceso de
caracteristicas de y _ ]
N demostracion o Hoja de calculo de
desempefio de ] Linealidad del
L N experimental y ) Excel.
validacion analitica método y del
] documental de _
para la metodologia o ] sistema. ] L
. ] Validacion. que un método o Guia de validacion
analitica del perfil de i Especificidad. )
) . analitico es o de métodos
disolucion de Precision. »
) o adecuado para su ) analiticos del
Azitromicina tabletas ) Exactitud.
_ fin. MINSA.
recubiertas de 500mg al
departamento de
Control de Calidad.
Comprobar las )
Tiempo de

caracteristicas de
desempefio del perfil
de disolucién en un
producto farmacéutico
(Azitromicina) de
referencia oficial del
MINSA.

Comprobacién.

Evaluacion de la
complejidad del

procedimiento.

retencion del

analito.

Porcentaje

disuelto.

Método analitico

validado.

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 10. Cronograma para la validacion del perfil de disolucion de azitromicina
tabletas recubiertas de 500mg

Cronograma para la validacion y elaboracion de la metodologia analitica para el perfil de disolucion

comparativo

2021

Mes
Actividad

Setiembre Octubre Noviembre Diciembre

1123451123412 (3|41 2]3

Busqueda de reglamentacion nacional e

internacional sobre perfiles de disolucion.

Capacitacion del uso del HPLC (Agilent
1200) y Disolutor (Vankel).

Determinacion de solubilidad del principio
activo en los medios de disolucién, analisis
de potencia y disolucion de tabletas de

Zithromax® (prueba preliminar método

USP e interno respectivamente).

Desarrollar la metodologia, realizacion de

pruebas preliminares.

Busqueda de reglamentacion nacional e

internacional sobre validacion.

Disefio del protocolo de validacion.

Elaborar la validacion para el medio de
pH 1.2.

Elaborar la validacion para el medio de pH
4.5.

Elaborar la validacion para el medio de pH
6.8.

Calculo de los resultados de la validacion.
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Realizacién del informe de validacion.

Realizacion del perfil de disolucién a pH
1.2.

Realizacion del perfil de disolucién a pH
4.5.

Realizacion del perfil de disolucién a pH
6.8.

Fuente: elaboracion propia.

3.3 Pruebas iniciales para la optimizacion del método de anélisis

e Determinacion de la solubilidad del principio activo en los medios de disolucién, para el
desarrollo del perfil comparativo.

e Evaluacion de las condiciones cromatograficas de la prueba de disolucion empleado en el
Laboratorio Farmacéutico Nacional, para su uso en el desarrollo del perfil de disolucién
comparativo.

e Evaluacion de la estabilidad de la azitromicina en los medios de disolucion.

e Cuantificacion del porcentaje de principio activo disuelto en el primer tiempo de muestreo.

3.4 Instrumentacién para el desarrollo metodoldgico del perfil de disolucion y su

validacion

3.4.1 Equipos e instrumentacion

Los recursos empleados en el desarrollo del método analitico, su validacion y
comprobacion, tales como la cristaleria analitica de laboratorio, los reactivos, las materias primas,

las tabletas y los equipos (ver cuadro 11) verificados y calibrados empleados para su cuantificacion,
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gue permitieron concretar la elaboracion del presente trabajo de investigacion, fueron facilitados
por parte del Laboratorio Farmacéutico Nacional.

Cuadro 11. Equipos para el desarrollo del método analitico del perfil de disolucién y

de la validacion

Equipo Marca
Disolutor Vankel
Cromatografo liquido de alta resolucion Agilent, serie 1200
Balanza analitica OHAUS
Bafio ultrasénico BRANSON

Fuente: elaboracion propia.

3.5 Metodologia para la valoracion de tabletas recubiertas de Zithromax® 500mg

Con la finalidad de determinar el porcentaje de ingrediente activo presente en los lotes de
las tabletas recubiertas de Zithromax® 500mg, que se emplearan en la comprobacion de la
validacion del perfil de disolucion, se llevé a cabo la prueba de valoracion, segtin la USP?®. De esta
manera, se podra determinar si los lotes son aptos para su uso en la investigacién. La figura 12

describe su preparacion.
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Figura 12. Metodologia de la prueba de valoracion

Preparacion del estdndar

Prueba de

Pesar 26.2 mg de Azitromicina
dihidratada estandar de referencia en
un balén de 25 mL

Agregar 20 mL de fase movil y
colocar en bafio ultrasénico por 5
minutos

Aforar con fase mévil y filtrar por

—

valoracion

Reactivos:

Solucién amortiguadora:
KH2PO4: 4.6g de KH2PO4en
900mL de H20, ajustar a pH

7.5y llevar a 1L con H,O

Fase movil:
Solucién amortiguadora y
Acetonitrilo (65:35)

Preparacion de la muestra

|

Morterizar no menos de 20 tabletas,
mezclar en un mortero

|

Pesar por triplicado 173 mg
aproximadamente del morterizado en
un balon de 100mL

|

Agregar aproximadamente 60 mL de
fase movil y colocar en bafio ultrasénico
por 30 minutos

0.45 um ’
Aforar con fase mdvil y filtrar por
0.45 um
Fuente: elaboracion propia a partir de la referencia’®.
Cuadro 12. Condiciones cromatograficas para la valoracion
Sistema Cromatografico
Fase movil Acetonitrilo: solucion amortiguadora (65:35)
Columna C18 de 25cm x 4.6mm; 5um
Longitud de onda 210nm
Temperatura 30°C
Volumen de inyeccién 100 pL
Flujo 2mL/min

Fuente: elaboracion propia.
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Formulas para determinar la valoracién

Cn Std (mg/mL) = Peso Std (g) x Potencia Std (mg/g) x (100-H/100)

FD Std (mL)

Cn Mt (mg/tab) = Area Mt x Cn Std (mg/mL) x FD Mt (mL) x FG x PP (g/tab)

Area Std x Peso Mt (g)

% = mg/tab x 100

Cuadro 13. Simbologia para el calculo de resultados

Simbologia Descripcion

H Humedad del estandar

Cn Concentracion

Std Estandar

Mt Muestra

PP Peso promedio de la tableta

FD Factor de dilucién

FG Factor gravimétrico (0.9541)
FD Std Factor de dilucion del estandar
FD Mt Factor de dilucion de la muestra

Fuente: elaboracion propia.

93




3.5.1 Evaluacion de la solubilidad de azitromicina en los medios de disolucion establecidos
por el MINSA para el desarrollo del perfil de disolucion

Para establecer la metodologia analitica del perfil de disolucién, se debe evaluar la
solubilidad del principio activo, con la finalidad de determinar si se solubiliza en los medios a
utilizar (pHs 1.2; 4.5 y 6.8)2. Para esta prueba la USP establece el término descriptivo de solubilidad

con base en las partes de solvente que se requieren para una parte de soluto (ver cuadro 14).

Cuadro 14. Determinacion de la solubilidad aproximada de sustancias

Término descriptivo Partes de solvente requeridos por una parte
de soluto
Muy soluble Menos de 1
Libremente soluble Delal0
Soluble De 10a 30
Escasamente soluble De 30 a 100
Ligeramente soluble De 100 a 1000
Muy ligeramente soluble De 1000 a 10,000
Practicamente insoluble o insoluble 100 y mas

Fuente: USP16,

3.6 Metodologia para el desarrollo del perfil de disolucién

El desarrollo del perfil de disolucion comparativo se hizo a partir de una adaptacién
analitica del método interno de la prueba de disolucion implementada en el Laboratorio
Farmacéutico Nacional, a la cual se le anexaron los lineamientos estipulados por parte del MINSA?

en su guia técnica para la presentaciéon y evaluacion de los estudios de perfiles de disolucion
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comparativos para formas de dosificacion de liberacion inmediata, para adecuar la metodologia

analitica a las necesidades de un perfil de disolucion.

3.6.1 Descripcion de la preparacion del perfil de disolucion pH 1.2

3.6.1.1 Reactivos

e Solucion de HCI a pH 1.2: disolver 38.02g de cloruro de potasio y 35mL de &cido
clorhidrico en 5600mL de agua. Ajustar a un pH de 1.2 con cloruro de potasio o acido
clorhidrico y llevar a un volumen de 6 litros.

e Solucion amortiguadora de fosfato monobéasico de potasio: disolver 4.6g de fosfato
monobésico de potasio en un recipiente de capacidad adecuada, agregar 900ml de agua,
agitar con pastilla magnética hasta disolver completamente, ajustar a pH 7.5 con hidréxido
de sodio 1N y diluir con agua hasta un volumen de 1000ml.

e Fase movil: mezcla isocréatica de acetonitrilo: solucién amortiguadora (65: 35).

3.6.1.2 Preparacion del estdndar

e Pesar exactamente cerca de 29,1mg de Azitromicina dihidratada, estandar de referencia
secundario (equivalente a 27,8mg de Azitromicina) en un balén de 100 mL (concentracion
0.278mg/mL).

e Agregar 50 mL de medio de disolucion y colocar en bafio ultrasénico durante 15 minutos
para disolver.

o Dejar enfriar a temperatura ambiente y aforar a volumen con diluyente.

e Filtrar por 0.45 pm.
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3.6.1.3 Preparacion de la muestra

Colocar cada una de las 6 tabletas en cada frasco de disolucion.

Disolver segun las condiciones anteriormente mencionadas.

Al finalizar la prueba, tomar muestras filtradas por 1 pm.

Transferir 5ml a un balén de 10ml y diluir a volumen con diluyente (concentracion
0.278mg/mL).

Posteriormente, filtrar por 0.45 pm.

3.6.2 Descripcién de la preparacion del perfil de disolucion pH 4.5

3.6.2.1 Reactivos

Solucion amortiguadora de acetato pH 4.5: disolver 17.9g de acetato de sodio trihidratado
y 8ml de &cido acético glacial; en 5600mL de agua. Ajustar a un pH de 4.5 con &cido acético
glacial y llevar a un volumen de 6 litros.

Solucién amortiguadora de fosfato monobasico de potasio: disolver 4.6g de fosfato
monobaésico de potasio en un recipiente de capacidad adecuada, agregar 900ml de agua,
agitar con pastilla magnética hasta disolver completamente, ajustar a pH 7.5 con hidrdxido
de sodio 1N y diluir con agua hasta un volumen de 1000ml.

Fase movil: mezcla isocratica de acetonitrilo: solucion amortiguadora (65: 35).

3.6.2.2 Preparacion del estandar

Pesar exactamente cerca de 29.1mg de Azitromicina dihidratada, estandar de referencia
(equivalente a 27.8mg de Azitromicina) en un balon de 100 mL (concentracion
0.278mg/mL).
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Agregar 50 mL de medio de disolucién y colocar en bafio ultrasénico durante 15 minutos
para disolver.
Dejar enfriar a temperatura ambiente y aforar a volumen con diluyente.

Filtrar por 0.45 um.

3.6.2.3 Preparacion de la muestra

Colocar cada una de las 6 tabletas en cada frasco de disolucion.
Disolver segun las condiciones anteriormente mencionadas.

Al finalizar la prueba tomar muestras filtradas por 1 pm.

Transferir 5ml a un balon de 10ml y diluir a volumen con diluyente.

Posteriormente, filtrar por 0.45 um.

3.6.3 Descripcién de la preparacion del perfil de disolucion pH 6.8

3.6.3.1 Reactivos

Solucién amortiguadora de fosfato monobaésico de potasio pH 6.8: disolver 40.8g de fosfato
monobasico de potasio y 5.37g de hidréxido de sodio en 5600mL de agua. Ajustar a un pH
de 6.8 con hidroxido de sodio o &cido fosférico y llevar a un volumen de 6 litros.

Solucion amortiguadora de fosfato monobéasico de potasio: disolver 4.6g de fosfato
monobaésico de potasio en un recipiente de capacidad adecuada, agregar 900ml de agua,
agitar con pastilla magnética hasta disolver completamente, ajustar a pH 7.5 con hidréxido
de sodio 1N y diluir con agua hasta un volumen de 1000ml.

Fase mdvil: Mezcla isocratica de acetonitrilo: solucion amortiguadora (65: 35).

97



3.6.3.2 Preparacion del estandar

e Pesar exactamente cerca de 29.1mg de Azitromicina dihidratada, estandar de referencia
(equivalente a 27.8mg de Azitromicina) en un balén de 100 mL.

e Agregar 50 mL de medio de disolucion y colocar en bafio ultrasonico durante 15 minutos
para disolver.

e Dejar enfriar a temperatura ambiente y aforar a volumen con diluyente.

e Filtrar por 0.45 um.

3.6.3.3 Preparacion de la muestra

e Colocar cada una de las 6 tabletas en cada frasco de disolucion.

e Disolver segun las condiciones anteriormente mencionadas.

e Al finalizar la prueba tomar muestras filtradas por 1 pum.

e Transferir 5ml a un balén de 10ml y diluir a volumen con diluyente.

e Posteriormente, filtrar por 0.45 um.

Formula para el calculo de resultados para el perfil de disolucién (ver simbologia en el cuadro

13)

Cn St (mg/mL) = Peso Std (g x Potencia Std (mg/g) x (100-H/100)
FD Std (mL)

% = Area Mt x Cn Std (mg/mL) x FD Mt (mL) x FG x 100
Area Std x Etiquetado
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Preparacion del estandar

Pesar 29,1mg de azitromicina
dihidratada en balon de 100mL

Adicionar 50mL de medio
de disolucion y disolver

Aforar con diluyente
y filtrar por 0,45 pm

Inyectar en el HPLC

Reactivos:

Solucién amortiguadora
KH;PO4: 4.6g de KH2PO4en
900mL de H20, ajustar a pH

7.5y llevar a 1L con H,O

Solucion diluyente
Solucién amortiguadora
KH2PO4: Acetonitrilo
(80:20)

Figura 13. Metodologia del perfil de disolucion

Metodologia del
perfil de disolucion

Condiciones del medio de disolucidn

Preparacion de la muestra

Volumen: 900mL
Aparato: Paletas (2)
Velocidad: 75rpm

Tiempos de muestreo: 10, 15, 20, 30,

45, 60 minutos.
Temperatura: 37.0 °C £0.5

Medios de disolucion

Adicionar el medio de disolucion
respectivo a 37.0 °C 0.5

Colocar individualmente 6 tabletas
en los frascos de disolucion

Medio pH 1.2: 38.02g de KCI + 35mL
de HCI para 6L de H20, ajustar pH

Medio pH 4.5: 17.9g de C,HsNaO,* 3
H-0 + 8mL de CH:COOH para 6L de

H-0, ajustar pH

Medio pH 6.8: 40.8g de KH;PO,+
5,379 de NaOH para 6L de H:0,

ajustar pH

Sistema Cromatografico

Al cumplirse los tiempos de
muestreo tomar 10mL en tubos de
ensayo y reponer el volumen

Pipetear 5mL en bal6n de 10mL

Aforar con diluyente y filtrar por 0,45
um

Inyectar en el HPLC

Fase mavil: acetonitrilo: solucién amortiguadora pH 7.5

(65:35) Columna: C18 de 25cm x 4.6mm; 5um

Longitud de onda: 210nm
Flujo: 2.0ml/min.
Temperatura: 30 °C
Volumen de inyeccion: 50uL

Fuente: elaboracion propia.
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3.7 Validacion del perfil de disolucién

3.7.1 Metodologia para la evaluacion de los parametros de desempefio

La validacion de la metodologia del perfil de disolucion comparativo se llevé a cabo de acuerdo
con la guia de validacion de métodos analiticos del MINSA?; los parametros de evaluacion que

deben abarcarse para dicha validacion corresponden:

e Especificidad: realizar una comparacion de la matriz de la muestra respecto al estandar;
para ello se deben preparar por triplicado muestras placebo y se comparan con la sefial del
estandar. Criterio de aceptacion: la solucién muestra no debe presentar alguna sefial que
interfiera con la sefial que se obtuvo en el estandar.

e Linealidad e intervalo del sistema: preparar por triplicado soluciones estandar a cinco
niveles de concentracion (33%, 66%, 100%, 133% y 167%), se grafica en tres curvas de
calibracion independientes y se evallan estadisticamente. Criterios de aceptacion:
coeficiente de correlacion entre 0.98 y 1.00, el r? debe ser mayor a 0.995. El andlisis de
varianza de la regresion lineal demuestra el paso del intercepto por 0.00, una desviacién no
significativa respecto a la regresion, una distribucion aleatoria de los residuos.

e Linealidad e intervalo del método: preparar por triplicado soluciones a cinco niveles de
concentracion (33%, 66%, 100%, 133% y 167%), se grafican en tres curvas de calibracion
independientes y se evaltuan estadisticamente. Criterios de aceptacion: coeficiente de
correlacion entre 0.98 y 1.00, el r? debe ser mayor a 0.995. El analisis de varianza de la
regresion lineal demuestra el paso del intercepto por 0.00, una desviacién no significativa
respecto a la regresion, una distribucién aleatoria de los residuos.

e Exactitud: preparar muestras por triplicado a tres niveles de concentracion (33%, 100% y
167). Criterios de aceptacion: la recuperacion promedio debe ser mayor a 98.0% y menor
a 102.0%. El coeficiente de variacion debe ser menor a 2.0%, el coeficiente de correlacion
es de 1.00, la pendiente es igual a 1.00 y el intercepto es de 0.00.

e Precision: utilizar muestras preparadas en la exactitud. Criterios de aceptacion: el

coeficiente de variacion debe ser menor a 2.0%.
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Figura 14. Descripcion de la metodologia para la validacion del perfil de disolucién

Preparar 3 soluciones al:

33%, 67%, 100%, 133% y

Preparar 3 soluciones al: :
p Muestra Meto\?;lli(;gg; gr?ra la Estandar
33%, 67%, 100%, 133% y «— - 5
167% 167%
Parametros de desempefio
Linealidad del método Precision Especificidad Exactitud

Linealidad del sistema

Preparar por triplicado
soluciones muestra a
cinco niveles de
concentracién

Preparar por
triplicado
soluciones muestra
al 33%, 167% y

Preparar 3 muestras
placebos

Se preparan 3
soluciones estandar

100% r
00% y para su al 100%
cuantificacion se
Analizar las preparar 3
muestras soluciones estandar :
al 100% Analizar las
muestras
Graflca_r 3 curvas Analizar las
_de cahbrgmon muesiras Criterios de
independientes ‘ aceptacion
itap Criterios de
Crlter|o§ de > | %: 0.0%
aceptacion aceptacion
F experimental > F tabulado CV=2.0%.

R 2>0.995
Residuales: 0.00
Pendiente: 1.00

Intercepto: 0.0

Preparar por
triplicado
soluciones muestra
al 33%, 167%y

Preparar por triplicado

soluciones estandar a 5
niveles de

concentracién

100% y para su
cuantificacion
preparar 3 Analizar las
soluciones estandar muestras
al 100%
- Graficar 3 curvas
Analizar las de calibracion
muestras independientes
Criterios de Criterios de
aceptacion aceptacion

Recuperacion
promedio > 98.0%
y <102.0%

R: 1.00
Pendiente: 1.00

Intercepto: 0.0

F experimental > F tabulado
R2>0.995
Residuales: 0
Pendiente: 1.00

Intercepto: 0.0

Fuente: elaboracion propia a partir de referencia®.
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3.7.1.1 Metodologia para la preparacion de las soluciones muestra y estandar

Las soluciones estandar y muestras se prepararon a cinco niveles de concentracion distintos,
correspondiendo al 33%, 66%, 100%, 133% y 167%. Para cada uno de estos lo Unico que varia
entre cada nivel es la cantidad afiadida de la solucién estandar madre. El cuadro 15 muestra las
alicuotas agregadas en cada concentracion y el buffer empleado, ya que se debieron preparar
soluciones estandar para cada medio de disolucion, pH 1.2, 4.5 y 6.8. La solucion estandar madre
se prepara a una concentracion tedrica de 9.2550mg/mL en acetonitrilo (ver figura 15), mientras
que las soluciones muestras y estandares a 0.2777mg/mL como concentracion normal de trabajo

(correspondiendo al 100%).

Figura 15. Metodologia analitica para la preparacion del estandar madre

Preparacién del estandar madre

Pesar 970mg del estandar de azitromicina dihidrato
(equivalente a 925,5mg de azitromicina)

Agregar 50mL de acetonitrilo y
colocar en el ultrasénico 10 minutos

Balén 100mL o
Aforar con acetonitrilo

Balén 100mL

=>

LJ

Fuente: elaboracion propia.
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Para la preparacién de las soluciones estandar, se agrega la alicuota de la solucion estandar
madre en un bal6n aforado de 100mL, segun el nivel de concentracion a preparar, y se adiciona
una proporcion que corresponde al 50% del volumen del balén aforado del medio de disolucion
correspondiente (soluciones amortiguadoras a pHs 1.2, 4.5y 6.8. Se sonifica, se agrega un 40% del
volumen del balon aforado de la solucién amortiguadora, se sonifica y se lleva a volumen con

acetonitrilo. Dicha metodologia se puede ilustrar en la figura 16.

Figura 16. Metodologia para la preparacion de los estandares a pH 6.8

Preparacién del estandar al 100%

o Adicionar 40mL de
Adl?lonar 3mL del solucion amortiguadora
estandar madre con de fosfato monobasico

. Aforar con acetonitrilo
bureta de potasio

Agregar 50mL de
buffer pH 6,8

=

Balén 100mL

Fuente: elaboracion propia.

Con respecto a la preparacién de las soluciones muestras se agrega la alicuota segun el
nivel de concentracién a elaborar (ver cuadro 17) a un bal6n aforado, en el que se pesaron los
excipientes, y se adiciona una proporcion que corresponde al 50% del volumen del bal6n aforado

del medio de disolucion correspondiente, se sonifica, se agrega un 40% del volumen del balon
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aforado la solucion amortiguadora, se vuelve a sonificar y se lleva a volumen con acetonitrilo (ver

figura 17).

Figura 17. Metodologia para la preparacion de las muestras a pH 6.8

Pesar 40,56 mg
de placebo

Balén 100mL

Baldn 100mL

Preparacion de la muestra al 100%

Adicionar 3mL del
estdndar madre

Agregar 50mL del
buffer pH 6,8

Fuente: elaboracion propia.

Colocar en el bafio
ultrasénico 15 minutos

>

Adicionar 40mL de
solucion amortiguadora
de fosfato monobésico
de potasio

Aforar con acetonitrilo

Colocar en el bafio

ultrasénico 5 minutos

|:> Balon 100mL

Cuadro 15. Material volumétrico empleado en la preparacion de las muestras y

estandares
Alicuota (mL) bureta de 10mL £
Concentracion Balones (mL) £ 0.1 0.03
(porcentaje)
Estandar Muestra Estandar Muestra
33 100 100 1 1
66 100 100 2 2
100 100 100 3 3
133 100 100 4 4
167 100 100 4.5 4.5

Fuente: elaboracion propia.

104




CAPITULO IV: DISCUSION Y RESULTADOS

La azitromicina se encuentra dentro grupo Il de acuerdo con el SCB, lo que quiere decir
que presenta una baja solubilidad en medios acuosos (permitiendo explicar su baja
biodisponibilidad) y una alta permeabilidad!'’. Es por esta razoén que un perfil de disolucion
comparativo permitira la evaluacion de la formulacién respecto al medicamento de referencia en
el pais, correspondiendo la velocidad de disolucion del farmaco un parametro critico, para lo cual
resulta necesaria la implementacion del método analitico, que cumpla con las caracteristicas de
desempefio adecuadas para el fin propuesto; en otras palabras, una metodologia analitica

debidamente validada.

4.1 Pruebas preliminares para el desarrollo del perfil de disolucién comparativo

4.1.1 Valoracién de tabletas recubiertas de Zithromax® de 500mg

Con la finalidad de determinar la cantidad de principio activo que se encuentra presente en
el lote de tabletas recubiertas de Zithromax® de 500mg, fabricado por Laboratorios Pfizer de
México, al ser el medicamento de referencia en el pais segun el MINSA?® y, por lo tanto, el lote a
utilizar para corroborar la metodologia analitica del perfil de disolucion comparativo, se llevé a
cabo la prueba de valoracion empleando el método analitico oficial de la USP.

Los resultados de la prueba de valoracion se presentan en el cuadro 16, donde el promedio
obtenido fue de 94.9%, con un RSD de 1.3%. De acuerdo con la monografia oficial de la USP"2, la
azitromicina tabletas debe contener no menos de 90.0% y no mas de 110.0% de principio activo,
con un RSD igual o menor a 2.0% (evaluacion de precision entre los datos). Ambos datos se
encuentran dentro de los parametros establecidos; por lo tanto, se considera que el lote es apto para

su utilizacién en el desarrollo del método analitico.
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Cuadro 16. Resultados de la valoracion de Zithromax® 500mg tabletas recubiertas

Muestra Recuperacion (%)
1 94.3
2 94.0
3 96.4
Promedio 94.9
RSD 1.3

Fuente: elaboracion propia.

4.1.2 Evaluacion de la solubilidad del principio activo en los medios de disolucién

para el desarrollo del perfil comparativo

Para determinar la solubilidad aproximada de la materia prima de azitromicina en la
solucion amortiguadora de acetato a pH 4.5, para la solucion amortiguadora de fosfato a pH 6.8 y
la solucion de cido clorhidrico a pH 1.2 se siguid la metodologia descrita en la USP, en su apartado
“descripcion y solubilidad™ (ver cuadro 14), donde se observo que la cantidad minima de medio de
disolucion que logré disolver 0.25g de principio activo fue de 1.5mL (para cada uno de los pHs),
lo cual indica que se requieren seis partes del solvente por cada parte del soluto; por lo tanto, segun
la clasificacion descrita en el cuadro 14, la azitromicina es libremente soluble en los medios de

disolucion que deben emplearse en el perfil de disolucién comparativo.

4.1.3 Evaluacion de las condiciones cromatograficas de la prueba de disolucion
empleado en el Laboratorio Farmacéutico Nacional para su uso en el desarrollo del perfil

de disolucion comparativo

Con la finalidad de evaluar si las condiciones cromatograficas del método interno de la
prueba de disolucidn, descritas en la figura 13, son aptas para emplearse en el desarrollo del perfil

de disolucion comparativo, se prepardé una solucion muestra y una solucion estandar a la
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concentracion normal de trabajo, utilizando como disolventes los medios de disolucién a pHs 1.2,
4.5y 6.8, tanto con el medicamento genérico como con el medicamento de referencia, tomando
como referencia la longitud de onda establecida en la monografia oficial de la USP’2, la cual indica
que la misma corresponde a 210nm. Se inyectaron 50uL de cada una de las soluciones en un
cromatdgrafo liquido de alta resolucion con arreglo de diodos, lo que permitié corroborar la
longitud de onda para la determinacion del compuesto.

Las figuras 18, 19 y 20 demuestran que la solucion muestra corresponde al mismo
compuesto que la solucion estandar, al coincidir los tiempos de retencion del pico principal de las
dos soluciones, también se observa una forma similar del pico de interés. Ademas, para determinar
que ningun componente de la matriz interfiera respecto a la sefial de la azitromicina, se inyectan
los placebos de cada medio de disolucién (pHs 1.2, 4.5 y 6.8), con la finalidad de determinar
posibles interferencias. Los resultados obtenidos en el cromatograma se contrastan con la
cromatografia de las soluciones muestras y estandares, y la especificidad del método
posteriormente se evalla en la validacion del método; sin embargo, es fundamental determinar

posibles interferencias cromatogréficas para un desarrollo de un método analitico.

De acuerdo con la cromatografia de cada medio de disolucion, se puede observar que el
placebo no presenta ningln pico que coincida con el tiempo de retencién del analito; por lo tanto,
ningin componente de las matriz de las tabletas, tanto del medicamento genérico como de
referencia, interfiere en la longitud de onda (se omiten los espectros del medicamento de referencia
al presentar el mismo comportamiento, el andlisis es para determinar la presencia de posibles

interferencias en el sistema cromatografico).
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Figura 18. Comparacion de espectros cromatograficos entre el estandar, muestra y
placebo del medicamento genérico en el medio de disolucion a pH 1.2
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Figura 19. Comparacion de espectros cromatograficos entre el estandar, muestra y

placebo del medicamento genérico en el medio de disolucion a pH 4.5
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Figura 20. Comparacion de espectros cromatograficos entre el estandar, muestra y
placebo del medicamento genérico en el medio de disolucion a pH 6.8
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Posterior a la inyeccion de los estandares y muestras, se determina que se obtienen valores

de areas aptas para su cuantificacion (ver cuadro 17), ya que picos muy concentrados tienden a
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deformarse después de varias inyecciones y tras areas muy bajas existe mayor variabilidad entre
las inyecciones; por ello se conserva el loop de 50puL para la metodologia analitica, los valores de
las areas obtenidas tanto para las soluciones estandar y muestras del medicamento de referencia y
el genérico corresponden a una concentracion aproximada a la concentracion de trabajo (no se lleva

a cabo la cuantificacion de ellos).

Cuadro 17. Evaluacion de las muestras en los medios de disolucion apH 1.2, 4.5y 6.8

Medicién de muestras | Medicién de muestras
Medio del medicamento de del medicamento Medicion de estandar
referencia genérico
pH 1.2 1145.3356 1108.3356 1139.4564
pH 4.5 1153.4781 1169.5745 1140.7468
pH 6.8 1135.2165 1130.6338 1138.4224

Fuente: elaboracion propia.

Tras determinar que el sistema cromatografico se comporta de manera estable (observar
linea base con comportamiento de misma tendencia entre inyecciones) y obtener una cromatografia
con areas adecuadas y picos de forma similar, se determina que las condiciones cromatogréaficas
(descritas en la figura 13, metodologia del perfil de disolucidn), se determina que estas son aptas

para ser utilizadas en el perfil de disolucién comparativo.

4.1.4 Determinacion de la cantidad minima de principio activo que se disuelve del

perfil de disolucion en el primer tiempo de muestreo

Con la finalidad de cuantificar la cantidad minima de principio activo que se disuelve en el

disolutor durante el primer tiempo de muestreo (valor minimo a obtener del perfil de disolucion),
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correspondiendo este a los 10 minutos, se analizaron dos muestras del medicamento genérico y el
de referencia en la solucion amortiguadora de acetato a pH 4.5, la solucién amortiguadora de
fosfato a pH 6.8 y la solucion de acido clorhidrico a pH 1.2 y sus respectivos estandares, lo que
permitira definir el rango en que se debe validar el método analitico. Los resultados obtenidos se
presentan en el cuadro 18, donde se muestra que el valor minimo de las disoluciones a pH 1.2 es
de 84%, parael pH a4.589% vy el pH 6.8 81%.

Cuadro 18. Cantidad de principio activo disuelto del medicamento genérico y de

referencia a los 10 minutos en los medios de disolucién

Medicamento genérico Zithromax®
pH 12 (%) | pH45 (%) | pH6.8(%) | pH 1.2 (%) | pH45(%) | pH 6.8 (%)
84 90 89 86 90 81
86 89 93 84 89 93

Fuente: elaboracion propia.

4.1.5 Evaluacioén de la estabilidad de la azitromicina en los medios de disolucion

4.1.5.1 Evaluacion de la estabilidad en el medio de disolucion a pH 1.2

Al aludir que los macrélidos presentan una baja estabilidad a pHs bajos, grupo al cual
pertenece la azitromicina®, se procede a evaluar la estabilidad del principio activo en los medios
de disolucion, al corresponder dos de los tres pHs empleados en el perfil de disolucién a medios
acidos (pH 1.2 y 4.5). Ademas, la temperatura es un factor adicional que no se considera en la
validacion de un método analitico para una prueba de desempefio; por lo tanto, se procede a
preparar por triplicado soluciones muestras (elaboradas de la misma manera que el estandar del
perfil de disolucion comparativo) a la concentracion normal de trabajo, las cuales se inyectaron

inmediatamente posterior a su preparacion. Luego se procede a colocarlas en un bafio de Maria a
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una temperatura de 37.5°C vy a realizar inyecciones a partir del balon cada 10 minutos (aludiendo
a que cada inyeccion en el HPLC tiene una duracién de 8 minutos) los resultados obtenidos en este
medio de disolucion se pueden observar en el cuadro 19.

Cuadro 19. Lecturas de las soluciones muestras para la evaluacién de la estabilidad

del medio de disoluciéon a pH 1.2

Soluciones muestraal | Lectura posteriorasu | Lecturaalos10 | Lecturaalos 20
100% preparacion minutos minutos
1 1143.4665 1145.3768 1096.2136
2 1152.5493 1151.4598 1103.3456
3 1146.5312 1147.3241 1095.3461

Fuente: elaboracion propia.

A los 20 minutos posteriores a la preparacion de las soluciones, se observa una reduccién
del area de estas; ademas, la presencia de un pico que no se encontraba en la cromatografia (primer
cromatograma de las figuras 21 y 22) son indicativos de una degradacion del compuesto en el
medio de disolucién a pH 1.2 y a una temperatura de 37.5 °C; por consiguiente, en este tiempo se
interrumpe la inyeccion cada 10 minutos de las soluciones; aproximadamente una hora después se
inyecta la muestra y se contrasta con un estandar con el mismo tiempo (aproximadamente 80
minutos), lo cual se puede observar en la figura 21.
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Figura 21. Cromatografia de las soluciones muestras para la evaluacion de la

estabilidad del medio de disolucion a pH 1.2
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A solicitud del departamento de control de calidad se hizo un cambio de columna, pasando
de una columna C18 marca Supelco de 4.6 X 250mm de 5um a una Xterra de 25cm de 4.6 x250mm
de 5y, las cuales corresponden a las asignadas para el producto en el laboratorio farmacéutico. Se
observo una alteracion de los tiempos de retencion, asi como una disociacion del analito. La figura
22 corresponde a la misma muestra, tras su inyeccion en una diferencia de aproximadamente 8
horas, donde la magnitud del &rea total al sumar los dos picos es practicamente similar en ambos

Casos.

Figura 22. Comparacion de la solucion muestra a pH 1.2 con 8 horas de diferencia
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De acuerdo con Fiese et al.% la azitromicina, a pesar de presentar un nitrégeno con un grupo
metilo, que sustituye el carbonilo en la posicion 9 del anillo de aglicona de la eritromicina, lo que
impide la inactivacion por esta via, se descompone por medio de hidrolisis del enlace éter al azicar
cladinosa en presencia de un medio acido (ver figura 23). Estos autores indican que, tras un
experimento comparativo entre la azitromicina y eritromicina en un medio con un pH de 2 a 37 °C,

la azitromicina experiment6 una degradacion del 10% a los 20.1 minutos.

Figura 23. Via de descomposicion de la azitromicina en medio acido
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Por lo tanto, el comportamiento inestable del principio activo en la solucion amortiguadora
a pH 1.2 eventualmente no permitiria la cuantificacion del analito en el desarrollo del perfil de
disolucién, al no contemplar las condiciones del tiempo y la temperatura (en el caso del factor
tiempo que no se puede controlar en las muestras del perfil de disolucidn) que si se pueden controlar
en su validacion. Sin embargo, a solicitud del departamento de control de calidad, se elabora la
validacion y comprobacion en este medio de disolucion, con la finalidad de indicar que los posibles
problemas que se presenten se atribuyen al comportamiento del principio activo en el medio acido
(pH 1.2).

4.1.5.2 Evaluacion de la estabilidad en el medio de disolucion a pH 4.5

Tras conocer que el medio de disolucién a pH 1.2 mostré una degradacion a los 20 minutos,
se procede a emplear las mismas condiciones, inyectando por triplicado soluciones muestra
posterior a su preparacion y a los 20, 30 y 60 minutos. Posteriormente, se guarda la solucion fuera
del bafio de Maria, aludiendo a que la muestra cuando se desarrolle el perfil de disolucién solo se
va a encontrar por 60 minutos en el disolutor, e inyectarla 18 horas después de su preparacion los
datos obtenidos se muestran en el cuadro 20.

Cuadro 20. Lecturas de las soluciones de las muestras para la evaluacion de la
estabilidad del medio de disolucion a pH 4.5

Soluciones Lectura posterior | Lecturaalos | Lecturaalos | Lecturaalos | Lectura 18
muestra al asu preparacion | 20 minutos 30 minutos 60 minutos horas
100% después
1 1133.6791 1134.1825 1136.2190 1135.2136 1137.5241
2 1145.1723 1141.3613 1146.3484 1143.2157 1141.7684
3 1163.3841 1165.5624 1160.2159 1162.4590 1164.2157

Fuente: elaboracion propia.

117




Tras observar los datos obtenidos, se determina que la azitromicina no se disocia en el
medio de disolucion a pH 4.5; ademas, se corrobora que no se encuentra presente el segundo pico
que aparecié en la cromatografia del perfil de disolucion a pH 1.2 (ver figura 24). Tras este
comportamiento no se evalUa la estabilidad en el medio de disolucion a pH 6.8 atribuido a que el

compuesto es inestable en medios acidos.

Figura 24. Cromatografia de las soluciones muestras para la evaluacion de la

estabilidad del medio de disolucién a pH 4.5
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4.2 VValidacion del método analitico

Para la validacion del método analitico se procedio segun lo estipulado en el RTCA de
Validacion de métodos analiticos para la evaluacion de la calidad de los medicamentos?*, el cual

clasifica las pruebas de desempefio en la categoria Ill, indicando que los parametros a validar del
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método analitico corresponden a la exactitud, precision, especificidad y linealidad tanto del

intervalo como del sistema.

Al tratarse de una validacion de una prueba de perfiles de disolucién comparativos, se debe
considerar la evaluacion del método desde un valor minimo adecuado, porque las pruebas de
disolucion a los 10 minutos proporcionaron un valor aproximado de la cantidad minima de
principio activo que se podria disolver en el perfil de disolucion. Sin embargo, al requerir la
preparacion de soluciones a cinco niveles de concentracion y con la finalidad de evitar valores
préximos, se considera realizar su evaluacion desde el 33% hasta el 167%; de esta manera se
determinaria el comportamiento del método analitico en todo este intervalo de trabajo, ya que lo se
busca es que todos los posibles valores obtenidos se encuentren dentro del rango de la validacién
Y que estos no sean muy cercanos. La prueba analitica para determinar el porcentaje de principio
activo que se disuelve a los 10 minutos era necesaria, pues en caso de que se hubiese disuelto

menos o cerca del 33%, se debe considerar bajar el rango de la validacion.

Respecto al medio de disolucién a pH 1.2, se prepararon las soluciones muestras y
estandares a medida que se iban inyectando en el equipo, de esta manera no se originé el segundo
compuesto que aparecia en la cromatografia; su preparacion se facilito al tratarse de alicuotas que
debian adicionarse a la solucién con excipientes. Con respecto a la solucién estandar madre, al

encontrarse disuelta en acetonitrilo, no present6 ningun problema de estabilidad.

4.2.1 Evaluacion de los parametros de desempefio del perfil de disolucion en los

medios de disolucion apHs 1.2, 4.5y 6.8

4.2.1.1 Especificidad

Se determino la especificidad del método mediante la comparacion del comportamiento de

la matriz con respecto al comportamiento del estandar. Los resultados (ver figura 25) indican que
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no se presentd ningun tipo de sefial que interfiriera con la sefial del estandar en las soluciones
placebo, tras contrastar las tres soluciones placebo de cada medio de disolucion contra el estandar
al 100% (el estandar para los tres pHs presenté el mismo tiempo de retencion); esto indica que el

método es especifico para la determinacion del analito.

Figura 25. Determinacion de la especificidad en los tres medios de disolucion
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Ademas, se pueden emplear procedimientos analiticos adicionales para evaluar la
especificidad; el cromatografo liquido de alta resolucion con arreglo de diodos permite determinar
la pureza espectral del pico de interés en la cromatografia. Por lo tanto, se evalta la pureza de las
soluciones muestras que se prepararon para la validacion de los parametros y los resultados indican
que la curva de similitud y de umbral de pureza permiten demostrar que el compuesto de interés

presenta una buena pureza en los tres medios de disolucion.

4.2.1.2 Exactitud

Bajo la solicitud del departamento de control de calidad, se evaluo la exactitud del método
mediante adicion estandar con placebo; de esta manera no se tuvo que optar por solicitar mas
muestras de producto terminado, que posteriormente podrian ser utilizadas en su evaluacion contra

el medicamento de referencia en el perfil de disolucién comparativo.

Se procede a determinar la exactitud del método al 33%, 100% y 167% de la concentracion
normal de trabajo. Los cuadros 21, 22 y 23 muestran los resultados obtenidos en los tres medios de
disolucién (pHs 1.2, 4.5 y 6.8) respectivamente, los cuales deben mostrar un porcentaje de
recuperacion superior o igual 98.0% y menor o igual a 102.0%, con un coeficiente de variacion
menor o igual a 2.0%, donde los tres pHs cumplen de manera satisfactoria con los criterios
necesarios para la prueba.

Cuadro 21. Resultados de la prueba de exactitud en el medio de disolucion a pH 1.2

Muestras Recuperacion promedio (%) | Coeficiente de variacion (%)
33% 98.2 1.7
100% 100.4 0.9
167% 101.6 0.8

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 22. Resultados de la prueba de exactitud en el medio de disolucion a pH 4.5

Muestras Recuperacion promedio (%) | Coeficiente de variacion (%)
33% 99.3 15
100% 99.2 0.8
167% 98.8 0.5

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 23. Resultados de la prueba de exactitud en el medio de disolucion a pH 6.8

Muestra Recuperacion promedio (%) | Coeficiente de variacion (%)
33% 100.4 0.4
100% 99.7 0.4
167% 98.8 0.7

Fuente: elaboracion propia.

Al graficar la cantidad recuperada contra la cantidad adicionada, se obtiene un coeficiente

de correlacion de 1.00 para los tres medios de disolucion; ademas, se llevo a cabo una prueba t

tanto para el intercepto como para la pendiente con un nivel de significancia de 0.05 (ver cuadro

24), con la finalidad de demostrar que el intercepto es de 0.00 y la pendiente de 1.00. Se considera

que el altimo es estadisticamente igual a 1.00, pues el valor de t experimental €5 Mayor al t tabulado. EN

el caso del intercepto, se considera que es estadisticamente igual a 0.00, ya que el valor de t

experimental €S inferior al t tabutado.
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Cuadro 24. Prueba de t para la pendiente e intercepto

Prueba t para la pendiente

pH 1.2 pH 4.5 pH 6.8
t experimental: 154.344 t experimental: 207.874 t experimental: 206.882
Prueba t para el intercepto
pH 1.2 pH 4.5 pH 6.8
t experimental: -2.323 t experimental: 0.605 t experimental: 1.628

t tabulado: 2.365

Fuente: elaboracion propia.

4.2.1.3 Precisién

La precision se evalué mediante la repetibilidad, la cual se determind con los resultados de
la exactitud; por lo tanto, al determinar el coeficiente de variacion promedio de los tres niveles de
concentracion de los cuadros 24, 25y 26, se obtiene un coeficiente de variacion promedio de 1.8%
para el pH a 1.2, 0.9% para el pH a 4.5 y 0.8 para el pH a 6.8 (ver cuadro 25). Segun el MINSA,
este parametro debe ser menor a 2.0%; por consiguiente, se determina que el método es preciso en

el intervalo de trabajo parael pH 1.2, 4.5y 6.8.

Cuadro 25. Coeficiente de variacion para la prueba de precisién en el medio de
disolucionapH 1.2,45y 6.8

pH 1.2 pH 4.5 pH 6.8

1.8% 0.9% 0.8%

Fuente: elaboracion propia.
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4.2.1.4 Linealidad e intervalo

Se procedio a evaluar el comportamiento lineal del método y del sistema para el intervalo
de trabajo en cada medio de disolucion, mediante la elaboracion de tres curvas de calibracion
independientes para la linealidad del sistema y tres mas para la evaluacion de la linealidad método.
El calculo del r debe encontrarse entre 0.98 y 1.00, los cuales fueron de 1.00 para todas las curvas

de calibracidn, los que se pueden observar en la tabla 32.

Ademas, de acuerdo con el MINSAL, el coeficiente de determinacion debe ser mayor a
0.995 para cada una de las curvas de calibracion de los tres medios de disolucion. Las figuras 26
hasta la 31 muestran los resultados obtenidos, donde todas las curvas de calibracion presentan un
valor superior a 0.995, lo que indica que existe una buena correlacién lineal entre la concentracion

y el area obtenida.

Figura 26. Curvas de calibracion para evaluacion de la linealidad del sistema en el

medio de disolucion a pH 1.2
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Fuente: elaboracion propia.
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Figura 27. Curvas de calibracion para evaluacion de la linealidad del sistema en el

medio de disolucién a pH 4.5
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Fuente: elaboracion propia.

Figura 28. Curvas de calibracion para evaluacion de la linealidad del sistema en el

medio de disolucion a pH 6.8

1500,000 Linealidad al 33% 1500,000 Linelidad al 100%
1200000 - 1200,000
_g 900,000 354575 2,050 2 900,000
o S00.000 ¥=2 X -2 .E 400,000 v=3475Tx+ 7.1936
= ) Rf=0,0000 : BF=109958
300,000 ’ 300,000 ’
0,000 # T T ! 0,000 # T T !
2000 400.0 600,10 2000 4000 600,0
Concentracion (mg/mL) Concentracion (mg/mlL)
1500.000 Linealidad al 167%
1200 000
E 900,000
5 v=34971x+ 37813
- ﬁﬁ 2 = (),0099
0,000 + T T |
0.0 2000 4000 6000

Concenracion (mg/mL)

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 29. Curvas de calibracion para evaluacion de la linealidad del método en el
medio de disolucion a pH 1.2

1000, 000 Linealidad al 33%0 Linealidad al 100%%
800,000
§ so0,0m
3 400,000 ¥=1.030dx - 1,0024 v=1,2223x - 2,5327
200,000 Bi=02207 Fi=0,0006
0,000 » . . , . . ,
00,0 400,0 00,0 200,0 400,0 00,0
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Linealidad al 167T%%

¥= 104275 - 2,5634
R =10,0004

2000 400.0 600,0

Concentracion (mg'ml)

Fuente: elaboracion propia.

Figura 30. Curvas de calibracion para evaluacion de la linealidad del método en el

medio de disolucion a pH 4.5

Linealidad al 33%4 1500000 Linealidad al 100%
3 g 100,000
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000 4000 600,0 00 2000 4000 600,0
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RE=0,9008

200,0 4000 6000
Concertracion (el

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 31. Curvas de calibracion para evaluacion de la linealidad del método en el
medio de disolucién a pH 6.8

1500,000 Linealidad al 33% 1500,000 Linealidad al 100%
E 1000,000 = 1000,000
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= 1000,000
5
] y = 3,6071x + 0,2682
= 900,000 R = 0, 9999
0,000 # T T 1
0,0 200,0 400,0 6000
Concentracién (mg/mL)

Fuente: elaboracion propia.

Ademas, se llevd a cabo un andlisis de varianza de la regresion lineal, tanto para la
linealidad del método como para la linealidad del sistema para los tres medios de disolucion
mediante la prueba F, en la que los valores de F «itico deben ser menores a 0.05 para un intervalo
de confianza de 95%. Los datos obtenidos (observar el cuadro 26) muestran que el F critico para los
tres medios de disolucion presentan un valor inferior al parametro de comparacion, por lo cual se

determina que no existe desviacion estadisticamente significativa respecto a la regresion lineal.
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Cuadro 26. Prueba F para el andlisis de varianza de la regresion lineal

Medio de disolucion pH 1.2
Linealidad del sistema Linealidad del método

F critico- 1.96E-16 F critico- 1.19E-21

Medio de disolucién pH 4.5
Linealidad del sistema Linealidad del método

F critico- 1.34E-19 F critico- 451E-25

Medio de disolucién pH 6.8
Linealidad del sistema Linealidad del método

F critico- 2.25E-23 F critico- 1.91E-25

Fuente: elaboracion propia.

La guia de validacion de métodos analiticos del MINSA?! también indica que se debe
cumplir con una distribucion aleatoria de los residuos, ya que ante tendencias sistematicas no existe
linealidad. Los resultados obtenidos, que se resumen en el cuadro 29, muestran que el célculo de
los residuos es de 0; es por ello que no existen tendencias sistematicas. Por lo tanto, se permite
demostrar homocedasticidad, y las figuras 32 (residuos de linealidad del sistema) y 33 (residuos de
linealidad del método) permiten demostrar su distribucion, donde se aprecia que la varianza de los

valores se comporta de manera aleatoria.
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Figura 32. Distribucion de los residuos para la linealidad del sistema

Residuales pH 1.2

Residuales pH 4.5

4,00
2,00
0,00

2,00

4,00
5,00

Fuente: elaboracion propia.

Figura 33. Distribucién de los residuos para la linealidad del método

Residuales pH 1.2
10,00

5,00
0,00
5,00

-10,00

Residuales pH 4.5

4,00
2,00
0,00
2,00
-4,00

Fuente: elaboracion propia.

Ademas, mediante una prueba t se determina que la pendiente es estadisticamente igual a

uno, debido a que el t experimenta €S Mayor al t tabulado (CON UN 1 tabulado de 2.160) para un nivel de

significancia de 0.05, esto para los tres medios de disolucion tanto en la linealidad del método
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como en la linealidad del sistema, lo que permite demostrar que existe una relacién lineal entre las

variables. Los datos se pueden observar en el cuadro 27.

Cuadro 27. Prueba de t para la pendiente

Medio de disolucion pH 1.2

Linealidad del sistema Linealidad del método

t experimental: 51.663 t experimental: 130.425

Medio de disolucion pH 4.5

Linealidad del sistema Linealidad del método

t experimental: 90.657 t experimental: 239.150

Medio de disolucion pH 6.8

Linealidad del sistema Linealidad del método

t experimental: 177.011 t experimental: 255.534

Fuente: elaboracion propia.

Con respecto al intercepto, se considera que el mismo es estadisticamente igual a cero, esto
porque el valor de t experimental €S inferior al t tabulado (CON UN 1 tabulado de 2.160) para los tres medios de
disolucién, tanto en la linealidad del método como en la del sistema, con un nivel de significancia

de 0.05. Los resultados se pueden observar en el cuadro 28.

Cuadro 28. Prueba de t para el intercepto.

Medio de disolucion pH 1.2
Linealidad del sistema Linealidad del método
t experimental: -0.271 t experimental: -1.079
Medio de disolucion pH 4.5
Linealidad del sistema Linealidad del método
t experimental: -0.118 t experimental: -0.190
Medio de disolucion pH 6.8
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Linealidad del sistema

Linealidad del método

t experimental: 1.207

t experimental: 1.701

Fuente: elaboracion propia.

Por eso, ante la evaluacién de los criterios para la determinacion de linealidad del método

y del sistema y el cumplimiento de ellos, se demuestra que existe linealidad tanto del método como

del sistema en todo el intervalo de trabajo establecido, el cual abarca desde el 33% hasta el 167%

de la concentracion normal de trabajo.

Cuadro 29. Resultados de la validacién del método analitico para los medios de

disolucion apHs 1.2,45y 6.8

] Criterio de Resultado
Parametro »
aceptacion pH 1.2 pH 4.5 pH 6.8
o No se presenta _ _ _
Especificidad ) ) ) X=0.0% X=0.0% X=0.0%
ninguna interferencia
Curva 1:1.00 Curva 1: 1.00 Curva 1: 1.00
098<r<1.00 Curva 2: 1.00 Curva 2: 1.00 Curva 2: 1.00
Curva 3: 1.00 Curva 3: 1.00 Curva 3: 1.00
Curva 1: 0.997 Curva 1: 0.999 Curva 1: 1.000
) ] r’>0.995 Curva 2: 0.997 Curva 2: 0.999 Curva 2: 1.000
Linealidad e
] Curva 3: 0.998 Curva 3: 0.999 Curva 3: 1.000
intervalo del
) Residuales: 0 0 0 0
sistema
Prueba F
F critico: 196E'16 F critico: 134E'19 F critico: 225E'23
F critico < 0.05

Prueba t para la
pendiente
t experimental >2.160

t experimental: 51.663

t experimental: 90.657

t experimental: 77.011
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Prueba t para el
intercepto

t experimental < 2.160

t experimental: -0.271

t experimental: -0.118

t experimental: 1.207

Linealidad e
intervalo del
método

Curva 1:1.00 Curva 1:1.00 Curva 1: 1.00
098 < r<1.00 Curva 2:1.00 Curva 2:1.00 Curva 2: 1.00
Curva 3: 1.00 Curva 3:1.00 Curva 3: 1.00
Curva 1: 1.000 Curva 1: 1.000 Curva 1: 1.000
r’>0.995 Curva 2: 1.000 Curva 2: 1.000 Curva 2: 1.000
Curva 3: 1.000 Curva 3: 1.000 Curva 3: 1.000
Residuales: 0 0 0 0
Prueba F
E. <005 F critico: 1.19E-21 F critico: 4.51E-25 F critico: 1.91E-25

Prueba t para la
pendiente
t experimental > 2.160

t experimental:

130.425

t experimental:

239.150

t experimental:

255.533

Prueba t para el
intercepto
t experimental < 2.160

t experimental: -1.079

t experimental: -0.190

t experimental: 1.701

Exactitud

Recuperacion: 98.0%
<X<102.0%

X 33%: 98.2%

X 33%: 99.3%

X 33%: 100.4%

X 100%: 100.4%

X 100%: 99.2%

X 100%: 99.7%

X 167%: 101.6%

X 167%: 98.8%

X 167%: 98.8%

El coeficiente de

variacion: X < 2.0%

X 33%: 1.7%

X 33%: 1.5%

X 33%: 0.4%

X 100%: 0.9%

X 100%: 0.8%

X 100%: 0.4%

X 167%: 0.8%

X 167%: 0.5%

X 167%: 0.7%

098<r=<1.00

Curva 1: 1.00 Curva 1: 1.00 Curva 1: 1.00
Curva 2: 1.00 Curva 2: 1.00 Curva 2: 1.00
Curva 3: 1.00 Curva 3: 1.00 Curva 3: 1.00

Prueba t para la
pendiente
t experimental > 2.365

t experimental:

154.344

t experimental:

207.874

t experimental:

206.882
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Prueba t para el
intercepto
t experimental < 2.365

t experimental: -2.323

t experimental:0.605

t experimental: 1.628

Precisién

El coeficiente de

variacion: X < 2.0%

X:1.8%

X: 0.9%

X: 0.8%

Fuente: elaboracion propia.

4.3 Comprobacion de la metodologia del perfil de disolucion comparativo

Con el objetivo de reproducir la metodologia analitica validada del perfil de disolucion

comparativo en las condiciones normales de trabajo, se procedio a desarrollar el analisis de este,

empleando tabletas recubiertas de Zithromax® 500mg en las soluciones amortiguadoras a pHs 1.2,

4.5y 6.8. Se tomaron muestras de 10mL en cada tiempo de muestreo, que posteriormente se

repusieron con el medio de disolucion correspondiente para cada uno de los pHs.

4.3.1 Comprobacion de la metodologia del perfil de disolucién comparativo en el

medio de disolucion a pH 1.2

Respecto al perfil de disolucion a pH 1.2, la disociacion del pico de interés en la

cromatografia no permitio la cuantificacion de él (ver figura 34), ya que el método analitico

validado demuestra obtener datos fiables en condiciones de trabajo que no son aptas ni

reproducibles para el perfil de disolucion a pH1.2. El contraste de la validacion del método analitico

y del perfil de disolucion permiten demostrar que la influencia de los factores asociados al

desarrollo de la prueba no permite la elaboracion de esta, porque la manera en que se prepara una

validacién para una prueba de desempefio no corresponde a la manera en que se realiza el analisis

del perfil de disolucién.
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Figura 34. Disociacién de la azitromicina en el medio de disolucion a pH 1.2

Solucion muestra

r
6.293 - AZITRDMICINA

Solucion estandar

6.260 - AZITTROMICINA

Fuente: elaboracion propia.

Por lo tanto, no se puede considerar que el cumplimiento de las pruebas de la guia de
validacién del MINSA proporcionard un meétodo analitico validado para la prueba de interés,
debido a que las caracteristicas que debe tener todo método analitico validado es asegurar un
procedimiento que proporcione resultados reproducibles y confiables, adecuados para el propésito
de la prueba analitica''®. Conforme a esto, el MINSA? aclara, en la guia de validacion de métodos
analiticos, que una validacion corresponde a una confirmacion por recopilacion y analisis de

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

Dicha validacion para el perfil de disolucion comparativo eventualmente proporcionara
datos confiables bajo las condiciones en que fue elaborada, no asi para el desarrollo del perfil de
disolucidn; en otras palabras, no cumple con el propdsito para el cual fue disefiado. Ademas, este
medicamento no podra contar con una metodologia analitica apta (validada) para su analisis en el

medio de disolucion a pH 1.2, atribuido a caracteristicas inherentes del principio activo.
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La degradacién de la azitromicina deja en evidencia que su disociacién es dependiente del
tiempo de exposicion en el medio &cido, ya que, segun las pruebas anteriormente realizadas, una
solucion muestra o estandar con menos de 20 minutos en dicho medio, no experimentara una
disociacion. Caso contrario sucedio en las soluciones que no se inyectaron de manera inmediata
posterior a su preparacion, y es por ello que las soluciones elaboradas en la validacién no
presentaron disociacion, a diferencia de las muestras del perfil de disolucion (prueba analitica

donde las muestras no se pueden elaborar de manera inmediata para su inyeccién en el equipo).

Los resultados cromatograficos demuestran que las soluciones muestras del perfil de
disolucion a pH 1.2 presentaron el segundo pico indicativo de una disociacion de la molécula,
situacion que es de esperar; considerando la temperatura a la que se encontraban sometidas las
muestras, el disolutor debe simular las condiciones humanas. Por lo tanto, se encuentra a 37.0 +
0.5° C; la temperatura a la cual se preparo la validacion fue de 20.0 °C, y al ser la temperatura un
factor que permite acelerar la descomposicion de los compuestos'!®, presenta influencia en la

degradacidn de la azitromicina.

Tras la adaptacion del método analitico para el perfil de disolucion comparativo, se
elabora el procedimiento de este en el Laboratorio Farmacéutico Nacional, para su posterior

ejecucion.

4.3.2 Comprobacion de la metodologia del perfil de disolucién comparativo en el
medio de disolucién a pH 4.5

La cromatografia del perfil de disolucion en la solucion amortiguadora a pH 4.5 se comporta
de manera estable (ver figura 35). Sin problemas asociados a la cuantificacion del analito, el
cromatograma muestra que la solucion estandar corresponde al mismo tiempo de retencion respecto

al pico de la solucién muestra.
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Figura 35. Cromatograma del perfil de disolucion a pH 4.5
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Fuente: elaboracion propia.

Los resultados indican que las tabletas recubiertas de Zithromax de 500mg se disuelven de
manera rapida en este medio de disolucion (ver cuadro 30), ya que su promedio a los 10 minutos
corresponde a un 87% y su comparacion con el resto de los tiempos de muestreo proporciona datos
similares, los cuales exhibieron una leve tendencia al alza conforme estuvieron méas tiempo en el
disolutor. Ademas, los resultados promedios entre las muestras de los mismos tiempos de muestreo

reflejan un porcentaje de disolucion muy similar.
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Cuadro 30. Primer perfil de disolucion de Zithromax® tabletas recubiertas de

500mg en la solucién amortiguadora a pH 4.5

Muestras Tiempo
NGimero Peso (g) 10 min 15 min 20 min 30 min 45 min 60min

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 0.9195 90 91 92 93 93 92
2 0.9191 81 84 87 88 89 90
3 0.9161 89 91 92 91 92 93
4 0.9140 85 86 87 88 89 90
5 0.9179 88 90 91 91 92 92
6 0.9263 90 91 91 92 93 92
Promedio 87 89 90 91 91 92
Maximo 90 91 92 93 93 93
Minimo 81 84 87 88 89 90

Fuente: elaboracion propia.

Se elabor6 un segundo perfil de disolucion en el mismo medio, con la finalidad de que el

Laboratorio Farmacéutico Nacional solo deba realizar los perfiles de disolucion del medicamento

que fabrican, y de esta manera puedan comparar su formulacion contra el medicamento de

referencia, ya que, segiin el MINSA?, en su “Guia técnica para la presentacion y evaluacion de los

estudios de perfiles de disolucion comparativos”, indica que se deben analizar 12 unidades de cada

uno de los medicamentos.
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Cuadro 31. Segundo perfil de disolucion de Zithromax® tabletas recubiertas de

500mg en la solucién amortiguadora a pH 4.5

Muestras Tiempo
NGimero Peso (g) 10 min 15 min 20 min 30 min 45 min 60min

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 0,9222 87 87 89 89 90 92
2 0,9229 90 90 94 93 92 94
3 0,9234 88 88 91 92 93 91
4 0,9363 86 86 91 90 89 90
5 0,9148 90 90 92 94 95 94
6 0,9470 85 85 90 92 91 92
Promedio 86 88 88 92 92 92
Maximo 90 90 90 94 95 94
Minimo 81 85 85 89 89 90

Fuente: elaboracion propia.

Con respecto al segundo perfil de disolucion, el cuadro 31 muestra que se comporta de

manera similar al primer perfil a pH 4.5. Todas las muestras mostraron un comportamiento similar

al compararlas de manera individual con los mismos tiempos de muestreo, donde desde el minuto

10 se aprecia que las tabletas recubiertas de Zithromax® 500mg se disuelven de manera rapida.

Sin embargo, el porcentaje promedio de principio activo se disuelve en su totalidad hasta los 30

minutos, con un promedio de 92%, al igual que el primer perfil de disolucion a este pH. El siguiente

grafico, muestra los datos del comportamiento de las dos disoluciones.
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Graéfico 1. Perfiles de disolucién a pH 4.5 para Zithromax® tabletas recubiertas de 500mg
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Fuente: elaboracion propia.

4.3.3 Comprobacion de la metodologia del perfil de disolucién comparativo en el

medio de disolucion a pH 6.8

La cromatografia del perfil de disolucion a pH 6.8 exhibe un comportamiento estable y
proporciona datos reproducibles (ver figura 36); de acuerdo con Fiese et al.®, la azitromicina
presenta mayor estabilidad a mayores pHs, permitiendo asi una adecuada cuantificacion del
compuesto. Los resultados en el cuadro 32 indican que el primer perfil de disolucién a pH 6.8 se
disuelve de manera rapida, ya que al transcurrir 10 minutos las tabletas recubiertas de Zithromax®
500mg se disuelven en su totalidad, esto debido a que en la prueba analitica se obtuvo en dicho
tiempo un promedio de 96% vy, al contrastarlo con la valoracion que fue en promedio un 94.9%, se
determina que se disuelve la totalidad del principio activo de la forma de dosificacion desde el

primer tiempo de muestreo.
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Figura 36. Cromatograma del perfil de disolucion a pH 6.8

Solucién muestra

6.289 - AZITROMICINA

Solucion estandar

6.277 - AZITROMICINA

T
4

5 6

Fuente: elaboracion propia.

500mg en la solucién amortiguadora a pH 6.8

Cuadro 32. Primer perfil de disolucion de Zithromax® tabletas recubiertas de

Muestras Tiempo
NGmero Peso (g) 10 min 15 min 20 min 30 min 45 min 60 min

(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 0.9199 95 94 94 95 93 94
2 0.9125 95 95 96 93 96 95
3 0.9340 96 96 97 96 96 94
4 0.9100 95 94 95 95 96 94
5 0.9313 95 94 95 94 93 95
6 0.9209 93 92 94 94 95 94
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Promedio 95 94 95 95 95 94
Maximo 96 96 97 96 96 95
Minimo 93 92 94 93 93 94

Fuente: elaboracion propia.

Para el segundo perfil de disolucion a pH 6.8 (ver cuadro 33), se observan resultados
promedios de los tiempos de muestreo similares respecto al primer perfil. Sin embargo, en
promedio se disuelve en su totalidad hasta los 60 minutos, donde la diferencia desde el minuto 10
hasta el 60 es de un 3% en promedio, lo que indicaria que la mayor cantidad de principio activo se
disolvié desde los 10 minutos, con la finalidad de observar los datos obtenidos en las dos

disoluciones se adjunta el grafico 2.

Cuadro 33. Segundo perfil de disolucion de Zithromax® tabletas recubiertas de

500mg en la solucion amortiguadora a pH 6.8

Muestras Tiempo
NGmero Peso (q) 10 min 15 min 20 min 30 min 45 min 60min
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
1 0.9112 90 98 95 94 94 94
2 0.9230 89 94 96 92 93 96
3 0.9132 91 93 95 95 93 91
4 0.9124 93 93 94 92 94 98
5 0.9174 94 93 92 97 96 93
6 0.9140 97 94 96 91 92 95
Promedio 92 94 94 94 94 95
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Méaximo 97 98 96 97 96 98

Minimo 89 93 92 91 92 91

Fuente: elaboracion propia.

Graéfico 2. Perfiles de disolucién a pH 6.8 para Zithromax® tabletas recubiertas de 500mg

Perfiles de disolucion a pH 6.8 de

o Zithromax® tabletas recubiertas de 500mg

110
100
R — e —— o ——— =
80
70
60
50
40

30
20

Porcentaje Disuelto

10 15 20 30 45 60

Tiempos de muestreo

Fuente: elaboracion propia.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

La adaptacion del método analitico interno, empleado en el Laboratorio Farmacéutico
Nacional para la prueba de disolucion, permitio el desarrollo de una metodologia para un perfil de
disolucion comparativo de azitromicina tabletas recubiertas de 500mg en los medios de disolucién
apH 4.5y 6.8, lo que permitira la evaluacion de la formulacion del medicamento genérico contra

el medicamento de referencia en el pais.

Las pruebas preliminares permitieron determinar la degradacion del principio activo en el
medio de disolucién a pH 1.2 a una temperatura de 37.0° C, lo que no permitio el desarrollo de una
metodologia analitica para el desarrollo de un perfil de disolucién comparativo.

La validacién del método analitico, para el desarrollo del perfil de disolucion de
azitromicina tabletas recubiertas de 500mg, demostré de manera documental el cumplimiento de
las caracteristicas de desempefio estipuladas por parte del MINSA en el medio de disolucion a pH
4.5y 6.8, no asi para el pH 1.2, al no proporcionar resultados confiables para el propésito de la
prueba analitica.

Se comprobo el uso de la metodologia analitica validada para el perfil de disolucion con el
medicamento de referencia en el pais para los medios de disolucion a pH 4.5 y 6.8; al exhibir un
adecuado porcentaje de principio activo disuelto y al no presentar la disociacion del compuesto de
interés, este corroboro que el método perfil de disolucién a pH 1.2 no mostraba datos validos.

La prueba del perfil de disolucion de las tabletas recubiertas de Zithromax de 500mg

permitio demostrar que ellas se disuelven de manera rapida en el medio de disoluciénapH 4.5y

143



6.8, a pesar se clasificarse en la clase Il del SCB. Ademas, la prueba de solubilidad a la materia

prima permitié demostrar que esta es libremente soluble en los tres medios de disolucion.

El desarrollo y la validacion del método analitico para el perfil de disolucion comparativo
corresponden a documentacion esencial para la renovacion del registro sanitario del

medicamento, al ser pruebas a solicitar por parte del MINSA.

Recomendaciones

Al Laboratorio Farmacéutico Nacional

Al departamento de control de calidad, para llevar a cabo la evaluacion de su formulacion,
realizar la prueba de valoracion de un lote de muestras de retencion de tabletas recubiertas de
azitromicina de 500mg que fabrican, con la finalidad de tomar un lote que no vaya a diferir en mas
de un 5% respecto a la valoracion realizada de Zithromax® tabletas recubiertas de 500mg, ya que,
de acuerdo con el instructivo para presentar el dossier de bioequivalencia, la potencia no debe
diferir en mas o menos de 5% con respecto al medicamento de referencia, esto con la finalidad de
utilizar los analisis del perfiles de disolucion a pH 4.5 y 6.8 desarrollados para la comprobacion de

la validacion.

Al departamento de control de calidad, demostrar documentalmente ante el MINSA la
inestabilidad del principio activo en el medio de disolucién a pH 1.2, por medio de las pruebas
analiticas realizadas y referencias bibliograficas que justifiquen la no presentacion de la validacién
y del perfil de disolucién comparativo, 0 en caso necesario, la utilizacion de la justificacion

bibliografica planteada en la presente tesis.

A la direccidn técnica, promover la realizacion de perfiles de disolucion comparativos, con

la finalidad de evaluar su formulacion, y/o en caso necesario, segiin su margen terapeutico, estudios
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in vivo para demostrar su uso alternativo con respecto al medicamento de referencia, o de ser

necesario llevar a cabo procesos de reformulacion.

A la Universidad Internacional de las Américas

Implementar validaciones y pruebas de perfiles de disolucion comparativos en los
laboratorios de la universidad, para familiarizar a los estudiantes con su desarrollo, las cuales
permitirdn promover el conocimiento respecto a las guias de validacion y de los perfiles de
disolucion comparativos, tanto del MINSA como de la regulacion internacional, ya que es un

ambito en el que un profesional en Farmacia podria desempefarse.
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ANEXQOS

Anexo 1. Resultados de la valoracion de tabletas recubiertas de Zithromax® de

500mg
Cuadro 34. Resultados del estandar para el calculo de la valoracién
Estandar 1 Estandar 2
. Concentracién o Concentracién
Medicion Peso (g) Medicion Peso (g)
(9/mL) (9/mL)
36171,0 35755,60
35987,5 35682,30
35910,0 0,0266 1,0067 35607,40 0,0267 1,0105
35741,8 35763,60
35769,1 35651,20
Fuente: elaboracion propia.
Cuadro 35. Datos para el calculo de la valoracion de tabletas recubiertas de
Zithromax® de 500mg
Factor de Factor de _
L o ) Etiquetado Factor
dilucion del dilucion de la | Peso promedio .
] gravimétrico
estandar muestra
25 100 0,9256 500 0,9541

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 36. Resultados de la valoracién de tabletas recubiertas de Zithromax® de

500mg
Muestras Peso muestra (g) Medicion %
1 0.1841 35061.2 94.3
2 0.1861 35326.4 94.0
3 0.1871 36432.1 96.4

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 2. Descripcion de la preparacion de muestras y estandares para la validacion del
perfil de disolucion pH 1.2

Reactivos

e Solucion de HCI pH 1.2: disolver 38.02g de cloruro de potasio y 35mL de &cido clorhidrico
en 5600mL de agua. Ajustar a un pH de 1.2 con cloruro de potasio o acido clorhidrico y
Ilevar a un volumen de 6 litros.

e Solucion amortiguadora de fosfato monobéasico de potasio: disolver 4.6g de fosfato
monobésico de potasio en un recipiente de capacidad adecuada, agregar 900ml de agua,
agitar con pastilla magnética hasta disolver completamente, ajustar a pH 7.5 con hidroxido
de sodio 1N y diluir con agua hasta un volumen de 1000ml.

e Fase movil: mezcla isocréatica de acetonitrilo: solucion amortiguadora (65:35).

Preparacion del estandar madre (9.255 mg/mL.)

e Pesar 970mg de estdndar de azitromicina dihidratada (equivalente a 925,5mg de
azitromicina) en un balén de 100mL.
e Adicionar 50mL de acetonitrilo y centrifugar por 10 minutos.

e Llevar a volumen con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 33%

e Pesar 13.39mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un balon aforado de
100mL.

e Adicionar con bureta 1.0mL del estdndar madre.

e Agregar 50mL de solucion buffer pH 1.2 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
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Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 66%

Pesar 26.77mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un balén aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 2.0mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 1.2 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobéasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 100%

Pesar 40.56mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un bal6n aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 3.0mL del estandar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 1.2 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 133%
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Pesar 53.94mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un balon aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 4.0mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 1.2 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afiadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobésico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 167%

Pesar 67.61mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un bal6n aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 4.5mL del estidndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 1.2 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 33%

Adicionar con bureta 1.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 1.2
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 66%
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Adicionar con bureta 2.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 1.2
Afiadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estdndar al 100%

Adicionar con bureta 3.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 1.2
Afiadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 133%

Adicionar con bureta 4.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 1.2
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 166%o

Adicionar con bureta 4.5mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 1.2
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.
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Descripcion de la preparacion de muestras y estandares para la validacion del perfil de
disolucién pH 4.5

Reactivos

e Solucion amortiguadora de acetato pH 4.5: disolver 17.9g de acetato de sodio trihidratado
y 8ml de &cido acético glacial en 5600mL de agua. Ajustar a un pH de 4.5 con acido acético
glacial y llevar a un volumen de 6 litros.

e Solucion amortiguadora de fosfato monobéasico de potasio: disolver 4.6g de fosfato
monobésico de potasio en un recipiente de capacidad adecuada, agregar 900ml de agua,
agitar con pastilla magnética hasta disolver completamente, ajustar a pH 7.5 con hidréxido
de sodio 1N y diluir con agua hasta un volumen de 1000ml.

e Fase movil: mezcla isocratica de acetonitrilo: solucién amortiguadora (65:35).

Preparacion del estdndar madre (9.255mg/mL)

e Pesar 970mg de estdndar de azitromicina dihidratada (equivalente a 925,5mg de

azitromicina) en un balén de 100mL.
e Adicionar 50mL de acetonitrilo y centrifugar por 10 minutos.

e Llevar a volumen con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 33%

e Pesar 13.39mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un bal6n aforado de
100mL.

e Adicionar con bureta 1.0mL del estdndar madre.
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Agregar 50mL de solucidén buffer pH 4.5 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 66%

Pesar 26.77mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un bal6n aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 2.0mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 4.5 y colocar en el ultrasonico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 100%

Pesar 40.56mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un balén aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 3.0mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 4.5 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobéasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.
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Preparacion de las muestras al 133%

Pesar 53.94mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un bal6n aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 4.0mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 4.5 y colocar en el ultrasonico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 167%

Pesar 67.61mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un bal6n aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 4.5mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 4.5 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobésico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 33%

Adicionar con bureta 1.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucion buffer pH 4.5
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.
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Preparacion de soluciones estandar al 66%

Adicionar con bureta 2.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 4.5
Afiadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 100%

Adicionar con bureta 3.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucion buffer pH 4.5
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 133%

Adicionar con bureta 4.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 4.5
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 166%

Adicionar con bureta 4.5mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 4.5

Afadir 40mL de solucién amortiguadora de fosfato monobasico de potasio
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e Aforar con acetonitrilo.

Descripcion de la preparacion de muestras y estandares para la validacion del perfil de

disolucién pH 6.8

Reactivos

e Solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio pH 6.8: disolver 40.8g de fosfato
monobasico de potasio y 5.37g de hidroxido de sodio en 5600mL de agua. Ajustar a un pH
de 6.8 con hidroxido de sodio o &cido fosférico y llevar a un volumen de 6 litros.

e Solucion amortiguadora de fosfato monobésico de potasio: disolver 4.6g de fosfato
monobésico de potasio en un recipiente de capacidad adecuada, agregar 900ml de agua,
agitar con pastilla magnética hasta disolver completamente, ajustar a pH 7.5 con hidréxido
de sodio 1N y diluir con agua hasta un volumen de 1000ml.

e Fase movil: mezcla isocréatica de acetonitrilo: solucion amortiguadora (65:35).

Preparacion del estdndar madre (9.255mg/mL)

e Pesar 970mg de estdndar de azitromicina dihidratada (equivalente a 925,5mg de
azitromicina) en un balén de 100mL.
e Adicionar 50mL de acetonitrilo y centrifugar por 10 minutos.

e Llevar a volumen con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 33%

e Pesar 13.39mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un bal6n aforado de
100mL.
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Adicionar con bureta 1.0mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 6.8 y colocar en el ultrasonico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 66%

Pesar 26.77mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un balén aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 2.0mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 6.8 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobésico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 100%

Pesar 40.56mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un bal6n aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 3.0mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 6.8 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.
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Preparacion de las muestras al 133%

Pesar 53.94mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un balon aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 4.0mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 6.8 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afiadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de las muestras al 167%

Pesar 67.61mg de placebo de azitromicina tabletas de 500mg en un bal6n aforado de
100mL.

Adicionar con bureta 4.5mL del estdndar madre.

Agregar 50mL de solucién buffer pH 6.8 y colocar en el ultrasénico 15 minutos.
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio, colocar 5
minutos en el bafio ultrasonico.

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 33%

Adicionar con bureta 1.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 6.8
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio
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Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 66%

Adicionar con bureta 2.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 6.8
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estdndar al 100%

Adicionar con bureta 3.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucion buffer pH 6.8
Afiadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 133%

Adicionar con bureta 4.0mL del estdndar madre en un balén de 100mL

Agregar 50mL de solucién buffer pH 6.8
Afadir 40mL de solucion amortiguadora de fosfato monobasico de potasio

Aforar con acetonitrilo.

Preparacion de soluciones estandar al 166%

Adicionar con bureta 4.5mL del estandar madre en un balén de 100mL
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e Agregar 50mL de solucion buffer pH 4.5
e Afiadir 40mL de solucién amortiguadora de fosfato monobéasico de potasio

e Aforar con acetonitrilo.
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Anexo 3. Resultados de la validacion

Evaluacion de la Especificidad

Cuadro 37. Determinacion de la especificidad de la validacion del perfil de

disolucién apH 1.2

Muestras Lectura | Concentracion del Lectura Concentracion | Porcentaje de
del placebo (mg/mL) promedio del del estandar placebo en la
placebo estandar (mg/mL) muestra (%)

1 0.0000 296.9913 0.0

2 0.0000 295.5496 491.3108 260.8813 0.0

3 0.0000 295.5496 0.0

Fuente: elaboracion propia.
Cuadro 38. Determinacion de la especificidad de la validacion del perfil de
disolucién a pH 4.5

Muestras Lectura | Concentracion del Lectura Concentracion | Porcentaje de
del placebo (mg/mL) promedio del del estandar placebo en la
placebo estandar (mg/mL) muestra (%)

1 0.0000 281.8583 0.0

2 0.0000 302.9977 935.6966 262.7272 0.0

3 0.0000 284.6769 0.0

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 39. Determinacion de la especificidad de la validacion del perfil de

disolucion a pH 6.8

Muestras Lectura | Concentracion del Lectura Concentracion | Porcentaje de
del placebo (mg/mL) promedio del del estandar placebo en la
placebo estandar (mg/mL) muestra (%)
1 0.0000 286.0862 0.0
2 0.0000 283.9722 923.3859 262.8084 0.0
3 0.0000 286.7908 0.0
Fuente: elaboracion propia.
Evaluacion de la linealidad del sistema
Cuadro 40. Determinacion de la linealidad del sistema para la validacion del perfil
de disolucion a pH 1.2
_ Lecturadela | Lecturadela | Lecturadela
) Concentracion
Porcentaje curva de curva de curva de

del estandar

(%) (mgiL) calibracion N° | calibracion N° | calibracion N°
1 2 3
0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
33 86.9604 177.9806 182.5486 176.5311
66 173.9209 347.2867 350.4769 352.4663
100 260.8813 485.0116 487.9614 500.9593
133 347.8417 684.2690 692.4748 711.2418
167 391.3220 787.1610 793.3919 795.4832

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 41. Determinacion de los residuales para la linealidad del sistema en la

validacion del perfil de disolucion a pH 1.2

Curva de Concentracion | Concentracion )

calibracion Lectura tedrica practica Residual

0 0.00 0.52 -0.52

177.9806 86.96 90.73 -3.77

1 347.28674 173.92 176.54 -2.62

485.01163 260.88 246.34 14.54

684.26904 347.84 347.33 0.51

787.16101 391.32 399.48 -8.15

0 0.00 0.00 0.00

182.54855 86.96 91.82 -4.86

350.47693 173.92 176.29 -2.37

: 487.9614 260.88 245.44 15.44

692.47479 347.84 348.31 -0.47

793.39185 391.32 399.07 -1.75

0 0.00 1.42 -1.42

176.53105 86.96 88.58 -1.61

352.46628 173.92 175.44 -1.52

> 500.95926 260.88 248.75 12.13

711.24176 347.84 352.57 -4.73

795.4832 391.32 394.17 -2.84

Sumatoria 0.00

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 42. Determinacion de la linealidad del sistema para la validacion del perfil

de disolucion a pH 4.5

_ Lecturadela | Lecturadela | Lecturadela
) Concentracion
Porcentaje ] curva de curva de curva de
del estandar ] » ] y ] y
(%) calibracion N° | calibracion N° | calibracion N°
(mg/L)
1 2 3
0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
33 87.5757 298.1674 304.6524 290.1154
66 175.1514 592.0505 597.1356 603.1502
100 262.7272 932.8850 935.8129 938.3921
133 350.3029 1187.0042 1194.6383 1209.9202
167 394.0907 1359.9782 1365.2466 1359.8774

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 43. Determinacion de los residuales para la linealidad del sistema en la
validacion del perfil de disolucién a pH 4.5

Curvade Concentracion Concentracion _

calibracion Lectura tedrica practica Residual

0 0.00 0.20 -0.20

298.1674 87.58 86.76 0.82

592.05054 175.15 172.07 3.08

! 932.88495 262.73 271.02 -8.29

1187.00415 350.30 344.79 5.51

1359.97815 394.09 395.01 -0.92

0 0.00 -0.51 0.51

304.6524 87.58 87.68 -0.10

2 597.13562 175.15 172.34 2.81

935.8129 262.73 270.37 -7.65

1194.63831 350.30 345.29 5.01
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1365.24658 394.09 394.68 -0.59

0 0.00 0.79 -0.79

290.11536 87.58 84.18 3.40

603.15021 175.15 174.15 1.00

> 938.39209 262.73 270.51 -71.78
1209.92017 350.30 348.55 1.75

1359.8774 394.09 391.65 244

Sumatoria 0.00

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 44. Determinacion de la linealidad del sistema para la validacion del perfil

de disolucion a pH 6.8

. Lecturadela | Lecturadela | Lecturade la
) Concentracion
Porcentaje ] curva de curva de curva de
del estandar ) y ) y ) _,
(%) calibracion N° | calibracion N° | calibracion N°
(mg/L)
1 2 3
0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
33 87.6028 308.7387 312.2097 310.5385
66 175.2056 614.5803 631.6429 622.3933
100 262.8084 933.2535 915.5289 921.3753
133 350.4112 1231.9657 1224.0295 1235.2892
167 394.2126 1402.4196 1374.7391 1375.2235

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 45. Determinacion de los residuales para la linealidad del sistema en la

validacion del perfil de disolucién a pH 6.8

Curva de Concentracion | Concentracion )

calibracion Lectura tedrica practica Residual

0 0.00 0.58 -0.58

308.7387 87.60 87.67 -0.06

614.58026 175.21 173.93 1.27

! 033.25348 262.81 263.82 -1.01

1231.9657 350.41 348.08 2.33

1402.41956 394.21 396.16 -1.95

0 0.00 -2.07 2.07

312.20972 87.60 87.76 -0.15

631.64294 175.21 179.66 -4.46

: 915.5289 262.81 261.34 1.47

1224.02954 350.41 350.10 0.31

1374.73914 394.21 393.46 0.75

0 0.00 -1.08 1.08

310.53848 87.60 87.72 -0.12

622.39331 175.21 176.89 -1.69

> 921.37531 262.81 262.39 0.42

1235.28918 350.41 352.15 -1.74

1375.2235 394.21 392.17 2.04

Sumatoria 0.00

Fuente: elaboracion propia.

Evaluacién de la linealidad del método
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Cuadro 46. Determinacion de la linealidad del método para la validacion del perfil

de disolucion a pH 1.2

» Lecturadela | Lecturadela | Lecturade la
) Concentracion
Porcentaje ] curva de curva de curva de
del estandar ] » ] y ] y
(%) calibracion N° | calibracion N° | calibracion N°
(mg/L)
1 2 3
0 0.000 0.000 0.0000 0.0000

33 88.928 163.816 169.4110 166.9929
66 177.857 351.572 336.7937 344.1669
100 266.785 511.176 507.4134 516.5316
133 355.714 686.935 673.1346 679.2897
167 400.178 769.701 776.8441 782.6365

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 47. Determinacion de los residuales para la linealidad del método en la

validacién del perfil de disolucion a pH 1.2

Curva de Concentracion | Concentracion _

calibracién ectura tedrica practica Residual

0 0.00 0.52 -0.52

163.81647 88.93 85.38 3.55

1 351.57236 177.86 182.64 -4.78

511.17575 266.79 265.32 1.47

686.93524 355.71 356.37 -0.65

769.70081 400.18 399.24 0.94

0 0.00 1.32 -1.32

169.411 88.93 89.44 -0.52

2 336.79367 177.86 176.52 1.34

507.41339 266.79 265.27 151

673.13458 355.71 351.48 4.23
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776.84406 400.18 405.43 -5.25

0 0.00 1.32 -1.32

166.99286 88.93 87.28 1.65

3 344.16687 177.86 178.48 -0.62
516.53156 266.79 267.21 -0.42

679.28973 355.71 350.99 4.73

782.63647 400.18 404.19 -4.01
Sumatoria 0.00

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 48. Determinacion de la linealidad del método para la validacion del perfil

de disolucion a pH 4.5

. Lecturadela | Lecturadela | Lecturade la
) Concentracion
Porcentaje ] curva de curva de curva de
del estandar ) y ) y ) y
(%) calibracion N° | calibracion N° | calibracion N°
(mg/L)
1 2 3
0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
33 87.5811 306.5575 311.9080 315.8806
66 175.1623 611.6886 618.0947 615.3435
100 262.7434 926.2642 942.1863 933.2260
133 350.3245 1236.6760 1248.9452 1233.9966
167 394.1151 1396.2693 1388.0425 1401.8287

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 49. Determinacion de los residuales para la linealidad del método en la

validacion del perfil de disolucién a pH 4.5

Curva de Concentracion | Concentracion )

calibracion Lectura tedrica practica Residual

0 0.00 0.98 -0.98

306.55746 87.58 87.53 0.05

611.6886 175.16 173.67 1.49

! 926.26422 262.74 262.48 0.27

1236.67603 350.32 350.11 0.22

1396.26929 394.12 395.16 -1.05

0 0.00 -0.45 0.45

311.90796 87.58 87.58 0.00

2 618.09467 175.16 174.00 1.17

942.18634 262.74 265.46 -2.72

1248.94519 350.32 352.04 -1.71

1388.04248 394.12 391.30 2.82

0 0.00 -0.24 0.24

315.88058 87.58 89.00 -1.42

615.34351 175.16 173.60 1.56

> 933.22601 262.74 263.40 -0.66

1233.99658 350.32 348.37 1.95

1401.82874 394.12 395.79 -1.67

Sumatoria 0.00

Fuente: elaboracion propia.

189



Cuadro 50. Determinacion de la linealidad del método para la validacion del perfil

de disolucion a pH 6.8

_ Lecturadela | Lecturadela | Lecturadela
) Concentracion
Porcentaje ] curva de curva de curva de
del estandar ] » ] y ] y
(%) calibracion N° | calibracion N° | calibracion N°
(mg/L)
1 2 3
0 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000

33 87.5811 310.513 311.958 309.553
66 175.1623 614.790 612.514 609.334
100 262.7434 921.324 928.364 928.364
133 350.3245 1217.908 1217.566 1222.793
167 394.1151 1366.992 1378.237 1385.347

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 51. Determinacion de los residuales para la linealidad del método en la
validacion del perfil de disolucién a pH 6.8

Curva de Concentracion | Concentracion _

calibracion Lectura tedrica practica Residual

0 0.00 -1.39 1.39

310.5132 87.58 88.18 -0.59

614.79028 175.16 175.94 -0.78

! 921.324 262.74 264.36 -1.62

1217.90771 350.32 349.91 0.41

1366.99182 394.12 392.92 1.20

0 0.00 -1.02 1.02

311.9581 87.58 88.46 -0.88

2 612.51373 175.16 174.67 0.49

928.3643 262.74 265.27 -2.53

1217.56592 350.32 348.23 2.10
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1378.2367 394.12 394.32 -0.20

0 0.00 -0.08 0.08

309.55276 87.58 88.19 -0.61

609.33417 175.16 173.67 1.50

> 928.3643 262.74 264.63 -1.89
1222.7926 350.32 348.58 1.74

1385.347 394.12 394.93 -0.82

Sumatoria 0.00

Fuente: elaboracion propia.

Evaluacién de la exactitud

Determinacion de la exactitud para la validacion del perfil de disolucion a pH 1.2

Cuadro 52. Datos de la solucién estandar al 100%

NUmero Concentracién (mg/L) Lectura
1 485.0116

2 260.8813 487.9614

3 500.9593
Promedio 491.3108

Fuente: elaboracién prop

ia.
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Cuadro 53. Datos para la exactitud de la solucion muestra al 33%

NUmero Concentracion Lectura Porcentaje de
(mg/L) recuperacion (%o)
1 163.8165 96.4
2 88.9285 169.4110 99.7
3 166.9929 98.3
Recuperacion promedio 98.2
Coeficiente de variacion 1.7

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 54. Datos para la exactitud de la solucion muestra al 100%

Exactitud de la solucion muestra al 100%

NUmero Concentracién Lectura Porcentaje de
(mg/L) recuperacion (%)
1 511.1758 100.3
2 266.7854 507.4134 99.6
3 516.5316 101.4
Recuperacion promedio 100.4
Coeficiente de variacion 0.9

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 55. Datos para la exactitud de la solucion muestra al 167%

Exactitud de la solucion muestra al 167%

NUumero Concentracion Lectura Porcentaje de
(mg/L) recuperacion (%)
1 769.7008 100.7
400.1781
2 776.8441 101.6
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3 782.6365

102.4
Recuperacion promedio 101.6
Coeficiente de variacion 0.8

Fuente: elaboracion propia.

Determinacion de la exactitud para la validacion del perfil de disoluciéon a pH 4.5

Cuadro 56. Datos de la solucién estandar al 100%

NUmero Concentracion (mg/L) Lectura
1 932.8850

2 262.7272 935.8129

3 938.3921
Promedio 935.6966

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 57. Datos para la exactitud de la solucion muestra al 33%

NUmero Concentracion Lectura Porcentaje de
(mg/L) recuperacion (%)
1 306.5575 97.7
2 87.5811 311.9080 99.4
3 315.8806 100.7
Recuperacion promedio 99.3
Coeficiente de variacion 1.5

Fuente: elaboracion propia.

193




Cuadro 58. Datos para la exactitud de la solucion muestra al 100%

Exactitud de la solucion muestra al 100%
NUmero Concentracion Lectura Porcentaje de
(mg/L) recuperacion (%)

1 942.1863 100.1

2 262.7434 933.2260 99.1

3 926.5465 98.4
Recuperacion promedio 99.2
Coeficiente de variacion 0.8

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 59. Datos para la exactitud de la solucion muestra al 167%

Exactitud de la solucion muestra al 167%
NUmero Concentracion Lectura Porcentaje de
(mg/L) recuperacion (%)
1 1388.0425 98.3
2 394.1151 1401.8287 99.3
3 1394.2047 98.7
Recuperacion promedio 98.8
Coeficiente de variacion 0.5

Fuente: elaboracion propia.

Determinacion de la exactitud para la validacion del perfil de disoluciéon a pH 6.8
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Cuadro 60. Datos de la solucién estandar al 100%

NUmero Concentracion (mg/L) Lectura
1 933.253

2 262.8084 915.529

3 921.375
Promedio 923.3859

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 61. Datos para la exactitud de la solucion muestra al 33%

NUmero Concentracion Lectura Porcentaje de
(mg/L) recuperacion (%o)
1 310.5132 100.3
2 87.5811 311.9581 100.8
3 309.5528 100.0
Recuperacion promedio 100.4
Coeficiente de variacion 0.4

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 62. Datos para la exactitud de la solucion muestra al 100%

Exactitud de la solucion muestra al 100%
NUmero Concentracién Lectura Porcentaje de
(mg/L) recuperacion (%)

1 921.3240 99.2

2 262.7434 928.3643 100.0

3 928.3643 100.0
Recuperacion promedio 99.7
Coeficiente de variacion 0.4

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 63. Datos para la exactitud de la solucion muestra al 167%

Exactitud de la solucion muestra al 167%

NUmero Concentracion Lectura Porcentaje de
(mg/L) recuperacion (%)
1 1366.9918 98.1
2 394.1151 1378.2367 98.9
3 1385.3470 99.4
Recuperacion promedio 98.8
Coeficiente de variacion 0.7

Fuente: elaboracion propia.

Evaluacion de la precision

Cuadro 64. Datos de la precision para la validacion del perfil de

disolucién a pH 1.2

PRECISION AL 33%

Muestra Recuperacion
1 96.4
2 99.7
3 98.3
PRECISION AL 100%
Muestra Recuperacion
1 100.3
2 99.6
3 101.4
PRECISION AL 167%
Muestra Recuperacion
1 100.7
2 101.6
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3 102.4
Promedio 100.1
Coeficiente de variacion 1.8

Fuente: elaboracion propia.

Cuadro 65. Datos de la precision para la validacion del perfil de disoluciéon a pH 4.5

PRECISION AL 33%

Muestra Recuperacion
1 97.7
2 99.4
3 100.7
PRECISION AL 100%
Muestra Recuperacion
1 100.1
2 99.1
3 98.4
PRECISION AL 167%
Muestra Recuperacion
1 98.3
2 99.3
3 98.7
Promedio 99.1
Coeficiente de variacion 0.9

Fuente: elaboracion propia.
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Cuadro 66. Datos de la precision para la validacion del perfil de disoluciéon a pH 6.8

PRECISION AL 33%

Muestra Recuperacion
1 100.3
2 100.8
3 100.0
PRECISION AL 100%
Muestra Recuperacion
1 99.2
2 100.0
3 100.0
PRECISION AL 167%
Muestra Recuperacion
1 98.1
2 98.9
3 99.4
Promedio 99.6
Coeficiente de variacion 0.8

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 4. Andlisis de datos por medio de regresion lineal

Regresion lineal para la exactitud

Resumen

Figura 37. Regresion lineal para la exactitud del pH 1.2

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion

miiltiple 0,99985311
Coeficiente de determinacién
RA2 0,999706241
RA2 ajustado 0,999664276
Error tipico 4,851561427
Observaciones 9
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los Valor critico de

libertad cuadrados cuadrados F F
Regresion 1 560715,773 560715,7731 23822,0814 1,26459E-13
Residuos 7 164,763538 23,53764828
Total 8 560880,537
Superior Inferior Superior
Coeficientes  Error tipico Estadistico t Probabilidad  Inferior 95% 95% 95,0% 95,0%

Intercepcion

-8,32135527

3,58177031

-2,323252064 0,05313933

-16,79089621 0,14818567 16,7908962 0,14818567

Variable X 1 1,957693722 0,01268396 154,3440358 1,2646E-13 1,927700921 1,98768652 1,92770092 1,98768652
Fuente: elaboracion propia.
Figura 38. Regresion lineal para la exactitud del pH 4.5
Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion

multiple 0,99991801
Coeficiente de
determinacién RA2 0,99983803
RA2 ajustado 0,99981489
Error tipico 6,40587518
Observaciones 9
ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los valor critico

libertad cuadrados cuadrados F de F
Regresion 1 1773193,976 1773193,976 43211,4961 1,57383E-14
Residuos 7 287,2466575 41,03523679
Total 8 1773481,222
Superior Inferior Superior

Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0% 95,0%
Intercepcion 2,85986748 4,729276106 0,604715693 0,56444704 B8,323093495 14,0428284 -8,3230935 14,04282845
Variable X 1 3,53493705 0,017005211 207,8737504 1,5738E-14 3,494726113 3,57514798 3,49472611 3,575147984

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 39. Regresion lineal para la exactitud del pH 6.8

Resumen

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de

correlacién

multiple 0,99991823
Coeficiente de

determinacion

RA2 0,99983648
RA2 ajustado  0,99981311
Error tipico 6,33669681
Observaciones 9

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio
Grados de Suma de de los Valer critico
libertad cuadrados  cuadrados F de F
Regresion 1 1718578,55 1718578,55 42799,9764 1,6274E-14
Residuos 7 281,076085 40,1537265
Total 8 1718859,62

Coeficientes Error tipico

Estadistico t

Superior Inferior Superior

Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0% 95,0%

Intercepcién 7,61565757 4,67820368
Variable X 1 3,48007219 0,01682157

1,62790209
206,881552

0,14757035 3,44653631 18,6778514 3,44653631 18,6778514
1,6274E-14 3,44029551 3,51984888 3,44029551 3,51984888

Fuente: elaboracion propia.

Regresion lineal para la evaluacion de la linealidad del sistema

Figura 40. Regresion lineal para la linealidad del sistema a pH 1.2

Resumen

Estadisticas de la regresion
Coeficiente de
correlacion
multiple 0,997573563
Coeficiente de
determinacion

RA2 0,995153014
RA2 ajustado 0,994780169
Error tipico 16,70387204
Observaciones 15

ANALISIS DE VARIANZA

Promedio de los

Grados de libertad Suma de cuadrados cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 744724,7659 744724,7659 2669,079366 1,96E-16
Residuos 13 3627,251433 279,019341
Total 14 748352,0173

Superior inferior Superior
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0% 95,0%

Intercepcién -2,895096077 10,67659163 -0,27116295 0,79052371 -25,96046999 20,1702778 -25,96047 20,1702778
Variable X 1 2,0008229 0,038728253 51,66313353 1,96384E-16 1,917155596 2,0844902 1,9171556 2,0844902

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 41. Regresion lineal para la linealidad del sistema a pH 4.5

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de
correlacion

multiple 0,99921005

Coeficiente de
determinacion

RA2 0,99842073
RA2 ajustado  0,99829925
Error tipico 16,5862771
Observaciones 15
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados  cuadrados F de F

Regresién 1 2260993,83 2260993,83 8218,67 1,34E-19
Residuos 13 3576,35965 275,104588
Total 14 2264570,19

Coeficientes

Superior Inferior Superior

Error tipica  Estadistico t Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0% 95,0%

Intercepcion 1,24963815
Variable X 1 3,46177167

10,6014286 -0,1178745 0,90796889 24,1526323 21,653356 24,1526323 21,653356
0,03818543 90,6568806 1,3393E-19 3,37927707 3,54426627 3,37927707 3,54426627

Resumen

Fuente: elaboracion propia.

Figura 42. Regresion lineal para la linealidad del sistema a pH 6.8

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de
correlacidn
multiple
Coeficiente de
determinacién
RA2

RA2 ajustado
Error tipico
Observaciones

0,999792614

0,999585272
0,999553369
8,576461699

15

ANALISIS DE VARIANZA

Grados de Suma de Promedio de los

libertad cuadrados cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 2304706,6 2304706,6 31332,8097 2,25E-23
Residuos 13 956,2240386 73,55569528
Total 14 2305662,824

Superior Inferior Superior
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0% 95,0%

Intercepcidon 6,618981057 5,481805595 1,20744542 0,24877058 -5,223739932 18,461702 5,22373993 18,461702
Variable X 1 3,493994932 0,019738884 177,0107615  2,2499E-23 3,451351665 3,5366382 3,45135166 3,5366382

Fuente: elaboracion propia.
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Regresion lineal para la evaluacion de la linealidad del método

Figura 43.

Resumen

Estadisticas de la regresidn

Coeficiente de

Regresion lineal para la linealidad del método a pH 1.2

correlacion multiple 0,99961811
Coeficiente de
determinacién RA2 0,99923637
RA2 ajustado 0,99917763
Error tipico 6,56029164
Observaciones 15
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de fos
libertad cuadrados  cuadrados F Valor critico de F
Regresion 1 732107,075 732107,075 17010,9399 1,19E-21
Residuos 13 559,486542 43,0374263
Total 14 732666,561

Coeficientes Error tipico

Estadistico t Probabilidad

Superior
95%

Inferior
95,0%

Superior

Inferior 95% 95,0%

4,52431679

Intercepcion 4,19313286 1,07898245 0,30020875 -13,5830296 4,53439602 13,5830296 4,53439602
Variable X 1 1,93989835 0,01487356 130,425994 1,1899E-21 1,907765988 1,97203072 1,90776599 1,97203072
Fuente: elaboracion propia.

Figura 44. Regresion lineal para la linealidad del método a pH 4.5
Resumen

Estadisticas de la regresién

Coeficiente de

correlacién

miltiple 0,99988637
Coeficiente de
determinacién

RA2 0,99977275
RA2 ajustado  0,99975527
Error tipico 6,43570716
Observaciones 15

ANALISIS DE VARIANZA

Gradosde  Suma de
libertad cuadrados Promedio de los cuadrados Valor critico de F
Regresion 1 2368836,75 2368836,752  57192,96129 4,51E-25
Residuos 13 538,438246 41,41832664
Total 14 2369375,19
Superior Inferior Superior
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0% 95,0%
Intercepcién -0,7806112 4,11350237 -0,18976802 0,852421914 -9,667292785 8,10607039 9,66729278 8,10607039
Variable X 1 3,54314917 0,01481556 239,1504992 4,50745E-25 3,511142097 3,57515625 3,5111421 3,57515625

Fuente: elaboracion propia.
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Figura 45. Regresion lineal para la linealidad del método a pH 6.8

Resumen

Estadisticas de la regresion

Coeficiente de correlacion

maltiple 0,99990047
Coeficiente de
determinacion RA2 0,99980095
RA2 ajustado 0,99978564
Error tipico 5,90734479
Observaciones 15
ANALISIS DE VARIANZA
Promedio
Grados de Suma de de los Valor critico
libertad cuadrados  cuadrados F de F
Regresion 1 2278664,72 2278664,72 65297,385 1,9051E-25
Residuos 13 453,657391 34,8967224
Total 14 2279118,38
Superior Inferior Superior
Coeficientes Error tipico Estadistico t Probabilidad Inferior 95% 95% 95,0% 95,0%
Intercepcidn 6,42341819 3,77578969 1,70121186 0,11268331 1,73367952 14,5805159 1,73367952 14,5805159
Variable X 1 3,47505822 0,01359923  255,53353 1,9051E-25 3,44567888 3,50443756 3,44567888 3,50443756

Fuente: elaboracion propia.
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Anexo 5. Marca y pureza de los materiales utilizados

Cuadro 67. Marca y lote de las tabletas y estandar secundario utilizados

Producto Lote
Estandar secundario de azitromicina dihidrato £5.14
(trazado contra estandar USP)
Tabletas recubiertas de Zithromax (94.9%) DTQ0742

Fuente: elaboracion propia.

Por confidencialidad, no se adjunta lote del medicamento genérico utilizado en las

pruebas.

Cuadro 68. Marca y pureza de reactivos utilizados

Reactivo Marca Grado
Acido clorhidrico Merck Reactivo
Fosfato monobaésico de potasio Merck Reactivo
Hidroxido de sodio (lentejas) Merck Reactivo
Acido acético glacial Merck Reactivo
Acetonitrilo Merck HPLC
Cloruro de potasio Merck Reactivo

Fuente: elaboracion propia.
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