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I. INTRODUCCION

La biodisponibilidad depende de una serie de factores que pueden resumirse en dos
puntos principales: factores de orden fisiolégico y factores de orden tecnolégico o de la
formulacion. Mas importante que los factores fisioldgicos, por ser previsibles y rectificables, son
los factores de orden tecnoldgico y de la formulacidn, los cuales pueden afectar profundamente la
disponibilidad bioldgica de los farmacos en una forma farmacéutica. Entre ellos, los coadyuvantes
0 excipientes que se agregan con distintos propdsitos (diluentes, desintegrantes, aglutinantes o
lubricantes, todos con diferentes caracteristicas) contribuyen a retardar en mayor o menor grado
la liberacion del farmaco desde una forma farmacéutica seguin la naturaleza y cantidad con que se
empleen en la formulacién, de igual forma que los factores tecnoldgicos propiamente dichos,
como los métodos de granulacidn, el tamafio de granulado, la fuerza de compresion, etc. Este
conjunto de factores por tanto ejercen una enorme influencia en la velocidad de disolucién de los
farmacos en los fluidos del tracto gastrointestinal. Por este motivo, debido a la relacidn directa
que existe entre la biodisponibilidad y la velocidad de disolucién, correlacion que ha sido
ampliamente demostrada, se establece que la forma farmacéutica que cede rapidamente su
farmaco al medio de disolucidn tendra mayores posibilidades de absorberse en mejores
condiciones que aquella que la cede en forma lenta o incompleta. Ello explica porqué en varios
reglamentos oficiales ya se ha incluido el ensayo de disolucion para evaluar la biodisponibilidad in
vitro, como un método de control de calidad que permite predecir el comportamiento del farmaco

en la forma farmacéutica después de su administracion.

Considerando todo lo anterior este trabajo presenta un método analitico sensible y
confiable para cuantificar Tacrolimus en capsulas de gelatina dura por Cromatografia de Liquidos

de Alta Resolucién con deteccidon UV en un estudio de disolucién in vitro.



Il. MARCO TEORICO
A. ASPECTOS GENERALES DE DISOLUCION

La disolucidn es el proceso por medio del cual una sustancia se dispersa en otra, a nivel

molecular y el proceso esta determinado por la afinidad entre ambas especies.!

Desde un punto de vista macroscépico, la disolucién de un sdlido corresponde a la
desintegracion de la estructura cristalina bajo la accién del disolvente que lo rodea. Asi, las
particulas liberadas se distribuyen en la fase del disolvente mediante el proceso de difusién que
tiene lugar a partir de la superficie del sélido. La disolucién también, puede ser considerada el
proceso inverso a la cristalizacion; es decir, es el proceso por el cual un compuesto quimico o

farmaco solido llega a estar disuelto en un disolvente, formando una solucién homogénea.’

La disolucién es un método comun de caracterizacién empleado en la industria
farmacéutica para disenar formulaciones y asegurar la calidad del producto. Es una prueba de
desarrollo requerida por muchas autoridades regulatorias para formas farmacéuticas sdlidas,
parches transdérmicos y suspensiones orales. La prueba de disolucion es el Unico método de
analisis de rutina del producto terminado que mide el efecto de la formulacidn y las propiedades
fisicas del farmaco sobre la velocidad de solubilizacién in vivo. Como resultado, la prueba de
disolucidn, es la Unica prueba que monitorea el impacto de las condiciones de almacenamiento y
proceso de manufactura sobre la velocidad de liberacién del farmaco de su forma farmacéutica.
Estas sensibilidades han permitido el uso de la disolucién como una medida del biodesarrollo de

una formulacién.

La prueba de disolucién ha emergido como una prueba in vitro de gran valor para
caracterizar el desempefo de un producto farmacéutico. Es una herramienta importante en el
desarrollo de farmacos y de control de calidad. En el desarrollo de farmacos se usa como guia de
desarrollo de formulacién para seleccionar una formulacion apropiada para andlisis in vivo. La
prueba de disolucién es usada como un control de calidad lote a lote antes de que el producto sea
liberado al mercado. Para formas farmacéuticas sdlidas, la prueba de disolucién se usa de base
para generar especificaciones (metodologia de la prueba, criterios de aceptacién, etc.). La
disolucién también se emplea para identificar problemas de biodisponibilidad y para avaluar la

necesidad de estudios de bioequivalencia relativos a la Guia SUPAC (Scale Up and Post Approval



Change)™ donde la disolucidén puede funcionar como una sefial de bioinequivalencia. En el
presente, la mayoria de las formas sdélidas orales requieren como prueba de control de calidad a la
disolucién antes de que el producto sea liberado al mercado. Para que la prueba sea util debe ser
simple, confiable, reproducible y debe ser capaz de discriminar entre diferentes grados de
desempeno del producto. El valor de la prueba es significativamente relevante cuando el
desempeno del producto es evaluado en funcién del tiempo, por ejemplo, un perfil de disolucion
en lugar de una determinacion con un solo punto. Por la importancia de la disolucidn, la Agencia
de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos de América (FDA, por sus siglas en inglés), ha
desarrollado guias relacionadas a la disolucién que proveen informacién y recomendaciones sobre
el desarrollo de la metodologia de disolucién, eleccién de especificaciones de disolucién vy

aplicaciones regulatorias de la prueba de disolucién.**

Durante los ultimos afios, el aumento en el conocimiento cientifico de los principios y
mecanismos de la disolucién ha marcado una nueva era. La disolucién es usada como un marcador
sustituto para la prueba de bioequivalencia, como evidencia de la Guia de Clasificacion

Biofarmacéutica.’

La Clasificacion Biofarmacéutica toma en cuenta tres factores: disolucion, solubilidad y
permeabilidad intestinal, que gobiernan la velocidad y extension de la absorcion del farmaco de la
forma farmacéutica de liberacion inmediata. La Clasificacion Biofarmacéutica provee una
estructura cientifica para la clasificacion de sustancias basada en la solubilidad acuosa vy
permeabilidad intestinal, que en combinacién con los datos de disolucién proporcionan una razon
fundamental para las excepciones bioldgicas de productos farmacéuticos de liberacidon inmediata.
En adicion, la Guia General de Biodisponibilidad y Bioequivalencia permiten las excepciones
bioldgicas para productos farmacéuticos de liberacion modificada basados en la proporcionalidad
de la formulacién y comparacion de perfiles de disolucion. Estos cambios en los requerimientos de
Bioequivalencia, se mueven desde requerimientos de estudios in vivo y dependen mds de una

prueba de disolucién, que claramente establecen un cambio en la aplicacién de la disolucién.®

Generalmente se manejan dos términos relacionados con la disolucién de un sélido en un
liguido. Uno de ellos es la disolucién intrinseca y se refiere a las caracteristicas de disolucion de un

farmaco puro, en condiciones de superficie constante. El segundo término es el de disolucion



aparente, el cual se aplica al proceso de disoluciéon de farmacos contenidos en un medicamento,

sin considerar una superficie constante de sélido.’

1. Conceptos tedricos para la liberacion de un farmaco a partir de los preparados sdélidos

Al administrar un fdrmaco por via oral en forma sélida, tal como una tableta,
frecuentemente se encuentra que la velocidad de absorcién esta controlada a su vez por la
velocidad con la que el farmaco se disuelve en los fluidos del sitio de absorcidn. Si la velocidad de
disolucién es lenta o incompleta, el nivel sanguineo alcanzado con este farmaco resultara bajo e

insuficiente para lograr un efecto terapéutico adecuado.

El objetivo de un medicamento es originar una respuesta terapéutica en el organismo y
esto es el resultado de una serie de fendmenos o etapas consecutivas, las cuales estdn en funcion
tanto del farmaco por si mismo, como del individuo al que se administra. Por lo que un

medicamento debe ser seguro, eficaz y con una biodisponibilidad adecuada u éptima.

Se define como biodisponibilidad a la proporcién del farmaco que se absorbe a la
circulacidon general después de la administracién de un medicamento y el tiempo que requiere

para hacerlo.?

Para determinar la velocidad de disolucién de fdrmacos sélidos en condiciones
estandarizadas, deben considerarse diversos procesos fisicoquimicos tales como la humidificacién
de los preparados sdlidos, la capacidad de penetracion del medio de disolucién en los preparados,
el proceso de hinchamiento, la desintegracion y la desagregacién. Wagner propuso el esquema

presentado en la figura 1 para los procesos involucrados en la disolucidn de preparados sélidos.
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Figura 1. Diagrama esquematico de Wagner que ilustra los procesos en la disolucidn de preparados sélidos.

Mas tarde, este esquema fue modificado por Cartensen, quien explicd que la
humidificacién de la superficie de los preparados sdlidos controla el acceso de liquido hacia la
superficie del sélido y muchas veces, es el factor limitante en el proceso de disolucién. La
velocidad de la humectacién depende directamente de la tensién superficial en la interfase
(tensidn interfasica) y el angulo de contacto, entre la superficie del sélido y el liquido. En general,
un angulo de contacto de mds de 90 grados indica una pobre capacidad de humectacion. La
incorporacién de una sustancia tensoactiva, en el preparado o en el medio de disolucién, reduce el
angulo de contacto e incrementa la disolucién. Ademas, la presencia de aire en el medio de
disolucién hace que las burbujas de aire sean atrapadas en los poros de los comprimidos y actien
como una barrera en la interfase. En el caso de las capsulas, la capa de gelatina es
extremadamente hidrosoluble y por lo tanto no existen problemas en cuanto a la capacidad de

humectacién del preparado (si bien pueden existir en cuanto los polvos en su interior).

Una vez que el preparado sélido se ha desintegrado en granulos o agregados, las
caracteristicas de penetracion desempenan un papel primario en el proceso de desagregacion. Los
lubricantes hidrofébicos, como el talco y el estearato de magnesio, muy a menudo empleados en
la preparacion de comprimidos y capsulas, enlentecen la velocidad de penetracidn vy, por lo tanto,

el proceso de desagregacion. El gran tamafio de los poros facilita la penetracion pero si es
5



demasiado grande puede inhibir la penetracién por disminucidn de la tension interna causada por

el hinchamiento del desintegrante.

Cuando la desintegracion y la desagregacidon se producen, las particulas de farmaco
guedan expuestas en el medio de disolucién y la disolucién tiene lugar, la figura 2 representa
graficamente el modelo propuesto por Cartensen, en donde la velocidad de disoluciéon de un
farmaco puede llegar a ser la etapa limitante antes de que éste aparezca en sangre. De cualquier
forma, cuando la forma farmacéutica se encuentra en el tracto gastrointestinal en forma sdlida

hay dos posibilidades de limitar la velocidad de disolucién.!

Ocluzion

[ ]
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—Desintegracion *

Figura 2. Curva de disolucién con forma de S de preparados sélidos

La forma farmacéutica debe disolverse primero, para que después el fadrmaco se encuentre
en solucion y pueda atravesar la membrana gastrointestinal. Los farmacos facilmente solubles en
agua tenderan a disolverse haciendo que la difusién pasiva y/o el transporte activo del farmaco
sea el paso limitante para la absorciéon a través de la membrana gastrointestinal. Por el contrario,
la velocidad de absorcién de farmacos poco solubles estara limitada por la velocidad de disolucion

de farmacos sin disolver o la desintegracién de la forma farmacéutica.’

El proceso de absorcion de un farmaco contenido en una forma farmacéutica sélida,
después de la administracion oral, depende, entre otros aspectos, de la liberacion del principio
activo del producto y de su disolucién o solubilizacion en las condiciones fisioldgicas. Debido a la
naturaleza de estos factores, la evaluacion de la velocidad de disolucién in vitro puede ser una
prediccién del comportamiento in vivo, siempre y cuando el paso limitante para la absorcién sea la

disolucién.’



2. Correlaciéon entre desintegracion y disoluciéon

En general, la desintegracién ha resultado ser un mal indicador de la biodisponibilidad
debido a la turbulenta agitacién mantenida durante la prueba. Se ha hallado que otros varios
factores como la solubilidad, el tamafio de la particula y la estructura cristalina, entre otros,

afectan la disolucién de la sustancia pero no tienen importancia en cuanto a la desintegracion.’

3. Factores que determinan la velocidad de disolucién
a. Relacionados con las propiedades fisicoquimicas del farmaco

Estos incluyen: solubilidad, el tamafio de particula, estado cristalino (polimorfismo),
estado de hidratacién, solvatacion, formacién de complejos, pKa, naturaleza quimica (acido, base,
sal, anhidro, hidrato), otras propiedades fisicas como la densidad, viscosidad y la capacidad de
humectacién contribuyen a los problemas generales de disolucién de floculacién, flotacidn y
aglomeracién. También se ha hallado que las caracteristicas de adsorcién de los fdrmacos tienen

un efecto significativo sobre la disolucién de ciertos farmacos. *’

b. Relacionados con la formulacién y método de manufactura

Se ha demostrado que la velocidad de disolucion de farmacos puros se puede ver
modificada significativamente cuando son mezclados con varios excipientes durante el proceso
de manufactura del producto. Estos excipientes son adicionados para satisfacer ciertas funciones
farmacéuticas y puede incluir, diluentes, desintegrantes, colorantes, agentes de granulacion,
lubricantes. En ciertos casos, diversos estudios demostraron que las malas formulaciones de
comprimidos y capsulas causan una marcada reduccion de la biodisponibilidad y un deterioro de

la respuesta clinica.

Los numerosos factores de procesamiento involucrados en la elaboracién de los
comprimidos influyen enormemente sobre las velocidades de disolucién de los ingredientes
activos. El método de granulacidn, el tamano, la densidad, el contenido de humedad y la edad de
los granulos, asi como la fuerza de compresion utilizada en el proceso de formacion de los

. . . s g . . .z . 1
comprimidos contribuyen a las caracteristicas de velocidad de disolucién del producto final.



c. Relacionados con la técnica de disolucion

Estos incluyen aspectos tales como geometria del agitador y del recipiente para
disolucién, efecto de la velocidad de agitacidon, gases disueltos en el medio, volumen,

temperatura, pH, viscosidad del medio, excentricidad del equipo, vibracion externa.’

B. METODOS ANALITICOS
1. Importancia de los métodos analiticos

Un método analitico se define como la descripcidn de la secuencia de actividades, recursos
materiales y pardmetros que se deben cumplir, para llevar a cabo el andlisis de un componente

especifico en una muestra.

Como en muchas de las actividades de la industria farmacéutica se hace uso del método
cientifico para cumplir este atributo, es necesario llevar a cabo en la mayoria de las ocasiones
estudios experimentales que permitan demostrar la confiabilidad de lo que se esta midiendo, un
proceso que permite cumplir este fin es la validacién. La validacion de métodos analiticos es el
proceso por el cual se demuestra, por estudios de laboratorio, que la capacidad del método

satisface los requisitos para la aplicacién analitica deseada.

Es conocido que las técnicas y métodos analiticos estdn en cambio y mejoramiento
constante; y en muchos casos en la tecnologia de vanguardia. Es importante enfatizar que cada
técnica analitica tiene sus propias caracteristicas que varian de farmaco a farmaco. Ademas, el
diseio de la técnica puede ser también influenciado por el objetivo final del estudio. Se necesitan
criterios especificos de validacion para métodos enfocados a cada sustancia de interés (farmaco
y/o metabolito). Mientras la validacién de cada método mantenga su propio rumbo, puede haber
situaciones donde la comparacion de los métodos sera necesaria, por ejemplo, cuando mas de un
método ha sido empleado en un largo periodo. Cuando las muestras son conducidas a mas de un
sitio, es necesario validar el o los métodos analiticos en cada lugar y proveer informacién
apropiada de validacion para establecer la fiabilidad inter — laboratorio. A menos que el método
sea usado de manera regular que provea confianza en su validez continua, es esencial documentar
qgue el método sigue siendo valido previo al andlisis de muestras en el estudio. Una validacion

adecuada para el propdsito anterior frecuentemente consiste en correr una curva estandar con



nuevas muestras de estandar para mostrar que la respuesta, vinculo y caracteristicas generales del

método son similares a los resultados de validacién previa.’

La validacion del método incluye todos los procedimientos requeridos para demostrar que
un método particular aplicado a la determinacidn cuantitativa de la concentracién de una
sustancia de interés (o series de sustancias) en una matriz es confiable para la aplicacién

destinada. Aunque son varias etapas en el desarrollo y validacién de un procedimiento analitico, la

validacién de un método analitico puede concebirse como una consistencia de dos etapas: (1) la
del desarrollo del método analitico en el cual se define el ensayo; y (2) la aplicacién del analisis
actual a muestras de estudios de disolucidon, farmacocinética, biodisponibilidad vy

bioequivalencia.'

C. PERFIL DE DISOLUCION

Un perfil de disolucién considera diversos tiempos de muestro, lo que permite establecer
la velocidad de disolucién. Un gran numero de estudios reportados en la literatura, han
demostrado que si una prueba comparativa de los perfiles de disolucién entre el medicamento de
referencia y el de prueba, se disefia y se lleva a cabo de acuerdo con un procedimiento
establecido, equivalentes farmacéuticos que muestran comportamiento semejante en relacion
con sus caracteristicas de velocidad de disolucion probablemente tendran también una

biodisponibilidad comparable. ’

1. Requisitos para realizar un perfil de disolucién

En la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, se describen los requisitos para
realizar la prueba de perfil de disolucién de formas farmacéuticas sdélidas de liberacién inmediata,
utilizando como modelo estadistico el factor de similitud f, Los requisitos para llevar a cabo este

tipo de prueba son los siguientes:

a. Utilizar como medicamento de referencia el indicado por la Secretaria de Salud a través
del area competente, el cual debe estar comercialmente disponible y vigente.

b. Los medicamentos de prueba y referencia deben tener al menos un afio de vigencia antes
de su fecha de caducidad al momento de realizar el estudio.



El perfil de disolucién del medicamento de prueba se debe realizar con un lote estandar de
produccién o bien con un lote escalado, que asegure que no se modifica
significativamente la reproducibilidad de los perfiles de disolucién, cuando lotes
subsecuentes del medicamento sean fabricados nuevamente.

Las pruebas deben llevarse a cabo con los mismos lotes del producto de prueba y el de
referencia.

Utilizar sustancias de referencia trazables.

Los instrumentos de medicidn deben estar calibrados.

Los medicamentos de referencia y de prueba deben cumplir con las pruebas de valoracién
y de uniformidad de contenido descritos en los métodos generales de analisis de la FEUM,

en farmacopeas reconocidas internacionalmente o métodos validados.

El porcentaje de valoracidon del medicamento de prueba no debe diferir en mas del 5.0 %
del medicamento de referencia.

Realizar los perfiles de disolucidon con 12 unidades, tanto del medicamento de prueba
como del de referencia, en las mismas condiciones experimentales.

Seleccionar por lo menos 5 tiempos de muestreo y utilizar una curva de calibracion para
calcular por interpolacién la concentracion del fdrmaco disuelto.

Validar el método analitico para los medicamentos de prueba y de referencia.
Si se tienen disponibles los placebos realizar la validacion mediante el porcentaje de

recuperacion; si no es posible obtener los placebos realizar la validacién mediante el
método de estandar adicionado.®

Validacién del método analitico para perfil de disolucién®

La validacién del método es imprescindible en este tipo de andlisis ya que nos proporciona

la evidencia experimental documentada de que un procedimiento cumple con el propdsito para el

que fue disefiado. Para tal efecto el analista debe considerar el ensayo de disoluciéon en su

totalidad. Ninguna variable se debe considerar menos importante y todas deben formar parte del

protocolo analitico.

Como se menciond anteriormente, la NOM-177-SSA1-1998, establece validar el método

analitico en ausencia de los placebos de los medicamentos, es decir, realizar la validacidn

mediante el método de estdndar adicionado. Esta técnica es de las mdas importantes para la
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deteccion y correccion de desviacion en el método analitico. El objetivo del método de estandar
adicionado es evaluar el sesgo de cuantificacién (error) en un método analitico, cuando se
desconocen los compuestos de la matriz (excipientes de la muestra). Esta técnica es Util para la
deteccidn y correccion del error constante y el error proporcional. Su magnitud puede ser
determinada cuantitativamente y realizar la correccion correspondiente. Los pardmetros que se

deben evaluar para este tipo de validacién son los siguientes:

a. Parametros de validacion del sistema
1) Linealidad

Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para obtener
resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del compuesto en la muestra.
Se debe demostrar una linealidad del sistema con al menos cinco puntos (excepto el cero) por
duplicado, con un coeficiente de regresién mayor o igual que 0.99 y un coeficiente de variacion

debido a la regresiéon no mayor que el 2%.

2) Precision.

Se denomina precisién al grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea del producto. De los datos de linealidad se debe demostrar que el coeficiente de

variacion del factor de respuesta no debe ser mayor que el 2%.

b. Pardmetros de validacion del método, para los medicamentos de prueba y referencia:
1) Linealidad.

El método debe demostrar una linealidad con al menos 5 puntos (que incluya los puntos
extremos excepto el cero) por triplicado, con un coeficiente de regresién mayor o igual que 0.99 y

un coeficiente de variacidn debido a la regresién no mayor que el 3%.

2) Exactitud

El promedio del porcentaje de la recuperacién de los datos de linealidad no debe variar

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

Se denomina precisién al grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra

homogénea del producto, se evalia como repetibilidad y reproducibilidad.

a) Repetibilidad

El coeficiente de variacién del porcentaje de recuperacion de los datos de linealidad no

debe ser mayor que el 3%.

b) Reproducibilidad

Evaluar el efecto de los eventos aleatorios en la precision del método analitico, tales como
los dias, los analistas o los equipos. Debe analizarse una muestra homogénea del producto, al
menos por triplicado para probar cada condicién. El coeficiente de variacién global no debe ser

mayor que el 3%.

4) Selectividad

Es la capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y especificamente el
compuesto por analizar, en presencia de otros compuestos que pudieran estar presentes en la
muestra. Se debe demostrar la selectividad del método para el fdrmaco ante otros componentes
de la muestra, cualquier interferencia no debe producir un error mayor al aceptado en precisién y

exactitud.

5) Estabilidad de la muestra

Es la propiedad del compuesto por analizar de conservar sus caracteristicas, desde el
momento del muestreo hasta su analisis. Determinar las condiciones de temperatura y tiempo
entre otras, en las que el farmaco permanezca estable. La diferencia del por ciento recuperado no

debe ser mayor que 2.0% con respecto a la cantidad inicial.
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3. Comparacion de perfiles de disolucion

El proceso de disolucidon se puede caracterizar mediante modelos independientes y

dependientes.

a. Modelos independientes

Los parametros puntuales empiricos son magnitudes que se calculan o se deducen de los
datos experimentales, como el tiempo que tarde en disolverse un determinado porcentaje de la

dosis (tio%, tsow tsow etc).

1) indice f; (Moore y Flanner)

En 1996 Moore y Flanner propusieron un indice llamado factor de diferencia (f;) el cual
calcula la diferencia porcentual (%) entre las dos curvas en cada punto de muestreo y es una
medida del error relativo entre las dos curvas. El factor f; es proporcional a la diferencia promedio
entre los dos perfiles. Cuando f, toma valores entre 0 a 15 se considera que no hay diferencia

entre los perfiles de disolucién.

2) Indice f, (Moore y Flanner)

Este factor ha sido adoptado por el Centro para la Evaluacién e Investigacién de Farmacos
(Center of Drug Evaluation and Research, FDA), y por la Unidad de Evaluacidon de Medicinas de la
Agencia Europea para la Evaluacion de Productos Medicinales (Human Medicines Evaluation Unit
of The European Agency fo the Evaluation of Medicinal Products, EMEA), asi como un criterio para
asegurar la similitud entre dos perfiles de disolucion in vitro y es incluido en la Guia de Formas
Farmacéuticas Solidas Orales de Liberacién Inmediata (Guidance on Inmediate Release Solid Oral
Dosage Forms; Scale — Up and Postapproval Changes; Chemistry, Manufacturing, and Controls; In
Vitro Dissolution Testing; In Vivo Bioequivalence Documentation, CMC, 1995), comiUnmente
llamada SUPAC — IR y en la Nota para la Guia sobre la Calidad de Productos de Liberacion
Modificada (Note for Guidance on Quality of Modified Release Products: A. Oral Dosage Forms; B.
Transdermal Dosage Forms; Section |. Quality, EMEA, 1999)."
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Este método se basa en la utilizacion de los factores de ajuste propuestos por Jeffrey W.
Moore y colaboradores en 1996 *3, los cuales comparan la diferencia en el porcentaje de farmaco
disuelto por unidad de tiempo entre una formulacion de referencia y una formulacién de prueba.

Este factor de ajuste es denotado por f, (factor de similitud) y puede ser definido por:

100

/1+1Z(Rt—Pt)2
 rwy

f,=501log
Donde:
n = Numero de tiempos de muestreo
R:= Porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de referencia
P. = Porcentaje disuelto promedio en el tiempo t del medicamento de prueba

El factor f, es una transformacion logaritmica del reciproco de la raiz cuadrada de la suma
del cuadrado del error y es una medida de la similitud en el porcentaje de disolucién entre ambas

curvas. El procedimiento especifico para determinar el factor de similitud, f,, es el siguiente:

e Determinar el porcentaje disuelto a cada tiempo de muestreo en cada unidad de

dosificacién, asi como los porcentajes disueltos promedio y los coeficientes de variacidn.

e Calcular el factor de similitud a partir de los valores medios de disolucidon de ambas curvas

en cada intervalo de tiempo, usando para ello la ecuacién 1.

Dos curvas pueden ser consideradas similares siempre que el valor de f, esté cercano a

100, en un intervalo entre 50 y 1002131415

Este modelo independiente es aplicable para la comparacion de perfiles siempre que se

cumplan los siguientes requisitos:

e Los ensayos de disolucién se deben haber realizado bajo idénticas condiciones,

usando los mismos tiempos de muestreo para ambos productos.
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e Se debe contar con 5 0 mds puntos de muestreo del perfil de disolucién.

e El coeficiente de variacion de los valores medios de disolucién en el primer tiempo de
muestreo no debe ser mayor o igual que el 20% y para el resto de los tiempos no debe

exceder el 10%.

Si el coeficiente de variacion del porcentaje disuelto es mayor que el 20% para el primer
tiempo de muestreo y mayor que el 10% para los tiempos subsecuentes, se utiliza un modelo de

analisis multivariado o modelo de series de tiempo

3) Eficiencia de disolucién.™®

La Eficiencia de Disolucién (ED), se define como el porcentaje del drea de un rectangulo
descrito por el 100 % disuelto y el tiempo, de este modo, es posible comparar diferentes
formulaciones a condicién de que esta comparacion sea realizada a los mismos tiempos. Por
ejemplo, el indice ED (%)3, indicaria que todas las comparaciones han sido efectuadas a los 30
minutos en una formulaciéon y sélo pueden ser comparadas con el ED (%) de otras
formulaciones. El concepto de Eficiencia de la Disolucidn tiene ciertas ventajas, la primera es que
la suma de los datos de liberacién del principio activo permite una facil comparacién entre varias
formulaciones. La segunda ventaja, y probablemente la mas importante, es que puede ser
relacionada con los datos in vivo. Si se supone que el grado de absorcién de un farmaco in vivo es
proporcional a la concentracion del farmaco en la solucién y el tiempo que esta solucidn esta en
contacto con la regidn del tracto gastrointestinal donde se produce la absorcion, se puede ver que

la ED se describe como una funcion de estas dos variables.

Se calcula a partir de las curvas acumulativas de farmaco disuelto, siendo necesario que se

haya disuelto, como minimo, el 90% de la dosis:

ED(%) =

fr}-‘ ® dt
2 x100%

Yioo X

Donde y es el porcentaje de farmaco disuelto al tiempo t
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4) Tiempo medio de disolucién(TMD)™

El tiempo medio de disolucién se calcula a partir de las curvas acumulativas de las

cantidades disueltas de farmaco en funcién del tiempo mediante la ecuacién:

TMDzw* 100

[

b. Modelos dependientes®?
1) Con base fisicoquimica
a) Cinética de orden cero

La denominacién del modelo de orden cero surge de la base tedrica desarrollada para el
estudio cinético de reacciones quimicas, en las que el término “orden” de reaccién se refiere a la
forma en que la concentracién de una sustancia influye en la velocidad de una reaccién quimica,
de manera que se denomina “cinética de orden cero” aquella en la que la velocidad es

independiente de la concentracion.

En el medio bioldgico, la disolucién de un sdélido viene seguida de su absorcidn, por lo que
la concentracién de soluto se mantiene en valores pequefios, muy alejados de su solubilidad
(sobre todo en farmacos de alta permeabilidad), en estos casos la velocidad de disolucion es
independiente de la concentracidn del farmaco disuelto y puede presentarse cuando la cantidad
disuelta no exceda de un 10% de la solubilidad del producto en el disolvente. También es posible
observar este tipo de cinética en productos que se disuelven muy lentamente y en los cuales, si
bien el orden total corresponde a un proceso de primer orden, la parte inicial de la curva de

disolucién corresponde a una cinética de seudo orden cero.

Si la velocidad es constante e independiente de la cantidad de soluto presente y se puede

expresar por:

aqg
R
dt

Donde:

Q= Cantidad de soluto
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k= Constante de la velocidad (pendiente de la curva)
El signo — significa la disminucién de la cantidad de soluto en la forma sélida.

La integracidn, que permite conocer el fendmeno desde el instante t, al instante t, nos da

la expresidn instantanea de la cantidad remanente de Q; de soluto:
Q=Q— kt

La vida media, o tiempo necesario para la liberaciéon de la mitad de la cantidad de soluto

presente, se expresa por:

Qo
t= e
b) Cinética de primer orden

En estos métodos, a medida que la cantidad de farmaco en la forma farmacéutica va
disminuyendo, se incrementa la cantidad de principio activo en la solucidn, como consecuencia
aumenta la concentracién de la solucidn, las condiciones se tornan de primer orden, en la cual Ia
velocidad de disolucidon esta en funcién de la concentracién del fdrmaco disuelto. La velocidad es
proporcional a la cantidad que permanece por disolver; la liberacién del soluto disminuye con el

tiempo de manera exponencial, lo que puede expresarse como:

_g = kQ
Integrando vy aplicando logaritmos decimales:
logQ.= log Qo- 2,:;3
y en forma exponencial:
Q:=Q e™

El tiempo de liberacion del 80%, es:

In 100—In(100—20)
—ked

80% —
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D. MONOGRAFIA DEL FARMACO EN ESTUDIO

1. Férmula desarrollada
2. Férmula condensada: C4HeggNO15

3. Peso molecular: 804.0 g/mol

4. LogP:5.59

5. Propiedades fisicoquimicas

Polvo cristalino blanco con punto de fusién de 1272 a 1292 C. Practicamente insoluble en
agua, soluble en metanol, etanol, acetona, acetato de etilo, triclorometano y éter dietilico.

Moderadamente soluble en hexano y éter de petréleo.!” '8

6. Propiedades farmacoldgicas

El tacrolimus es un agente macrdlido inmunosupresor obtenido por fermentacién del

Streptomyces tsukubaensis, encontrado en Japén®®

a. Propiedades farmacodinamicas.

El tacrolimus induce una inmunosupresién al inhibir la primera fase de la activacion de las
células T. En esta primera fase, se activa la transcripcion de ciertos factores como la interlucina
(IL)-2, IL-3, IL-4, el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos y de interferén
gamma, factores que permiten que las células T progresen desde la fase GO a la G1. El tacrolimus
se fija a una inmunofilina, la FKBPB12, formando un complejo que inhibe la actividad de fosfatasa
de la calceneurina. Como la calcineurina cataliza una reaccién de desfosforilizacion critica para la

transcripcién del gen de las linfocinas, la inhibicidn de la calceneurina resulta en el bloqueo de la
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transduccion de un factor nuclear necesario para la activacién de las células By T. La reduccién de
los niveles de los activadores de las células T, reduce la respuesta proliferativa de estas células T

frente a antigenos y mitégenos.

En dermatitis atdpica, el tacrolimus actua inhibiendo la inflamacidn al reducir la actividad
de las células T. El tacrolimus se una también a los receptores esteroides de la superficie de las
células, inhibiendo la liberacién de mediadores de los mastocitos, regulando el nimero de los
receptores a IL-8, disminuyendo la adhesidn intracelular y la expresién de la E- selectina en los
vasos sanguineos. Todas estas acciones resultan en una disminucidn del reconocimiento de los
antigenos y en una regulacion de la cascada inflamatoria. El tacrolimus tépico no inhibe la sintesis

de coldgeno y no produce una atrofia de la piel como ocurre en el caso de los corticoides.

b. Indicaciones terapéuticas.

El tacrolimus tiene propiedades inmunosupresoras similares a la ciclosporina, pero es
mucho mas potente en igual volumen. Al igual que esta tiene un amplio rango de interacciones. El
tacrolimus ha sido estudiado en pacientes trasplantados de corazén, pulmodn, higado, rifidn,
pancreas, intestino delgado y médula ésea, siendo muy efectivo en la prevencién del rechazo
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resistente a corticoides y ciclosporina. En este sentido, el tacrolimus es de 10 a 100 veces mas

potente de la ciclosporina.

c. Propiedades farmacocinéticas®® *"*

1) Absorcion

El tacrolimus se absorbe rdpidamente, alcanzando el pico maximo en 0.5-1 hora, sin
embargo algunos pacientes con trasplante hepatico pueden tener el pico a las dos horas. En la
absorcién influye la baja solubilidad del medicamento y la motilidad gastrointestinal. La
biodisponibilidad es pobre y muy variable, de 4-89% (=25%) y se ve reducida en presencia de
alimentos, por esto se recomienda administrar en forma consistente ya sea en ayunas o con el
mismo tipo de alimentos. Esta variabilidad se ha visto en diversas poblaciones de pacientes sin

importar el tipo de érgano trasplantado

El tacrolimus es sustrato e inhibidor de la glicoproteina P, una bomba (ATP)-dependiente

localizada en el epitelio intestinal y en la barrera hematoencefalica que es capaz de extraer el
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farmaco de las células intestinales, llevdndole de nuevo al lumen donde es metabolizado por el
citocromo P450 (CYC) 3A4, lo que limita su biodisponibilidad. Cuando el tacrolimus se administra
con inhibidores del CYP3A4 y de la glicoproteina P (p.ej. diltiazem, eritromicina, o ketoconazol), la

biodisponibilidad del inmunosupresor aumenta, incrementando sus concentraciones en la sangre.

2) Distribucion

La unidn de tacrolimus a proteinas plasmaticas es aproximadamente del 99% vy es
independiente de la concentracidn de un intervalo de 5-50 ng/ml. Tacrolimus se une
principalmente a la albumina v a la glicoproteina a-1-acida, y tiene un nivel alto de asociacién con
eritrocitos. La distribucién de tacrolimus entre sangre total y plasma depende de varios factores,
como hematocrito, la temperatura en el momento de la separacidon del plasma, concentracion del

farmaco y concentracidn de proteinas plasmaticas.

3) Metabolismo

El tacrolimus es ampliamente metabolizado por un sistema de oxidasa de funcidn mixta,
principalmente el sistema citocromo P-450 (CYP3A4). Se ha propuesto una ruta metabdlica que
conduce a la formacién de 8 posibles metabolitos. Los principales mecanismos de
biotransformacion que fueron detectados in vitro son la desmetilacién y la hidroxilacion. El
principal metabolito identificado en incubacidn con microsomas de higado humano es el
tacrolimus 13-desmetilado y se ha reportado en un estudio in vitro que el metabolito 31-

desmetilado tiene la misma actividad que el tacrolimus.

4) Excrecion

La vida media de eliminaciéon del fdrmaco es de 12 horas, siendo la excrecidn biliar la

principal ruta de eliminacidn, excretandose por la orina menos del 1% de la dosis administrada.

En los pacientes con disfuncién hepatica, las concentraciones sanguineas y la vida media
de eliminacion estan aumentadas mientras que la depuracién renal estd reducida. Los pacientes
pediatricos presentan una depuracion de tacrolimus mas rdpida que los adultos y, por tanto,

requieren una dosis mas elevada para alcanzar niveles sanguineos terapéuticos.
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lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

No hay monografia oficial de Tacrolimus aplicado a la cuantificacién del activo en prueba o
perfiles de disoluciéon. Sin embargo, la prueba o perfiles de disolucién son herramientas
importantes para predecir el comportamiento in vivo y como parte esencial de la prueba es
necesario contar con el método de cuantificacién validado. Ante la necesidad de obtener perfiles
de disolucién para capsulas del agente inmunosupresor llamado Tacrolimus, el presente proyecto
plantea la implementacién y la validacion del método de cuantificacién en cdpsulas para ser

aplicado en un estudio de comparacién de perfiles de disolucidon en cuatro marcas comerciales.

IV. OBIJETIVO
A. GENERAL

Obtener el método analitico validado por estandar adicionado para un estudio

comparativo de perfiles de disolucién para cdpsulas de Tacrolimus de 5 mg.

B. ESPECIFICOS
1. Obtencién de una metodologia sensible para la cuantificacién de Tacrolimus, cadpsulas

de 5 mg, para un estudio de disolucion.

2. Validacidon del método analitico por estandar adicionado para la cuantificacion de

Tacrolimus en cuatro marcas comerciales.

3. Aplicacién del método analitico validado a un estudio de comparacién de perfiles de

disolucion.

V.  HIPOTESIS

La determinacion cuantitativa y especifica de Tacrolimus contenido en cépsulas de gelatina
dura usando la técnica de estandar adicionado en el medio de disolucién adecuado, permitira la
cuantificacion del activo dentro de un intervalo de trabajo definido idoneo para ser aplicado a un

estudio comparativo de disolucién de Tacrolimus.
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VI. METODOLOGIA
A. MATERIALES Y EQUIPO
1. Equipos e instrumentos

a. Disolutor Varian 705 DS
b. Cromatdgrafo de liquidos HITACHI ELITE LaChom calibrado
1) Detector UV L-2400
2) Bomba L-2130
3) Horno
Potenciémetro Beckman 32 pH meter
Equipo de filtracion
Bomba de vacio
Bano de ultrasonido
Balanza analitica marca Sartorious, modelo BL2105, calibrada
Micropipeta 1000 uL

@ o o0

2. Reactivos
a. Acido fosférico grado reactivo
b. Metanol grado HPLC
c. Aguagrado HPLC

3. Sustancia de referencia
a. Tacrolimus sustancia de referencia, 99.9 % de pureza.

4. Productos Farmacéuticos

Los medicamentos de prueba y de referencia que se utilizaron en el ensayo fueron del
mismo lote y presentaron al menos un afo de vigencia antes de su fecha de caducidad al

momento de realizar el estudio.

Prograf @, lote: 5D5020E. Fecha de caducidad: 03/2011.
Framebin®, lote: NO49298. Fecha de caducidad: 04/2011.
Limustin®, lote: LPTISO9E023. Fecha de caducidad: 05/2011.
Tenacrine®, lote: 81587. Fecha de caducidad: 11/2010.

o 0 oo
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B.  PREPARACION DE SOLUCIONES

1. Agua HPLC pH 4.5 + 0.05, medio de disolucién
Se ajustaron 12 L de agua HPLC a pH 4.5 + 0.05 con acido férmico concentrado vy se filtré
por membrana de 0.45 um.
2. Fase movil, metanol: Agua HPLC pH 4.5 + 0.05 (85:15 v/v)
En un frasco reservorio de 2 L se mezclaron 150 mL de agua HPLC pH 4.5 £+ 0.05 con 850
mL de metanol HPLC, previamente filtrado por membrana de 0.45 um y se desgasificé en un bafio
de ultrasonido durante 5 minutos.
3. Solucién A, Tacrolimus 500 pg/mL
Se pesaron 5 mg de Tacrolimus, sustancia de referencia, se transfirié a un matraz de 10
mL, se disolvié y llevd a volumen con metanol HPLC.
4. Solucién B, Tacrolimus 50 pg/mL
Se transfirio 1 mL de la solucion A (Tacrolimus 500 pg/mL) a un matraz volumétrico de 10
mLy se llevd a volumen con metanol HPLC.
5. Solucién I, Tacrolimus 500 pg/mL
Se mezcld el polvo de una cantidad igual de cdpsulas de Tacrolimus de las diferentes
formulaciones a evaluar y se pesé el equivalente a 5 mg de Tacrolimus, de acuerdo a los datos del
peso promedio, se transfirid a un matraz de 10 mL, se disolvié con 500 pL de metanol HPLC y se
llevd a volumen de aforo con agua HPLC a pH 4.5 + 0.05.
6. Solucion Il, Tacrolimus 50 pg/mL
Se transfirid 1 mL de la solucién | (Tacrolimus 500 pg/mL) a un matraz volumétrico de 10

mLy se llevd a volumen con agua HPLC a pH 4.5 + 0.05.

C. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS
Tabla 1. Condiciones cromatograficas

Detector uv

Longitud de onda 230 nm

Columna Cig; 150 x 3.9 mm; 4 um (Waters, Novapak®)
Fase movil Metanol: Agua HPLC, pH 4.5 (85:15 v/v)
Velocidad de flujo 0.5 mL/min

Volumen de inyeccién 60 pL
Tiempo de retencién 5.5 minutos
Tiempo corrida 7 minutos

23



D. PRUEBAS DE CONTROL DE CALIDAD
1. Friabilidad®
a. Procedimiento

Se tomdé una muestra de 10 cdpsulas quitando el polvo cuidadosamente, antes de
comenzar la prueba, se pesd con exactitud la muestra de cdpsulas y se colocd en el tambor del
friabilizador. Se hizo girar el tambor a 20 rpm por 5 minutos, se quitd el polvo suelto de las

capsulas como se hizo anteriormente y se pesé con exactitud la muestra de cépsulas.

b. Especificaciones.

Generalmente, la prueba se realiza una sola vez. Si se encuentran capsulas claramente
agrietadas o rotas en la muestra de capsulas después de la prueba la muestra no ha pasado la
prueba. Si los datos son dificiles de interpretar o si la pérdida de peso es mayor de lo esperado,
debe repetirse la prueba dos veces y determinar la media de las tres pruebas. Para la mayoria de
los productos se considera aceptable una pérdida media maxima de peso de las tres pruebas de no

mas del 1.0%.

2. Desintegracién®
a. Procedimiento
En cada uno de los seis tubos de la canastilla del aparato de desintegracion, se depositd
una cdpsula, se puso el aparato en operacidn, utilizando como liquido de inmersién agua a 37

+2°C.

b. Especificaciones
A los efectos de esta prueba, la desintegracion no implica la disolucion completa de la
unidad ni de su ingrediente activo. Se define como desintegracién completa al estado en el cual
los residuos de la unidad que permanecen en el tamiz del aparato de prueba o se adhieran a la

superficie inferior del disco, constituyan una masa blanda sin nucleo firme y palpable.
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3. Valoracion por comparacion con un estandar.
a. Procedimiento
Se pesaron 10 capsulas de cada producto y calculd el peso promedio neto. Se vacio el
contenido de las cdpsulas en un mortero y trituré hasta obtener un polvo fino y homogéneo, se

peso en cada caso con exactitud y por triplicado el equivalente a 5 mg de Tacrolimus.

Se transfiri6 cada pesada a matraces volumétricos de 10mL, se disolvié y llevd a volumen

con metanol HPLC. Esta solucidn tiene una concentracidn tedrica de 500ug/mL.

Se inyectd por sextuplicado la solucién A (Tacrolimus 500 pg/mL) y las soluciones

preparadas anteriormente bajo las condiciones cromatograficas descritas en la tabla 1.

2) Calculos

Se determind el porcentaje de Tacrolimus presente en cada capsula con la siguiente

férmula:

%4 Tacrolimus =

Donde:
% Tacrolimus: Tacrolimus presente en cada capsula expresada en %
A wia: Altura (mUA) del pico correspondiente a Tacrolimus en la solucién de prueba

A ger: Altura del (mUA) pico correspondiente a Tacrolimus en la solucién de referencia

c. Especificaciones.

Contiene no menos del 90.0% y no mas del 110.0% de la cantidad de Tacrolimus indicado

en el marbete.
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4. Uniformidad de Contenido
a. Procedimiento

Se tomaron al azar 10 capsulas del producto de referencia y 10 capsulas de cada uno de

los productos de prueba, se determiné el peso neto y se calculd el peso promedio.

Se transfirid el contenido de cada capsula a matraces volumétricos de 10 mL, se disolvié y
se llevo a volumen de aforo con metanol HPLC. Esta solucidn tiene tedricamente 500 pg/mL de

Tacrolimus.

Se inyectd por sextuplicado la solucién A (Tacrolimus 500 pg/mL) y las soluciones

preparadas anteriormente bajo las condiciones cromatograficas descritas en la tabla 1.

b. Calculos

Se determind el porcentaje de Tacrolimus presente en cada capsula con la siguiente

férmula:

Peso Capsula * Valoracicn

T li C la =
mg Tacrolimus/Capsula Peso promedio copsula

c. Especificaciones.

La cantidad de Tacrolimus en cada una de las 10 unidades de dosis debe estar dentro del
rango de 90 — 110 % de la cantidad tedrica indicada en el marbete y el coeficiente de variacién

debe ser menor o igual que el 6.0 %.°
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E. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA PERFIL DE DISOLUCION

Se realizo la validacién para el medicamento de prueba y referencia como se describe a

continuacion:

1. Parametros de validacién del sistema
a. Linealidad

1) Procedimiento

Se transfirié con la micropipeta 1.1, 1.22, 1.66, 1.88, 2.1, 2.32 mL de la solucién B
(Tacrolimus 50 pg/mL) a matraces volumétricos de 10 mL, se llevé a volumen de aforo con
metanol HPLC. Estas soluciones contienen aproximadamente 5.5, 6.1, 8.3, 9.4, 10.5, 11.6 ug/mL de

Tacrolimus, respectivamente

Se inyectaron por duplicado las soluciones, bajo las condiciones cromatograficas descritas

en la tabla 1.

2) Criterios de aceptacién

El coeficiente de regresidon debe ser mayor o igual que 0.99
El error relativo debido a la regresién no mayor que el 2%
b. Precisidn
1) Procedimiento

Con los datos obtenidos en la linealidad del sistema se calculé el factor de respuesta en

base a la siguiente formula y a partir de estos datos se calculd el coeficiente de variacion:

Altura(mUA)
FR =

" Concentracicn (ﬁ}

2) Criterio de aceptacién

El coeficiente de variacion del factor de respuesta debe ser menor o igual al 2 %.
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c. Estabilidad de la muestra
1) Procedimiento

En microtubos eppendorf se depositaron 2 mL de la solucién B (Tacrolimus 50 pg/mL), una
fracciéon se mantuvo a temperatura ambiente en la mesa de trabajo, mientras que la otra se
almacené en refrigeracion a 4 + 2° C durante 24 horas, se inyectaron las muestras al tiempo ceroy

a las 24 horas bajo las condiciones cromatograficas anteriormente descritas.

2) Calculos

Se calculd la diferencia absoluta del porcentaje cuantificado de Tacrolimus al tiempo cero

y a las 24 horas de acuerdo a la siguiente formula:

] ug
|Concrecupesrada rD(E}—Conc. recuperade “EEIH

Yz Desviacion tl = .
%o Cone. recupsrada rD(%}

x 100

Donde:
Conc. Recuperada ty: Concentracién (pg/mL) al tiempo cero
Conc. Recuperada t;: Concentracidn (ug/mL) a la condicidén de almacenamiento

3) Criterio de aceptacion.

La diferencia absoluta del promedio del porcentaje cuantificado en el andlisis inicial y final

debe ser menor o igual a 3%.

d. Influencia del filtro
1) Procedimiento

Se transfirieron a 12 matraces volumétricos de 10 mL, 1.60 mL de solucidn Il (Tacrolimus,
50 pg/mL) y 0.5 mL de la solucién B (Tacrolimus, 50 pg/mL), se llevd a volumen con agua HPLC a
pH 4.5 + 0.05, esta solucion tiene una concentracidn tedrica de 10.5 pg/mL. Se inyectd al equipo
cromatografico, bajo las condiciones establecidas en la tabla 1, la muestra de seis matraces
(muestra sin filtrar) y la muestra de seis matraces se filtré a través de membranas de 0.45 um,

desechando los primeros 4 mL.
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2) Criterio de aceptacion

La diferencia absoluta entre el promedio de por lo menos 6 datos de solucién filtrada y sin

filtrar debe ser igual o menor al 2%.

2. Pardmetros de validacion del método
a. Linealidad
1) Curva de calibracion

Se transfirieron por triplicado a matraces volumétricos de 10 mL, 0.6, 0.72, 1.16, 1.38, 1.6,
1.82 mL de la solucién Il (Tacrolimus, 50 pug/mL) y se adicionaron 0.5 mL de la solucién B
(Tacrolimus, 50 pg/mL), se llevé a volumen con agua a pH 4.5 + 0.05. Estas soluciones contienen
aproximadamente 5.5, 6.1, 8.3, 9.4, 10.5, 11.6 ug/mL de Tacrolimus, respectivamente y se
Inyectaron bajo las condiciones cromatograficas anteriormente descritas.

2) Criterios de aceptacién

Coeficiente de regresion mayor o igual que 0.99.
Error relativo debido a la regresidn no mayor que el 2%.

b. Exactitud
1) Procedimiento

Se calculd el promedio del porcentaje de recuperacion de Tacrolimus a partir de los datos
obtenidos en la linealidad del método.

2) Criterio de aceptacion

El promedio del % recuperado en cada punto debe ser menor a 3% con respecto a la
cantidad nominal.

c. Precision

1) Repetibilidad
a) Procedimiento

Se calculé el coeficiente de variacidon del porcentaje de recuperacién de Tacrolimus a
partir de los datos de linealidad del método.

b) Criterio de aceptacion

El coeficiente de variacién del porcentaje de recobro debe ser menor o igual al 3%.
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2) Reproducibilidad

a) Procedimiento

Se evalud el efecto de dos analistas en dos dias diferentes analizando una muestra

homogénea (10.5 pg/mL) por triplicado y se calculd el porcentaje recuperado.

b) Criterio de aceptacion

El coeficiente de variacidn global del porcentaje recuperado debe ser menor o igual a 3%.

d. Selectividad
El método es selectivo si cumple con los criterios de linealidad, exactitud y precisidn.
F. APLICACION DEL METODO ANALITICO
Tabla 2. Condiciones de disolucién*

Condicién Parametros
Aparato de disolucién Aparato No. 2 (Paletas)
Medio de disolucién Agua pH 4.5+ 0.05
Volumen 900 mL
Velocidad de agitacion 50 rpm
Temperatura 37+0.5°C
Tiempos de muestreo 15, 30, 60, 90, 120 minutos
Volumen de muestra 10 mL
Reposicién de volumen No
Unidades de dosis empleadas 12

*Condiciones modificadas de las condiciones de disolucién propuestas por la FDA”

1.

1)
2)
3)
4)
5)

6)

Perfiles de disolucidn
Procedimiento

Se programo el equipo de disolucidn con los parametros del ensayo del perfil de
disolucion.
Se midieron con una probeta exactamente 900 mL de medio de disolucion, previamente
desgasificado.
Se dejé equilibrar la temperatura de los vasos con el baio de agua del disolutor a 37 +
0.5°C.
Se depositaron las capsulas con su respectivo sinker en los vasos del disolutor, con una
diferencia de 20 segundos entre si.
Se tomaron 10 mL de muestra, la cual fue filtrada usando membrana de 0.45 um, a los
tiempos establecidos para el perfil de disoluciéon (Tabla 2).
En matraces volumétricos de 10 mL, se adicionaron 0.5 mL de solucién Il (Tacrolimus, 50
pg/mL) y se llevéd a volumen de aforo con la muestra de disolucién.
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b. Calculos

Se calculé el porciento disuelto a cada tiempo de muestreo de acuerdo a la siguiente

férmula:
. - o Alicuota _ % Pureza
05 Disuelto = € — Cadicionada m * Vol medio dln Fontidad nomdmal
Donde:
Vol final: 10 mL

Vol medio dIn: Volumen de medio de disolucién restante a cada tiempo del perfil de disolucion
(mL)
% Pureza: Pureza del estandar (%)

Cantidad nominal: Cantidad de Tacrolimus declarada en el marbete (ug)

C: Concentracion real de la muestra (ug/mL)

- —b
f=¥"?
m
Donde:

y: Respuesta (ABC o altura en muA)
b: Ordenada al origen

m: Pendiente

c. Seleccion de tiempos de muestreo

Para seleccionar los tiempos de muestreo del perfil de disolucion se monté un perfil de
disolucién con dos capsulas del producto de referencia (Prograf®) una cdpsula pertenecia al lote al
cual se le hizo el perfil de disolucién, mientras que la otra capsula habia pasado su fecha de
caducidad. Se tomaron muestras a los 5, 10, 15, 30, 60, 90 y 120 min; los tiempos seleccionados

para realizar la prueba fueron: 15, 30, 60, 90, 120 minutos.
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VII.

DIAGRAMA DE FLUJO

Definir el producto en estudio

Revision biblioaréafica

Adquirir el medicamento de referencia (mismo
lote y con vigencia de por lo menos 1 afio
antes de su fecha de caducidad)

Desarrollo de método analitico para la valoracion y perfiles
de disolucion.

A 4

Realizar pruebas de friabilidad, tiempo de desintegracion,
valoracion y uniformidad de contenido.

}

Validar método analitico por la técnica de estandar adicionado. ( >

|

Correr los perfiles de disolucién con 12 unidades del
medicamento de prueba y con 12 unidades del medicamento de
referencia

A

Calcular y graficar los porcentajes disueltos promedio y los de
cada unidad de dosificacion vs. tiempo

A 4

Andlisis estadistico f,

CV< 20% para el primer tiempo

l

No

Calcular:

% Eficiencia de Disolucién
Tiempo Medio de Disolucién
Kg y/o Cinética

Si

Calcular el factor de similitud como indica
la NOM-177-SSA-1998

Factor de similitud entre 50 y 100

Perfiles de disolucién similares por lo
tanto productos intercambiables.
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Continuacion

(1)
N

Parametros Validacion del Sistema

Parametros Validacion del Método

> Reproducibilidad

'

'

'

Linealidad del Sistema

Linealidad del Método

Realizar la curva de calibracion por
duplicado con el siguiente rango de
concentraciones: 5.5, 6.1, 8.3, 9.4, 105 y

11.6 ng/mL

A 4

Tomar alicuotas 1.1, 1.22, 1.66, 1.88,
21 y 232 mL de solucion B
(Tacrolimus 50 pg/mL) y transferirlos
de manera independiente a matraces
volumétricos de 10 mL, llevar al aforo
con H,0 a pH 4.5+ 0.05.

\ 4

Inyectar en el cromatografo por
duplicado cada una de las soluciones.

A 4

Graficar Altura vs. Concentracion

A 4

Coeficiente de regresion (%) < 0.99 y
un error relativo a la regresion no
mavor atle el 2%.

A 4

Precision del sistema

Inyectar por sextuplicado la
concentracion de 10.5 pg/mL

A 4

\ 4

La prueba se lleva a cabo por 2
analistas en 2 dias diferentes.

Realizar la curva de calibracién por
triplicado y de forma independiente con el
siguiente intervalo de concentraciones:
5.5,6.1,8.3,9.4,10.5y 11.6 pg/mL.

A 4

A 4

A seis matraces volumétricos de 10 mL
adicionar 0.5 mL de la solucion B
(Tacrolimus, 50 pg/mL) y transferir 0.6,
0.72, 1.16, 1.38, 1.6 y 1.82 mL de la
solucién Il (Tacrolimus, 50 pg/mL), llevar
a volumen con Agua pH 4.55 £ 0.05

Transferir por triplicado 1.6 mL
de la solucién Il(Tacrolimus, 50
pg/mL) a matraces de 10 mL y
adicionar 0.5 mL de la soluci6n
B (Tacrolimus, 50 ug/mL). Aforar
con H,O a pH 4.5+ 0.05

A 4

Inyectar en el cromatégrafo cada
una de las soluciones

A 4

A 4

Inyectar por duplicado en el cromatdgrafo
cada una de las soluciones anteriores.

El CV global no debe ser
mayor que el 3%

A 4

Coeficiente de regresion (r) < 0.99
y un error relativo a la regresion no
mavor atle el 2%.

Exactitud y Repetibilidad

El CV del factor respuesta no debe ser
mavor aue 1.5%.

A 4

A partir de los datos de la linealidad del método,
calcular la precision y exactitud

Estabilidad

Selectividad

— O
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Continuacion

Fraccionar en dos microtubos
eppendor 2 mL de solucién B
(Tacrolimus, 50 pg/mL)

Preparar solucién A (Tacrolimus,

\ 4

500 pg/mL)

Un microtubo dejarlo sobre la mesa
de trabajo y el segundo mantenerlo
en refrigeracion a 4+2° C durante 24

hrs.
'

Del polvo de tres capsulas, tomar el
equivalente a 5 mg de Tacrolimus de
acuerdo a los datos de valoracion
haciendo el ajuste al 100%. Transferir a
un matraz de 10 mL, aforar con H,O a pH
4.5+0.05. La concentracion final es de 500

Inyectar en el cromatégrafo la soluciéon B
(Tacrolimus, 50 pg/mL) al tiempo cero y
a las 24 h a las condiciones de temperatura
y refrigeracion.

ug/mL.

Seguir el mismo procedimiento para
cada uno de los medicamentos de
prueba y de referencia.

A\ 4

|

Calcular el % recuperado de Tacrolimus
de cada solucién y sacar la diferencia de
cada solucién con respecto a la cantidad
inicial.

Inyectar en el cromatégrafo la fase
movil, la solucién A (Tacrolimus 500
ug/mL) y cada una de las soluciones
preparadas de los medicamentos de
prueba y de referencia a 500 pg/mL

A 4

Cualquier interferencia no debe
producir un error mayor al aceptado
en precision y exactitud es (CV 3%)
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VIIL.

RESULTADOS

A. PRUEBAS DE CONTROL DE CALIDAD.

1.

tablas.

Friabilidad y tiempo de desintegracion.

Los resultados de friabilidad, tiempo de desintegracién se muestran en las siguientes

Tabla 3. Friabilidad

% Friabilidad Especificaciéon

Prograf 0.0224
Framebin 0.0674 Una pérdida maxima de peso
Limustin  0.0337 de no més del 1.0%.”
Tenacrine 0.0345
Tabla 4. Tiempo de desintegracién
Tiempo de Especificacion
desintegracion
Prograf 00:04:20
Framebin  00:02:57 Tiempo al que se constituya
Limustin 00:02:04 una masa blanda sin nucleo
- . . 9,24
Tenacrine  00:05:10 firme y palpable.
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2. Valoracion y uniformidad de contenido.

Los resultados de valoracion y uniformidad de contenido se muestran en lastablas5a7 y

en la grafica 1, donde se presentan los valores promedio de tres determinaciones con sus

respectivos CV.

Tabla 5. Valoracién de los medicamentos de prueba y de referencia

Tacrolimus (500ug/mL)

Prograf Limustin  Framebin Tenacrine
1 100.3506 90.4056 94.1114  52.7754
2 99.3702  90.6992 93.7816  52.4627
3 100.2824 91.8880 94.1525 51.9277
Promedio 100.0010 90.9976 94.0152 52.3886
% CV 0.5474 0.8626 0.2162 0.8183

Especificacion

Contiene no menos del 90.0% y
no mas del 110.0% de
Tacrolimus indicado en el
marbete.

120

100 -

80 -

60 -

% Tacrolimus

20 -

Formulaciones

M Prograf
M Limustin
B Framebin

Tenacrine

Grafica 1. Promedio de la valoracién de Tacrolimus en las diferentes formulaciones.
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Tabla 6. Uniformidad de contenido Prograf y Framebin

Prograf % Framebin %
Peso neto Especificacion
Capsula  Peso neto (g) Tacrolimus (g) Tacrolimus
1 0.1419 100.6822 0.1916 94.2710 La cantidad de
2 0.1410 100.0436 0.1889 92.9426  Tacrolimus en cada
3 0.1421 100.8241 0.1878 92.4013 ::t‘:rade:eeld‘i:: gegz
4 0.1416 100.4693 0.1909 93.9266 oo 110.0 %g i I
5 0.1417 100.5403 0.2005 98.6500 i tebrica
6 0.1403 99.5470 0.1811 89.1048  dicada  en el
7 0.1402 99.4760 0.1972 97.0263  marbete.
8 0.1400 99.3341 0.1954 96.1407 (V< 6.0%
9 0.1416 100.4693 0.1907 93.8282
10 0.1390 98.6246 0.1867 91.8601
Promedio 0.14094 100.0010 0.19108 94.0152  Conforme
% CV 0.7222 0.0292
Tabla 7. Uniformidad de contenido Limustin y Tenacrine
Limustin % Tenacrine %
Cépsula Peso neto (g)  Tacrolimus Peso neto (g) Tacrolimus Especificacion
1 0.1045 89.4147  0.1052 52.8407 La cantidad de
2 0.1071 91.6393  0.1062 53.3430  Tacrolimus  en
3 0.1023 87.5322  0.1019 51.1831  cada unidad de
4 0.1091 93.3506  0.1025 514845  dosis debe estar
5 0.1043 89.2435  0.1047 525895  on ¢l rango de
90.0% a 110.0%
6 0.1086 92.9228  0.1051 527905 4o |a cantidad
7 0.1033 88.3878  0.1032 51.8361  teérica indicada
8 0.1033 88.3879  0.105 52.7402  en el marbete.
9 0.1121 95.9175  0.1061 53.2927  CV<6.0%
10 0.1089 93.1795  0.1031 51.7859
Promedio  0.10635 90.9976  0.1043 52.3889  Limustin:
Conforme
Tenacrine: No
% CV 3.0611 1.4505 conforme
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B. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA PERFIL DE DISOLUCION
1. Parametros de validacion del sistema
a. Linealidad del sistema

En la tabla 8, se muestran las Alturas (mUA) obtenidas en el intervalo de concentracién de
5.5 a 11.6 pg/mL, el coeficiente de determinacion (r?), el error debido a la regresion (Syx)- En la

grafica 2 se muestra la linealidad del Sistema para la cuantificacién de tacrolimus.

Tabla 8. Linealidad del sistema

Concentracion Altura

(ug/ml) (muA)
5.5 7658
7490
6.1 8507
8215
8.3 11614
11334
9.4 13121
13066
10.5 14663
14593
11.6 15974
15541
m 1372.8879
b 53.5938
r’ 0.9982
Sy/x 0.1141
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18000
16000 -
14000 -
12000 -
10000 -
8000
6000 -
4000
2000

Altura (muA)

y=1372.9x+53.547
r2=0.9982
S,4=0.1141

4

6 8
Concentracion (ug/ml)

10 12 14

Grdfica 2. Linealidad del Sistema para Tacrolimus.

b. Precisiéon del sistema

Con los datos obtenidos en la linealidad del sistema se calculd el coeficiente de variacién

del factor respuesta en todos los niveles de concentracion.

Tabla 9. Precision del Sistema

Concentracion Altura Factor de Especificacion
(ug/mL) (mUA) Respuesta
5.5 7658 1392.36364
7490 1361.81818
6.1 8507 1394.59016
8215 1346.72131
8.3 11614 1399.27711 % CV del
11334 1365.54217 Factor de
9.4 13121 1395.85106 Respuesta
13066 1390 menor al 2%
10.5 14663 1396.47619
14593 1389.80952
11.6 15974 1377.06897
15541 1339.74138
Promedio  1379.10497 Conforme
% CV 1.50251881
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En la Grafica 3 se muestra la precisidn del sistema para la cuantificacidon de tacrolimus

1800 +
1700 +
1600 ~
1500 -

1400 - ._'_._-_'_._._._._._
[ @

1300 - ® Precision Sistema (FR

Altura)
1200 -

1100 -
1000 -
900 -

800 . . .
0] 5 10 15

Repeticiones

Promedio

Factor de Respuesta

Grafica 3. Precision del sistema

c. Estabilidad de la solucién estandar.

En la Tabla 10 se muestra el por ciento de Tacrolimus obtenido en el estudio de estabilidad

de la solucion estandar a una concentracién de 50 pg/mL, a las O y 24 horas, a temperatura

ambiente y en refrigeracion (4+2°C).

Tabla 10. Estabilidad de la solucién estandar

Tiempo cero 24 horas
% % Recobro
Recobro Tem. Amb. 4+2°C Especificacion
100.22 89.29 93.20 La diferencia absoluta del
99.30 88.21 98.28 promedio del porcentaje
101.09 91.50 92.57 cuantificado en el analisis
inicial y final debe ser menor
100.25 92.54 97.28 oigual a 2%.
Promedio 100.22 90.38 95.33
No conforme
%Dif. Absoluta 9.81 4.87
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d. Influencia del filtro.

Los resultados de la influencia del filtro de acetato de celulosa de 0.45 um, se muestra en

la siguiente tabla.

Tabla 11. Influencia del filtro

Muestra sin Muestra
filtrar filtrada

Concentracion Conc. Real Conc. real Especificacion

(ug/ml) (ng/ml) (ng/ml)

10.5 10.426 10.404 La diferencia absoluta
10.651 10.591 entre el promedio de por
10.413 10.455 lo menos 6 datos de
10.635 10.556 solucién filtrada y sin filtrar
10.520 10.700 debe ser igual o menor al
10.463 10.632 2%.

Promedio 10.518 10.556

Dif. Absoluta (%) 0.3644

Conforme

2. Parametros de validacién del método

a. Selectividad (Especificidad) del método

Los siguientes cromatogramas (fase movil, solucién de referencia de Tacrolimus a 500

ug/mL, y diferentes soluciones de las formulaciones de tacrolimus a 500 pg/mL) fueron obtenidos

para demostrar la selectividad del método.
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b. Linealidad del método.

La siguiente grafica presenta la relacién proporcional entre la concentracién adicionada y

la concentracién recuperada de Tacrolimus en el rango de concentracién de 5.5 a 11.6 ug/mL.

14

12 -

¥ =0.9996x + 0.0038

Concentracion recuperada (ug/mL)
(03]

6 - r2=0.9995
S,x=0.1104
4 -
2 -
0 T T T T T T 1
0 2 4 6 & 10 12 14

Concentracion adicionada pg/mL.

Grafica 10. Linealidad del Método
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c. Exactitud del método.

En la Tabla 12 se muestran los promedios de los resultados del por ciento de recobro de

cada nivel de concentracion de las curvas preparadas en la linealidad del método.

Tabla 12. Exactitud del método

Concentracién Concentracion % % de Especificaciones
Adicionada Recuperada Recobro diferencia
(ug/ml) pug/ml)
5.5 5.57 101.30 1.30
5.55 100.92 0.92
5.50 99.94 0.06
6.1 6.05 99.19  0.81 El promedio del
6.00 9833  1.67 % recuperado
6.22 101.99 1.9 en cada punto
8.3 8.22 99.19  0.81 es <3.0% con
respecto a |la
8.42 101.45 1.45 cantidad
8.28 99.78  0.22 nominal.
9.4 9.50 101.08 1.08
9.30 98.92 1.08
9.16 97.44 2.56
10.5 10.39 98.95 1.05
10.57 100.68 0.68
10.45 99.51 0.49
11.6 11.67 100.58 0.58
11.56 99.66 0.34
11.79 101.66 1.66
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d. Precision del método
1) Repetibilidad

En la tabla 13 se muestra el coeficiente de variacidn del por ciento de recobro de los

datos obtenidos en la linealidad del método.

Tabla 13. Repetibilidad del método

Concentracion Concentracion %

adicionada recuperada Recobro Especificaciones

(ng/ml) (ng/ml)

5.5 5.57 101.30

5.5 5.55 100.92

5.5 5.50 99.94

6.1 6.05 99.19

6.1 6.00 98.33

6.1 6.22 101.99

8.3 8.22 99.19

8.3 8.42 101.45 El CV del porcentaje de

8.3 8.28 99.78 recuperacion de los
datos de linealidad no

9.4 9.50 101.08 debe ser mayor que el

9.4 9.30 98.92 3%.

9.4 9.16 97.44

10.5 10.39 98.95

10.5 10.57 100.68

10.5 10.45 99.51

11.6 11.67 100.58

11.6 11.56 99.66

11.6 11.79 101.66

Promedio 100.03 Conforme

%CV 1.2512
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2) Reproducibilidad.

Se evaluaron dos eventos aleatorios (analista, dia), analizando un nivel de concentracion

(10.5 pg/mL) por triplicado para probar cada condicion.

Tabla 14. Reproducibilidad

% Tacrolimus

D1 D2 Especificacion
99.00 100.88
Al 101.22 98.92 El coeficiente
99.60 100.36 dle . ‘f”adé”
Promedio 99.94 100.05 globa no
debe ser
101.14 100.01 mayor que el
A2 98.61 99.98 3%
100.46 100.01
Promedio 100.07 100.00
Promedio global 100.02
Conforme
% CV 0.86
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C. PERFILES DE DISOLUCION
1. Seleccién de tiempos de muestreo

La seleccidn de los tiempos de muestreo se realizé evaluando 7 tiempos para determinar

los puntos éptimos que caracterizaran el perfil de disolucidn.

Tabla 15. Seleccién de tiempos de muestreo (con capsulas de Prograf normal y Prograf caducada)

Tiempo % Disuelto

(minutos) Normal Caducada

5 19.52 15.07

10 21.30 15.57

15 37.68 34.56

30 74.18 56.02

60 90.80 85.02

90 96.650 95.888

120 101.057 101.135

100

®
30 @ Prograf normal
[

e —@=—Prograf caducada
g 60
2
X 40

20 | @

0]

0] 50 100 150
Tiempo {min)

Graéfica 11. Perfil de disolucién para seleccién de tiempos de muestreo
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2. Perfiles de disolucion

En las tablas 16 a 19 se presenta el promedio del porciento disuelto en diferentes tiempos

de disolucién y el porciento del coeficiente de variacién en cada punto y la representacion grafica

del promedio del porciento disuelto contra el tiempo para cada formulacién se presenta en las

graficas 12 a 16.

Tabla 16. Promedio de datos de perfil de disolucién Prograf®

Tiempo Promedio (n=12) %CV
15 32.472 15.164
30 64.436 8.163
60 81.386 7.500
90 90.964 6.012
120 100.005 4.818
120
100
aa
2
©
2 60 —8—Prograf
=)
S
40
20
0 T T T T T T 1
20 40 60 aa 100 120 140
Tiempo {min)

Grafica 12. Promedio para la formulacién Prograf®, cada punto representa el promedio de

12 determinaciones + su desviacion estandar.
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Tabla 17. Promedio de datos de perfil de disolucién Framebin®

Tiempo Promedio (n=12) %CV
15 16.0243 25.935
30 30.1200 21.849
60 48.4539 24.281
90 62.2261 18.797
120 71.9473 20.519
100
90
&0
70
S 60
©
2 50
(]
240 =@=Framebin
30
20
10
0 T T T T T T 1
20 40 60 &0 100 120 140

Tiempo {min)

Grafica 13.Promedio para la formulacién Framebin®, cada punto representa el promedio

de 12 determinaciones * su desviacion estandar.
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Tabla 18. Promedio de datos de perfil de disolucién Limustin®

Tiempo Promedio (n=12) %CV

15 20.077 35.331
30 23.364 26.981
60 25.377 23.163
90 28.217 22.513
120 31.077 20.411

100
90
80
70
60
50
40
30

% Disuelto

20
10

== Limustin

o

20 40 60 80 100 120 140

Tiempo {min)

Grafica 14. Promedio para la formulaciéon Limustin®, cada punto representa el promedio

de 12 determinaciones * su desviacion estandar.
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Tabla 19. Promedio de datos de perfil de disolucién Tenacrine®

Tiempo Promedio (n=12) %CV

15 28.473 10.077
30 34.491 7.879
60 39.171 8.438
90 41.235 11.037
120 43.094 11.126

100
90
80
70
60
50

% Disuelto

40
30
20
10

W’k E } =#—Tenacrine

20 40 60 &0 100
Tiempo {min)

120

140

Gréfica 15. Promedio para la formulacién Tenacrine®, cada punto representa el promedio

de 12 determinaciones * su desviacion estandar.
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Las diferencias en el porciento disuelto entre las formulaciones genéricas de Tacrolimus y

el producto de referencia se observan claramente en el siguiente grafico.

% Disuelto

100
80 1 =+ Prograf
60 - —I—F.ramepln
Limustin
40 1 —==—Tenacrine
20
0

Tiempo (min)

Gréfica 16. Perfiles de disolucién promedio de formulaciones de Tacrolimus,

capsulas de 5 mg
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3. Comparacion de perfiles de disolucion

a. Modelos Independientes
1) Tiempo Medio de disolucidn

Tabla 20. Tiempo Medio de Disolucién (min)

Prograf Framebin  Limustin Tenacrine
35.3091 46.0904 46.7412 17.2620
36.1585 47.3791 36.2856 27.2746
31.5055 55.5275 27.6826 32.0788
45.5533 47.3216 35.0705 20.8113
35.7869 55.5894 22.4017 23.8294
36.8572 50.7210 23.2508 26.3459
31.9736 40.8396 21.7651 18.8130
27.0622 36.2044 15.3109 11.5890
29.1000 46.0279 16.7103 20.2229
28.2820 42.6172 21.0704 16.0909
34.2057 42.7104 31.6669 17.9797
33.5178 35.7376 24.6030 14.9312
Promedio (min, n=12) 33.7760 45.5638 26.8799 20.6024
% CV 14.5605 14.1394 33.8219 28.3330

60 -
= 50 -
E
S
5 40 -
=
o W Prograf
E 30 - H Framehin
L W Limustin
°
€ 20 - Tenacrine
2
£
(]
= 10 -

0 _

Formulaciones

Gréfica 17. Tiempo Medio de Disolucidn promedio de 12 determinaciones * su desviacidon

estandar.



2) Eficiencia de Disolucién

Tabla 21. Eficiencia de Disolucion a los 120 min

Prograf Framebin Limustin Tenacrine
70.5758 61.5914 61.0490 85.6150
69.8679 60.5175 69.7620 77.2712
73.7454 53.7270 76.9311 73.2676
62.0389 60.5653 70.7746 82.6573
70.1776 53.6755 81.3319 80.1422
69.2856 57.7325 80.6243 78.0451
73.3553 65.9670 81.8624 84.3225
77.4481 69.8296 87.2409 90.3425
75.7500 61.6434 86.0748 83.1476
76.4317 64.4857 82.4413 86.5909
71.4953 64.4080 73.6109 85.0169
72.0685 70.2187 79.4975 87.5574
Promedio (%, n=12) 71.8533 62.0301 77.6001 82.8313
% CV 5.7037 8.6550 9.7630 5.8727
100 -
90 -
80 - I
70
60 - W Prograf
o )
w i BF b
o 50 ramebin
40 - W Limustin
30 - Tenacrine
20
10
0 |
Formulaciones

Grafica 18. Eficiencia de Disolucidon promedio de 12 determinaciones * su desviacién estandar.
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b. Modelos dependientes (con base fisicoquimica)

1) Cinética de

primer orden

Tabla 22. Constantes de disolucion (Cinética de Orden Uno)

Prograf Framebin Limustin Tenacrine
0,0370 0,0284 0,0272 0,0430
0,0327 0,0138 0,0279 0,0196
0,0268 0,0214 0,0274 0,0407
0,0162 0,0237 0,0170 0,0409
0,0216 0,0406 0,0400 0,0449
0,0366 0,0218 0,0512
0,0352 0,0263 0,0390
0,0297 0,0336 0,0266
0,0341 0,0245
0,0331
0,0213
Promedio 0.0293 0.0262 0.02798 0.0382
% CV 23.8103 31.2026 29.2495 28.9172
0.0600
0.0500 -
0.0400 -
W Prograf
T 0.0300 - B Framebin
M Limustin
0.0200 - Tenacrine
0.0100 -
0.0000 -
Formulaciones

Grafica 19. Constantes de disolucién promedio de 12 determinaciones * su desviacién estandar.
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2) Tiempo al cual se disuelve el 80% de farmaco, siguiendo una cinética de orden uno.

Tabla 23. Tiempo al cual se disuelve el 80%

Prograf Framebin Limustin Tenacrine
43.5446 56.6004 59.0741 37.4169
52.9105 116.4835 57.7008 82.0031
60.0497 75.0546 58.6415 39.5047
99.2294 67.7958 94.7588 39.3375
74.3940 39.6176 40.2623 35.8139
43.9320 73.7198 31.4454
45.7499 61.2519 41.2926
54.2091 47.9486 60.5729
47.2034 65.7962
48.5659
75.5079

Promedio (min,

n=12) 58.6633 67.3090 67.5922 48.1315

% CV 29.9032 34.6721 26.8102 35.6665

100 -

80 A
70 -
60 - W Prograf

M Framebin

W Limustin

Tiempo {min)

30 - Tenacrine

20 -

10 A

Formulaciones

Griéfica 20 Tiempo al cual se disuelve el 80% promedio de 12 determinaciones * su desviacion

estandar.



IX.  ANALISIS DE RESULTADOS

La absorcion de un farmaco desde una forma de dosificacion sélida tras la administracion
oral depende de la liberacién, la disolucién del farmaco bajo condiciones fisioldgicas y la
permeabilidad por el sistema gastrointestinal. Debido a la naturaleza critica de estos primeros dos
pasos, la disolucién in vitro puede ser relevante para la prediccidon del rendimiento in vivo, sila
velocidad de disolucion es lenta o incompleta, el nivel sanguineo alcanzado con este farmaco
resultara bajo e insuficiente para lograr un efecto terapéutico adecuado. En base a la solubilidad y
permeabilidad de los farmacos, se cred el Sistema de Clasificacion de Biofarmacéutica (BCS, por
sus siglas en inglés)'* donde el Tacrolimus es considerado como un medicamento de Clase II, (baja
solubilidad - alta permeabilidad)®, siendo el factor limitante para la absorcion de este farmaco la
disolucién y por ende puede condicionar su biodisponibilidad. El Tacrolimus es un farmaco
inmunosupresor de margen terapéutico estrecho,®® farmacocinética variable (después de la
administracién oral su absorcidn es poca y variable, su biodisponibilidad oral es baja y exhibe gran
variabilidad intra e interdividual de 4 a 89% con una media de ~ 25%)*'. Dado que la
biodisponibilidad depende de una serie de factores tales como: factores de orden fisioldgico y
factores de orden tecnolégico o de la formulacidn y donde los mas importante que los factores
fisioldgicos, por ser previsibles y rectificables, son los factores de orden tecnoldgico y de la
formulacion, los cuales pueden afectar profundamente la disponibilidad biolégica de los farmacos

en una forma farmacéutica.’*?

La alta variabilidad de la respuesta encontrada para este fdrmaco ha sido atribuida a la

2628 Ante estas

diferencia en disolucién encontrada en algunas formulaciones estudiadas
referencias y conociendo que en nuestro pais se encuentran comercialmente al menos cuatro
formulaciones que contienen tacrolimus (Prograf®, Framebin ®, Limustin ® y Tenacrine), en este
estudio se planed estudiar pardmetros in vitro de control de calidad incluyendo el perfil de
disolucién en cuatro formulaciones comerciales de cdpsulas de Tacrolimus de 5 mg, para mostrar

la semejanza o no entre las formulaciones.

Para el desarrollo de este estudio se empled Tacrolimus monohidratado con 99.9% de

pureza como estandar de trabajo y cdpsulas de Tacrolimus de 5 mg, indicadas en la metodologia.
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Dado que no se cuenta con una monografia farmacopéica de Tacrolimus publicada
nacional o internacionalmente las pruebas de friabilidad, tiempo de desintegracion, valoracién y

uniformidad de contenido se consideraron como suficientes pruebas de control de calidad.

En la Tabla 3 y 4 se presentan los resultados obtenidos en las pruebas de friabilidad y
tiempo de desintegracion, respectivamente. En la prueba de friabilidad, todos los lotes analizados
presentaron un porcentaje de pérdida menor al 1.0%, indicando que las capsulas presentaron una

buena resistencia al desgaste durante las etapas de manufactura y manipulacién.

En la prueba de desintegracién se observa que los lotes analizados de Framebin®,
Limustin® y Tenacrine® presentan un tiempo de desintegracién menor al del medicamento de
referencia, no obstante todas estdn conforme a la especificacion establecida. Un farmaco
incorporado en una cdpsula es rapidamente liberado conforme la cdpsula se desintegra esta es
una etapa crucial para las formas de dosificacion inmediata ya que la velocidad de desintegracién

afecta la disolucion y de manera subsecuente la eficacia del medicamento®.

La valoracién del principio activo fue realizada empleando cromatografia liquida de alta
resolucidn con deteccion en la region ultravioleta, considerando las caracteristicas fisicoquimicas
del farmaco y el contenido del mismo en las capsulas. En la Tabla 5 se presentan los resultados
obtenidos de la valoracion empleando para la cuantificacién la técnica de comparacién con un
estandar y en las tablas 6 y 7 uniformidad de dosis de cada lote analizado. La valoracién mostré
que los lotes estudiados de Prograf®, Framebin® y Limustin ® cumplen con el criterio establecido
(100.00+ 0.5474%, 94.01+0.2162% y 90.99+0.8626%, respectivamente) en tanto el lote de
Tenacrine sali6 de especificacion al determinarse solo un 52.38+0.8183% de contenido de
principio activo. Considerando que todo medicamento genérico debe contener el mismo principio
activo y la misma dosis que el medicamento innovador y/o de referencia aunque con diferentes
excipientes, segun la definicién de medicamento genérico®, los resultados obtenidos sugieren que

al menos uno de los productos genéricos evaluado no cumple este precepto.

No obstante que hasta el momento del planteamiento y desarrollo de este estudio no se
encontraba publicada la monografia farmacopéica de Tacrolimus capsulas que diera la pauta para
realizar las pruebas in vitro que llevaran a evaluar la semejanza entre las formulaciones, en la

revisién bibliografica realizada se encontré al menos dos metodologias para realizar la disoluciéon
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628 135 condiciones elegidas para este estudio de comparacién de

de capsulas de Tacrolimus
perfiles de disolucidn estan basadas en la recomendacién de la FDA®, una vez establecidas dichas
condiciones fue necesario validar el método analitico para la cuantificacién de Tacrolimus, por el
método de estandar adicionado dado que no se contaban con los placebos de los medicamentos,
de acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998. Los resultados de la validacidn para el perfil de disolucién
mostraron que el sistema analitico (Tabla 8 y 9) presenta una linealidad en el intervalo de
concentracién de 5.5 a 11.6 pg/mL (Grafica 2) con un coeficiente de correlacién de 0.9982 y un

error relativo a la regresidn menor al 2%, ademas de ser preciso con un CV del factor de respuesta

<2% (Tabla 9, grafica 3).

El método mostro ser lineal también en el rango 5.5 a 11.6 pg/mL (Grafica 10), precisoy
exacto (Tabla 12), asi mismo, los espectros de absorcidon no presentaron interferencias con los
excipientes contenidos en las capsulas analizadas a la longitud de onda de analisis (Figura No. 4 —
9), por lo que se decidid hacer una mezcla de las formulaciones para tomarla como estandar de

trabajo, obteniéndose un recobro del 100% con un coeficiente de variacion menor al 0.6%.

La estabilidad del fadrmaco en solucién se llevé a cabo tras la preparacion de una solucion a
una concentracidon de 50 pug/mL analizada el dia en que se prepard (tiempo cero), se mantuvo en
temperatura ambiente y refrigeracidn, se analizd a las 24 horas y no demostré estabilidad al
comparase con las respuestas del tiempo cero, por lo tanto, el método analitico es valido, siempre
y cuando las muestras se analicen inmediatamente después de ser tomadas en la prueba de

disolucion.

Como parte del desarrollo de la metodologia del perfil de disolucidn, una vez que se validé
el método analitico para la cuantificacién de Tacrolimus se hizo un perfil de disolucién con una
capsula caducada y una del lote por analizar del producto de referencia con mas de cinco
muestreos (como los marcada en el propuesta encontrada) para determinar tiempos de muestreo
gue permitieran observar la fase ascendente, el punto de inflexion y la fase de meseta del perfil de
disolucidn. Los resultados se muestran en la Tabla 15 y en la Grafica 11, en la que se observa una
lenta liberacién del farmaco en los primeros 10 minutos del proceso, para posteriormente
presentarse una la fase ascendente rapida con un punto de inflexién entre los 30 y 60 minutos

para alcanzar la maxima disolucidon posterior a los 60 minutos. Con base a estos resultados se
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establecié finalmente que los tiempos de muestreo para realizar los perfiles de disolucién serian:

15, 30, 60, 90 y 120 min.

A pesar de que el criterio establecido en la NOM-177-5SA1-1998%de presentar una
variacién menor al 5% respecto al contenido del medicamento innovador, se evaluaron los perfiles
de disolucién para todos los productos analizados, en las Tablas 16 a 19 se presentan los

promedios de los resultados de los perfiles de disolucidn de los diferentes lotes analizados.

Las desviaciones estandar encontradas en cada punto determinado del por ciento disuelto
de cada lote analizado son homogéneos, lo que indica que la formulacién estd controlada desde el
proceso de fabricacidon hasta el perfil de disolucién. La Grafica 15 muestra el promedio de los
perfiles de disolucion de los diferentes lotes analizados con su respectiva desviacién estandar,
Prograf a los 60 minutos alcanza el 80% disuelto y el 100% a los 120 minutos, Framebin® muestra
una fase ascendente de disolucién al igual que Prograf®, sin embargo, la maxima disolucion
encontrada a los 120 min es de 62%, las formulaciones de Limustin® y Tenacrine estdn
demostrando una fase ascendente de liberacién no tan marcada como el producto innovador ya
que la disolucion no va mas alla del 31 y 43% respectivamente, lo que indica que a pesar de tener
controlado el proceso de fabricacidn no es lo suficientemente bueno como para liberar el farmaco,
los datos fueron analizados por un de Analisis de Varianza de un factor al azar tomando en cuenta
los resultados de Tiempo Medio de Disolucién (Tabla 20), Eficiencia de Disolucién (Tabla 21),
Constante de disolucidn (Tabla 22), y Tiempo al cual se disuelve el 80% de principio activo (Tabla
23) con una significancia del 5%, los resultados mostraron que hay elementos suficientes para
asegurar que existen diferencias apreciables en los TMD y %ED de las formulaciones evaluadas.
Usando una prueba de diferencia de medias (Prueba de Tukey) se pudo establecer cual o cudles

parejas de medias son diferente (Ver Anexo).

Los genéricos de Tacrolimus pueden cumplir en términos de friabilidad y desintegracion,
Framebin® y Limustin® cumplen el criterio de valoracién mientras que Tenacrine no y ninguno de
los lotes de medicamentos genéricos analizados bajo las condiciones de prueba propuestas son
comparables al medicamento de referencia ya que presentaron marcadas diferencias en el perfil
de disolucién, este comportamiento no contradice lo presentado en estudio previo realizado bajo

. « . . .7 . . s . 2
diferentes condiciones de disolucidn al analizar diferentes marcas de cépsulas de Tacrolimus®.
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X.  CONCLUSIONES

Se desarrollé y validé un método analitico por estandar adicionado para la cuantificacién
de Tacrolimus, capsulas de 5 mg, para un estudio comparativo de perfiles de disolucién de cuatro
marcas comerciales, empleando como medio de disoluciéon Agua a pH 4.5 = 0.05 a 50 rpm y

haciendo un andlisis estadistico para comparar los perfiles de disolucion.

Las formas farmacéuticas son preparados complejos, constituidos por uno o mas principios
activos y substancias inertes (excipientes), que cumplen diversos objetivos dentro de la
formulacion. Estas combinaciones de excipientes, y fdrmacos, conjuntamente con las tecnologias
empleadas para la obtencién de las formas farmacéuticas sdlidas, contribuyen a que la liberacidn
de los principios activos o farmacos, a veces no sea tan rapida o completa como se desearia para
obtener una buena respuesta farmacolégica, esta propiedad ha dado origen a otro concepto: la
biodisponibilidad, que es aquella caracteristica relacionada con la velocidad y magnitud de la
absorcién de un principio activo que alcanza la circulacién sistémica. Sin duda, la propiedad mas
importante de una forma farmacéutica la constituye su capacidad para liberar su principio activo
en el organismo, de modo que éste pueda ser absorbido en dptimas condiciones y llegar, por este

mecanismo, al sitio de accion.

Realizar estudios de biodisponibilidad para garantizar la calidad de un producto
farmacéutico resulta un proceso costoso y largo. Para este objetivo y basado en las caracteristicas
de disolucidon de los farmacos en las formas farmacéuticas sélidas (capsulas, comprimidos, etc.) se
han desarrollado métodos "in vitro" de control de calidad biofarmacéutico, que correlacionan muy
bien con las caracteristicas de absorcion de farmacos en el hombre, bajo condiciones
determinadas. Mediante estos métodos, se puede evaluar en forma rapida las caracteristicas de
disolucion de los principios activos a través de la velocidad a la cual se disuelven éstos desde una
forma farmacéutica sdlida, lo cual nos permite predecir, con cierta exactitud, las caracteristicas de
absorcién de estos principios, garantizando en forma mas o menos rapida, la calidad de cada lote
de fabricacidon en la industria farmacéutica. Si bien, en un comienzo los estudios de disolucion
fueron concebidos como una herramienta para asegurar la calidad de un producto y la
uniformidad de los diferentes lotes de fabricacidn, hoy dia tienen un nuevo significado, el cual es
el de ser capaz de demostrar que la velocidad de disolucién es una herramienta que nos permite

asegurar la bioequivalencia entre medicamentos genéricos.
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Xil. ANEXO

A. ANALISIS DE VARIANZA D E UN FACTOR AL AZAR

1. Modelo
Yij=pu+ ] —w+ 1] —u))

Se tienen dos fuentes de variacién: las repeticiones del Tiempo Medio de Disolucién
(TMD), Eficiencia de disolucion (ED), la Constante de Disolucion (kd), evaluados
independientemente vy el error residual.

2. Hipbtesis

Ho: No hay efecto de las formulacién en el promedio de las diferentes evaluaciones hechas o no
hay diferencia significativa entre los promedio de las evaluaciones realizadas.

Ho: u Prograf = 4 Framebin = p Limustin = p Tenacrine

Ha: Hay efecto de las formulaciones en el promedio de las evaluaciones realizadas o hay diferencia
significativa entre los promedios de las evaluaciones realizadas.

Ha: Al menos un par de medias es diferente.

Tabla 24. ANADEVA de un factor al azar para Tiempo Medio de Disolucion

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados  Estadistico
Variacion Libertad cuadrados Medios de contraste
Formulaciones 4-1=3 4114,866 1371,622 Fealc 30.077
(Tratamientos)

Error 48-4=44 2006,589 45,604 Fooss3as 2.812
Total 48-1=47 6121,455 Decision:

Como F,c > Fiap, HO se rechaza.

Tabla 25. ANADEVA de un factor al azar para Eficiencia de Disolucion

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados  Estadistico
Variacion libertad Cuadrados medios de contraste
Formulaciones 3 2857,546 952,515 Fealc 30.077
(Tratamientos)

Error 44 1393,464 31,67 Fosssas 2.812
Total 47 4251,01 Decisidn:

Como Fgc > Fian, HO se rechaza.
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Tabla 26. ANADEVA de un factor al azar para Constantes de Disolucion

Fuente de Grados de Sumade Cuadrados Estadistico
Variacion libertad cuadrados medios de contraste
Formulaciones 3 0,000539 0,00018 Fealc 2.444
(Tratamientos)
Error 29 0,00213 0,0000735  Fpos329 2.934
Total 32 0,00267 Decision:

Como Fgyc < Fiap, HO se acepta

Tabla 27. ANADEVA de un factor al azar para el Tiempo al cual se diuelve el 80%

Fuente de Grados de Suma de Cuadrados  Estadistico
Variacién Libertad Cuadrados medios de contraste
Formulaciones 3 1650,6440 550,2150 Fealc 1.465
(Tratamientos)

Error 29 10893,1050 375,6240 Foos320 2.934
Total 32 12543,7490 Decision:

Como Fyc < Fiap, HO se acepta

3. Conclusidn

Con una significancia del 5% hay elementos suficientes para asegurar que existen
diferencias apreciables en el Tiempo Medio de Disolucidn y la Eficiencia de Disolucidon de las
formulaciones evaluadas.

4. Diferencia Honesta Significativa de Tukey

Con base en el resultado de la prueba realizada se define cudl o cuales parejas de medias
son diferentes. Usando un nivel de significancia del 5%, se comparan las diferentes parejas de
medias de Tiempo Medio de Disolucidn y Eficiencia de Disolucién con la Diferencia Significativa de
Tukey, calculada en forma probabilistica utilizando un nivel de significancia del 5%, k=4
(Formulaciones), grados de libertad del error de 44 y los datos de la tabla de ANADEVA de un
factor al azar.
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Tabla 28. Diferencia Significativa de Tukey para Tiempo Medio de Disolucién

Comparaciones por factor

Comparacion Diferencia de Medias k q P<0,050
Framebin vs. Tenacrine 24,961 4 12,804 Si
Framebin vs. Limustin 18,684 4 9,584 Si
Prograf vs. Framebin 11,788 4 6,047 Si
Prograf vs. Tenacrine 13,174 4 6,758 Si
Prograf vs. Limustin 6,896 4 3,537 No
Limustin vs. Tenacrine 6,278 4 3,22 No

Tabla 29. Diferencia Significativa de Tukey para Eficiencia de Disolucidn

Comparaciones por factor

Diferencia
Comparacion de Medias k q P<0,050
Tenacrine vs. Framebin 20,801 4 12,804 Si
Prograf vs.Tenacrine 10,978 4 6,758 Si
Limustin vs. Framebin 15,57 4 9,584 Si
Prograf vs. Framebin 9,823 4 6,047 Si
Prograf vs. Limustin 5,747 4 3,537 No
Tenacrine vs. Limustin 5,231 4 3,22 No
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