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RESUMEN

Los estudios de bioequivalencia permiten demostrar si un principio activo tiene
el mismo desempefio farmacocinético en el medicamento genérico como en el
innovador o de referencia establecido por la autoridad sanitaria del pais.

La clorfenamina maleato, es el primer farmaco seleccionado por el Instituto de
Salud Publica (ISP) para optar a bioexencién en Chile, ya que por su alta solubilidad y
baja permeabilidad clasifica en el grupo 3 del Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica
(SCB), lo que le permite establecer bioequivalencia a través de ensayos in vitro en los
medios de disolucién determinados por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS).

En esta investigacion se efectdo un estudio preliminar de bioequivalencia in
vitro de clorfenamina maleato en comprimidos de 4 mg, de 4 laboratorios nacionales.

Se realizaron los controles de calidad de las formas farmacéuticas solidas, los
cuales estuvieron dentro de los rangos aceptados por The United States Pharmacopeia
30 (USP30).

Se validé la metodologia a utilizar tanto en la valoracibn como en la cinética de
disolucién de los comprimidos a evaluar. La validacion se realiz6 de acuerdo a los
criterios estipulados en la USP 30.

La valoracion de los productos de los distintos laboratorios a analizar se realiz6
segun lo sefialado en la USP30, cuantificando los comprimidos a través de
espectrofotometria UV a 265 nm. La validacion de la metodologia estuvo dentro de los
limites aceptados, cumpliendo asi con las exigencias que establece la USP30.

Los perfiles de disolucién fueron cuantificadas a través de la técnica de
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC). Estos perfiles se compararon a través
de un método estadistico modelo independiente, factor de diferencia (f;)y de similitud
(f»), y a través de un programa estadistico ANOVA, los cuales revelaron que las curvas
de disolucion son distintas entre los productos del laboratorio de referencia y los
laboratorios analizados, ya que f; y f, estuvieron fuera de los rangos establecidos en
ambos medios estudiados. Sin embargo, para los efectos de demostrar

bioequivalencia, estas diferencias no serian relevantes, ya que el proceso de disolucion



desde la forma farmacéutica es muy rapida, en un tiempo menor al necesario para que
se produzca el vaciamiento gastrico, lo que no afectaria el proceso de absorcion.

Este es un estudio preliminar que sentd las bases y resolvio las dificultades
para acometer en un futuro un estudio segun lo establece la norma chilena, que
estipula que el andlisis debe hacerse sobre 3 lotes de fabricacion del producto en

estudio.



ABSTRACT

Preliminary bioequivalence studies “in vitro” of generic tablets of Clorfenamina maleato
commercialized in Chile.

Studies on bioequivalence allow demonstrating whether an active principle
presents the same pharmacokinetic performance in generic medicine as in the
reference one or the innovative, established by the sanitary authority of the country.

Clorfenamina maleato is the first drug chosen by Public Health Institute (Instituto
de Salud Publica- ISP) in order to qualify for bioexemption in Chile, due to its high
quality for being diluted and low permeability make it feasible to belong to group 3 of the
Biopharmaceutical Classification System which, at the same time, enables it to
establish bioequivalence through in vitro experiments according to the means of
dissolution stated by the WHO (World Health Organisation).

A preliminary study of bioequivalence in vitro was carried out in this investigation
on clorfenamina maleato 4 mg. tablets, from four different national laboratories.

The controls of quality of the solid pharmaceutical forms were made which were
within the ranks accepted by The United States Pharmacopeia 30 (USP30).

The methodology was validated to use as in the assay as in the kinetic one of
dissolution of tablets to evaluate. The validation was made according to the stipulated
criteria in technical guide G-BIOF 02.

Measurements of the different laboratories analysed was carried out according
to the USP 30, quantifying the drugs through spectrophotometry UV at 265 nm.

The validation of the methodology was within the accepted limits, thus fulfilling
with the exigencies that ICH Q2B establishes and of technical guide G-BIOF 02.

Dissolution profiles were quantified by high resolution liquid chromatography
(HPLC). These profiles were compared through an independent statistical model
method, difference factor (f;) and similarity (f,) and through ANOVA which revealed that
the dissolution curves are different between the analyzed products of the reference
laboratory and laboratories, since f; and f, were outside the ranks established in both

studied means. However, this differences wouldn't be important to demostrate



bioequivalence because the dissolution of the pharmaceutical form it happens in a
minor time than the gastric voidance wich doesn’t affect the absortion.

This is a preliminary study that laid the foundations and solved the difficulties in
order to undertake a study in the future according to the Chilean standard, that

stipulates that the analysis has to be done in 3 lots of manufacture.



1 INTRODUCCION

Los medicamentos desempefian un papel importante tanto en la salud de las
personas como en la economia de los paises.

En la actualidad se encuentran disponibles gran nimero de medicamentos, los
cuales son distribuidos por variados fabricantes, importadores y distribuidores. Sin
embargo, las leyes y reglamentos para su autorizacion y control son con frecuencia
incompletos, lo que afecta el alcance de los objetivos contenidos en las politicas de
salud®.

El aumento en los precios de miles de productos de uso diario, hace que la
poblacion busque los mejores beneficios a los menores costos. Dentro de estos
productos, se incluyen los medicamentos, donde los precios mas econdémicos
frecuentemente se encuentran en los llamados medicamentos genéricos. La venta de
estos medicamentos superan el 39,38% en Chile?, por lo tanto, el que estos productos
cumplan con las normas de calidad y de bioequivalencia establecidas, es fundamental
para proteger la salud de la poblacion.

En Chile, existen especialidades farmacéuticas autorizadas por los organismos
regulatorios sin estudios que demuestren que pueden ser intercambiados en la practica
clinica, sin riesgo para los pacientes. Los medicamentos que se expenden en nuestro
pais, por lo tanto, son similares en su denominacién genérica, pero sin pruebas que
demuestren su equivalencia terapéutica o bioequivalencia con el innovador, el cual es
la primera especialidad farmacéutica que obtiene la autorizacion para comercializarse,
comunmente como producto patentado.

La reglamentacion vigente define al “medicamento genérico” como aquel que se
distribuye o expende rotulado con el nombre genérico del principio activo, o sea, sin
una marca o nombre comercial® Por lo tanto, el Instituto de Salud Publica (ISP) no
registra medicamentos geneéricos intercambiables con el innovador.

La gran cantidad de productos que son equivalentes farmacéuticos, es decir,

gue contienen los mismos principios activos 0 sus sales o ésteres, en idéntica cantidad

1



y via de administracion, hace imprescindible la evaluacion de cada uno de ellos con el
objetivo de que la intercambiabilidad entre ellos sea segura y cumplan con los mismos
estandares de calidad, eficacia y seguridad que el producto de referencia o innovador®.

Para establecer intercambiabilidad se exige el cumplimiento de las Buenas
Practicas de Manufactura (BPM), especificaciones de calidad y equivalencia
terapéutica®.

Para demostrar equivalencia terapéutica se realizan en forma comparativa
estudios de biodisponibilidad, estudios farmacodinamicos y estudios clinicos in vivo.
Gracias a los avances cientificos y tecnoldgicos en el area de la biofarmacia, estos
estudios han podido ser reemplazados para determinados medicamentos, por estudios
comparativos de cinéticas de disolucién in vitro®.

Los estudios de bioequivalencia permiten demostrar si un principio activo tiene
el mismo desempefio farmacocinético en un medicamento genérico como en el
innovador, para asi considerarlos intercambiables y garantizar su eficacia clinica.

Hay que considerar, que los estudios de bioequivalencia no se utilizan
solamente para los farmacos genéricos, sino que también por los laboratorios
investigadores cuando se realizan modificaciones a la formulacion. Ademaés,
constituyen la base para la autorizacion de la comercializacién de los farmacos
genéricos.

La demostracion de la equivalencia terapéutica de los productos farmacéuticos
sin necesidad de efectuar estudios comparativos in vivo, es lo que se conoce como
bioexencidn, la que constituye una prueba in vitro y cuyos fundamentos tedricos se

encuentran en el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB)*.



La SCB es un marco cientifico de referencia que clasifica los principios activos
basandose en su solubilidad en agua y permeabilidad intestinal®. Este considera tres
factores principales que gobiernan la velocidad y el grado de absorcion de los
principios activos desde la forma farmacéutica solida de dosificacion inmediata o

convencional que son®:

e Disolucién
e Solubilidad

e Permeabilidad intestinal

Asi los principios activos se clasifican de la siguiente manera:

o Clase 1: Farmacos de I solubilidad - I permeabilidad
o Clase 2: Farmacos de l’ solubilidad - Ipermeabilidad
e Clase 3: Farmacos de Isolubilidad - lpermeabilidad

o Clase 4: Farmacos de l solubilidad - lpermeabilidad

Las condiciones para optar a bioexencion de estudios in vivo son las
siguientes®:
e Alta solubilidad
e Alta permeabilidad
e Disolucion rapida y similar al producto innovador
e Farmacos con un margen terapéutico no estrecho

e Formulaciones no disefiadas para ser absorbidas en la cavidad oral

Si el medicamento cumple con estas condiciones (Clase 1), puede optar a la
bioexencion, realizandose pruebas de disolucion in vitro que daran cuenta si es 0 no

bioequivalente con el innovador.



En el afio 2006, la OMS extendié la bioexencién a los productos formulados con
principios activos de la Clase 3 que tengan una muy rapida disolucion, entiéndase a lo
menos 85 % disuelto en 15 min, en los 3 medios de disolucion establecidos (pHs: 1,2;
4,5y 6,8).

El objetivo de este trabajo consisti6 en la determinacién preliminar de
equivalencia terapéutica in vitro de un medicamento de alto consumo en la poblacién
como es la clorfenamina maleato, ya que mas de 300 millones de personas en el
mundo sufren de asma y alergias respiratorias®, siendo este uno de los tratamientos
mas tradicionales para estas patologias tanto por su rapida accion y bajos costos.

La clorfenamina maleato o clorfeniramina es un derivado de la propilamina,
farmaco de primera generacion que compite con la histamina por los receptores H;
presentes en las células efectoras, por consiguiente, evitan pero no revierten las
respuestas mediadas sélo por la histamina. Antagoniza bien el aumento de la
permeabilidad capilar, el prurito, la broncoconstriccibn y la contraccion intestinal
cuando son producidos estrictamente por la histamina. Las acciones antimuscarinicas
producen un efecto secante en la mucosa oral. Atraviesa la barrera hematoencefélica y
produce sedacion debida a la ocupacion de receptores H; cerebrales, que estan
implicados en el control de los estados de vigilia®.

Se absorbe bien tras la administracion oral o parenteral. Su unién a las
proteinas es de 72%. Se metaboliza principalmente en el higado, su vida media es de
13 a 20 horas, la duracién de la accién es de 4 a 6 horas y se elimina por via renal®.

La clorfenamina posee un pk, de 9,13 a 25°C, ademas consta de cualidades
como ser altamente soluble (160 g/L) y tener una baja permeabilidad lo que la clasifica

segln la SCB en medicamento Clase 3°.
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FIGURA 1: Molécula de clorfenamina maleato

En el mercado chileno se encuentran una gran variedad de medicamentos
similares, entre los cuales existen ocho productos que se comercializan con el nombre
del principio activo —clorfenamina-. Para este estudio, se eligieron 3 laboratorios
nacionales mas el laboratorio del producto de referencia el cual fue designado por el
ISP en mayo del 2008".



2 HIPOTESIS

Se esperaria que la existencia de una variedad de productos genéricos de
clorfenamina maleato fueran equivalentes terapéuticos, y de cuyas cinéticas de
disolucién se obtuvieran valores de factor de similitud y de diferencia dentro de los

parametros reglamentados por la horma chilena.



3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Evaluar en forma preliminar la bioequivalencia in vitro de comprimidos

genéricos de clorfenamina maleato comercializados en Chile.

3.2 Objetivos especificos

e Evaluar los parametros analiticos que permitan validar el espectrofotémetro UV-
VIS y HPLC utilizados en el estudio

e Evaluar las caracteristicas fisico-quimicas de comprimidos genéricos y de

referencia de clorfenamina maleato de 4 mg.

e Evaluar los perfiles de disolucion de comprimidos genéricos de clorfenamina
maleato de 4 mg de cuatro laboratorios nacionales comercializados en el

mercado nacional.

e Establecer en forma preliminar la equivalencia terapéutica in vitro entre los
productos evaluados y el producto de referencia a través de un modelo método

independiente, factor de diferencia (f;) y similitud (f,).



4 MATERIALES

4.1 Equipos
e Bidestilador

e Balanza analitica DENWER Instrument
e Durémetro ERWEKA, modelo TBTIS
e Equipo de Disolucion PHARMA TEST, modelo PTWSIII
e pHmetro, modelo PHSJ-3F
e Equipo de filtracion al vacio Millipore, modelo XX5522050, N° de serie 0295
e Espectrofotometro Milton Roy Spectronic, modelo Genesys 5
e Estufa Memmert (20 a 220°C)
e Equipo HPLC, compuesto por:
o Bomba Merck Hitachi, modelo L-6200
o Detector UV-Vis Merck Hitachi, modelo L-4250
o Interface Merck Hitachi, modelo D-6000A
o Muestreador Merck Hitachi, modelo LaChrom L-7250
o Software para integracion HMS version 4.0
Columna C8 Merck Purospher® STAR RP-8 5um 4,6 x 250 mm

4.2 Reactivos

Estandar secundario clorfenamina maleato
o N°de analisis: SEC-0013
o Potencia: 99,08%
o Vencimiento: Noviembre 2008

e Solucién Titrisol® NaOH 0,5N (Merck)

e Hexano p.a. (Merck)

e Acido clorhidrico concentrado 10N p.a. (Merck)
e Acetronitrilo grado HPLC (Merck)

e Fosfato monobésico de potasio p.a. (Merck)



4.3

Hidroxido de sodio en lentejas p.a. (Merck)
Acido acético glaciar p.a. (Merck)

Acetato de sodio p.a. (Winkler)

Agua bidestilada

Agua desaireada

Solucién de lavado Extran® al 2% (Merck)

Material de uso general

Material de vidrio clase A de uso comun en laboratorio

Papel filtro Advantec, grado n°5A, tamafio 0,9cm

Filtros membrana GV (Durapore) EM PVDF; 0,22um de poro, 13 mm de
didmetro, hidrofilica, blanca, lisa, 100/CX. Millipore

Porta filtro Sweenex ® Millipore

Jeringas plasticas de 10 mL

Cubetas de cuarzo, cualidad 2, tipo 1, material Q, de 1 cm.



5

METODOLOGIA

5.1 Validacién de la metodologia analitica

La validaciébn es una instancia fundamental para asegurar que los analisis

obtenidos sean fiables. La USP30 establece los parametros analiticos a validar segin

el procedimiento a realizar, de esta forma se encuentran 4 categorias®:

Categoria I:

componentes principales de farmacos a granel o ingredientes activos.

los procedimientos analiticos para la cuantificacibn de los

e Categoria ll: los procedimientos analiticos para determinacién de impurezas
e Categoria lll: los procedimientos analiticos para determinacion de
caracteristicas de desempefio
e Categoria IV: los procedimientos analiticos de identificacion.
TABLA 1: Caracteristicas de desempefio analitico
Categorialll
. Categoria Prueba Prueba Categoria Categoria
Caracteristicas
| limite limite i v
cuantitativa cualitativa
| Exactitud || Si H Si H * H * H No ‘
| Precision || Si H Si H Si H Si H No ‘
| Especificidad || Si H Si H Si H * H Si |
| Limite Deteccién || No H No H Si H * H No l
Limite
Cuantificacion No No No " No
| Linealidad || Si H Si H No H * H No ‘
Si * No

| Intervalo ||

Si H *

*  Pueden referirse de acuerdo a la naturaleza de la prueba analitica

En consecuencia, se realizaron los siguientes pardmetros analiticos:




5.1.1 Exactitud

Corresponde a la cercania entre el valor obtenido en el andlisis y el valor
considerado como verdadero®. Matematicamente se expresa como porcentaje de
recuperacion y constituye un indicio de errores sistematicos segun la siguiente

formula’®:

X
R =—x100
K

donde:
R= porcentaje de recuperacion

(1= valor aceptado como verdadero
X= Valor medio obtenido

La exactitud se realiza utilizando un minimo de 9 determinaciones, por ejemplo
3 concentraciones por triplicado, en el rango especifico de trabajo™.
Criterio: una recuperaciéon del 95-105% es aceptable, donde el coeficiente de

variacion debera ser < 2%"!

5.1.2 Especificidad
Es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de
aguellos componentes cuya existencia resulta previsible. Se realizara a través de

HPLC comparando una muestra estandar con una muestra de los productos a analizar.

5.1.3 Precision

Denota el grado de concordancia entre una serie de mediciones obtenidas a
partir de multiples determinaciones de una misma muestra homogénea, se expresa
usualmente como la varianza, desviacion estandar o coeficiente de variacion (CV %).
En este estudio, se obtiene la repetibilidad que es una expresion de la precisiéon bajo
las mismas condiciones de operacion en un corto periodo de tiempo, determinando asi
la precision intraensayo®. La repetitividad puede ser evaluada usando un minimo de 6
determinaciones al 100% de la concentracion de trabajo o determinando 3

concentraciones por triplicado™.



Criterio: el coeficiente de variacién no debera ser mayor al 2%

5.1.4 Linealidad

Corresponde a la capacidad de un método de entregar resultados linealmente
proporcionales a la concentracion del analito a medir, a lo largo del rango del
procedimiento analitico a validar®. Se determina directamente de analito, por la dilucién
de una solucién estandar, a través de la regresion lineal entre la concentracion de las
muestras y las lecturas correspondientes, utilizando como parametro el coeficiente de
correlacion (r). Para establecer linealidad se recomiendan como minimo 5
concentraciones del estandar'.

Criterios: el coeficiente de determinacién (r) no debe ser menor a 0,98 y el

factor respuesta con coeficiente de variacién menor al 5% **

5.2 Controles de calidad de los comprimidos de clorfenamina maleato

e Caracteristicas de los comprimidos de los 4 laboratorios a analizar.

¢ Dimensiones: se determina altura y diametro a los comprimidos utilizando para
ello un pie de metro. Se evalian 10 comprimidos al azar de cada laboratorio.

e Dureza: en forma individual se determina la dureza de 10 comprimidos
escogidos al azar de cada laboratorio, utilizando para ello un durémetro.

e Peso: se evalla el peso de 20 comprimidos de clorfenamina de cada
laboratorio, en una balanza analitica. Como criterio de aceptacién se admite un
coeficiente de variacibn menor al 10%, para comprimidos con una posologia
menor a 130 mg*.

e Uniformidad de contenido: se desarrolla de acuerdo a la metodologia indicada
en la USP 30%. Se define como el grado de uniformidad en el contenido del
farmaco entre las unidades de dosificacion. Se basa en la valoracion del
contenido individual de un farmaco en un nimero de unidades de dosificacion
para determinar si el contenido individual se encuentra dentro de los limites
fijados®. Para determinar el valor de aceptacién (AV) se utiliza la siguiente
formula:

AV= (M-X) +k*s



donde:

M: valor de referencia el cual toma valores segun el X.
Si X <98,5%, M=98,5
Si ¥ >101,5%, M=101,5
Si X esta entre 98,5y 101,5%, M=X

X. promedio de los contenidos individuales expresados como porcentaje
de la cantidad evaluada.

k: constante de aceptabilidad, la cual toma valor de 2,4 cuando n=10,
siendo n el numero de muestra.

s: desviacién estandar.

Como criterio de aceptacion AV < 15

Valoracién: este procedimiento se realiza segun lo indicado en la USP 30, la
cual tiene como exigencia que los comprimidos no deben contener menos de
un 90% ni méas de un 110% de lo declarado por el laboratorio®. En este ensayo
se pesaron y pulverizaron 20 comprimidos de cada laboratorio a analizar. De
esta mezcla se pesé el equivalente a 4 mg de clorfenamina maleato y fueron
transferidos a un embudo de separacion. Se agregaron 20 mL de HCI 0,01N y
se agité por 5 minutos. Luego se agregaron 20 mL de hexano, se agit6 y filtro el
acido llevandolo a un segundo embudo de separacion. A la fase organica se le
agregan 2 porciones de 10 mL de HCI 0,01N. Se filtra la fase acuosa, llevandola
al segundo embudo, desechando la fase organica. Al segundo embudo se le
agrega 10 mL de NaOH al 10% y 50 mL de hexano. Se agita y transfiere la fase
acuosa a un tercer embudo de separacion que contenia 50 mL hexano.
Nuevamente se agita y se desecha la fase acuosa. Se lava cada porcion de
hexano con 20 mL de agua bidestilada, desechando esta Ultima. Se extrajeron
las 2 soluciones de hexano con dos porciones de 20 mL de HCI 0,01N y una
porcibn de 5 mL de HCI 0,01 N, extrayendo el primer embudo y luego el
segundo, combinandose los extractos &cidos en un matraz volumétrico de 50

mL, diluyéndose a volumen para luego ser mezclados. Se toman 10 mL de la



muestra, se diluyen en 25 mL de HCI 0,01 N y se mide en un espectrofotémetro
UV a 265 nm usando como blanco el acido diluido®. Se realiza una curva de
calibracion con estandar de clorfenamina maleato, la cual se somete a los
mismos procedimientos que las muestras de los comprimidos valorados.

Criterio de aceptacion segun USP30, los comprimidos no deben contener

menos del 90% y no mas del 110% de lo declarado®.

5.3 Cinética de disolucion

Se realizaron cinéticas de disolucion a 12 comprimidos de cada uno de los
laboratorios analizados, conforme a lo sefialado en la norma®*. Este estudio se realizd
en un equipo de disolucibn Pharma Test Type PTW S lll, de seis vasos. Las

condiciones experimentales para evaluar la disolucién in vitro se sefialan en la Tabla 2:

TABLA 2: Condiciones experimentales para evaluar disolucion in vitro segin USP 30°

Método Aparato 2 de la USP

Velocidad de rotacion 50 rpm

) ) ) Solucién 0,1N de HCI
Medios de disolucidn y )
Solucién tampén acetato de pH 4,5

Volumen 900 mL

Temperatura 37 +0,5°C

Volumen de la muestra 10 mL

Cuantificacion HPLC con deteccion UV a 230 nm

Antes de comenzar con el estudio de disolucion, se deben tomar en cuesta las
siguientes variables:

e Desaireacion de agua: este procedimiento se realiza mediante la ebullicién

sostenida del agua por 30 minutos y posterior enfriamiento en frascos

tapados herméticamente. Este paso es fundamental ya que las burbujas en

el medio de disolucion podrian afectar el pH de la solucién, el tipo de flujo y




la tension superficial del medio, ademés podria afectar la humectacion de
los comprimidos alterando los resultados finales del ensayo de disolucion.

e Preparacion de los medios de disolucion®

o Medio HCI 0,1N: se mide con pipeta volumétrica 20 mL de HCI
concentrado y se lleva a 2000 mL?®

o Medio tampon acetato pH 4,5: pesar 22 g de acetato de sodio,
disolver con agua desaireada, agregar 12 mL de acido acético glacial
y llevar a 4 litros. La solucién resultante debera tener un pH de
4,5+0.05.

e Inspeccién del aparato de disolucion: se verifican tanto los vasos y las
paletas del equipo de disolucibn comprobando que estos cumplan con los
requerimientos de la USP 307, la cual estipula que la distancia entre el fondo
interno del vaso y el aspa debe ser de 25+2 mm. La temperatura que debe
mantener el medio al interior de los vasos es de 37+0,5°C.

Una vez estabilizadas las condiciones del equipo y el medio de disolucion, se
procede a agregar una unidad de dosificaciobn por vaso, con el espacio de tiempo
necesario para, posteriormente, tomar las muestras dentro del tiempo establecido. La
muestra debe ser obtenida desde una zona intermedia entre la superficie del medio de
disolucién y la parte superior del aspa rotatoria, que no esté a menos de 1 cm de la
pared del vaso®.

Previo al ensayo de disolucioén, se realizé un screening de un comprimido de
cada laboratorio para obtener los tiempos Optimos de muestreo, cumpliendo a lo
menos con los puntos establecidos en la norma®. Inmediatamente después de la
obtencion de la muestra se repuso el mismo volumen con el medio de disolucion, a la
misma temperatura de trabajo (37°C). Tanto la toma de muestra, como la reposicion de
medio en estudio, se realizan con pipeta volumétrica de 10 mL

Cada muestra obtenida, se filtra con previa ambientacion tanto del filtro como
del embudo con aproximadamente 2 mL de la misma muestra. Las muestras se filtran
nuevamente a través de filtros membrana GV (Durapore) y luego son llevadas a viales
ambar para ser cuantificadas por HPLC. Se analizan por triplicado a un flujo de 1,2

mL/min, con un tiempo de andlisis de 7 minutos, a una longitud de onda de 230nm.



Soluciones
Buffer fosfato: para la preparacion se deben disolver 13,6 g de fosfato
monobdésico de potasio en 2000 mL de agua y ajustar con una

solucion de hidroxido de potasio al 45% (p/p) a pH 5,0 + 0,18

Sistema cromatografico

Fase movil: Buffer fosfato y acetonitrilo en una proporcién 96/4 (mezcla
filtrada por filtros diametro 0,22 pm®).

Fase estacionaria: Columna C8

Flujo de la fase movil: 1,2 mL/minuto.

Detector: 230 nm

Volumen de inyeccion: 400 uL de las soluciones a analizar

Los resultados fueron expresados como porcentaje disuelto sobre lo declarado.

Para establecer bioequivalencia se recopilaran los datos de los perfiles de
disolucién de los comprimidos a analizar, comparandolos a través de un método
modelo independiente, factor de diferencia (f;) y de similitud (f,).

El f; refleja la diferencia acumulativa entre las curvas de disolucién (producto

referencia y de prueba) en todos los puntos de tiempo; se calcula mediante la siguiente

formula;

fl= [i(ﬁ't— Et}/iﬁ'r%x 100
=1 =1



El f, es una medida de la similitud del proceso de disolucién, es una funcion
reciproca de la transformacion de la raiz cuadrada media, de la suma de las distancias

cuadradas en todos los puntos; se calcula mediante la siguiente formula:

- -5
f2 =50 x log{ |1 +% xZ(Rt— Er}fl x 100
t=1
donde:
n: namero de tiempos de muestra
Re porcentaje promedio de lo disuelto del producto de referencia al tiempo t
E: porcentaje promedio de lo disuelto del producto en estudio al tiempo t

Como criterio de aceptacion para establecer bioequivalencia, f; debera ser <15y
f, > 50.
Ademas se obtienen los ordenes cinéticos de los perfiles de disolucion,

graficando los porcentajes disueltos y los logaritmos de los porcentajes no disueltos en
funcién del tiempo.



6 RESULTADOS

6.1 Validacién de la metodologia

6.1.1 Exactitud
Se determinaron 3 concentraciones de estandar de clorfenamina maleato C1,

C2, C3 (80, 100, 120%) cada una de ellas fue realizada por triplicado,
leyéndose cada una de estas 3 veces, los resultados son expresados en el
anexo 2. Se obtuvieron los porcentajes de recuperacion de cada determinacién
obteniéndose un coeficiente de variacién dentro de los rangos establecidos.

La exactitud se realizo para las tres metodologias ocupadas en el estudio.
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FIGURA 2: Porcentaje de recuperacion de 3 concentraciones, en las tres metodologias
ocupadas en el estudio



6.1.2 Precision

Se realizaron 9 determinaciones de una concentracidn cercana al 100% de

estadndar de clorfenamina maleato, cuyos resultados se presentan en la

siguiente tabla.

TABLA 3: Precision de las metodologias ocupadas

| Espectrofotometria UV |

|Conc (mg/ml) HAbs |

| 0,016 || 0,347 |
| 0016 035
| 0,016 || 0,346 |
| 0,016 || 0,347 |
| 0,016 || 0,345 |
| 0,016 | 0,347 |
| 0,016 | 0,345 |
| 0,016 0,345 |
| 0,016 | 0,347 |
|Prom H 0,347|
sD | o002
oV | 0459

HPLC HPLC 0,1 N |

Conc (mg/ml) H Area |

|

|

| 330E-03| 675005
| 330E-03| 679.562]
| 330E-03| 687.474]
| 330E-03| 680524
| 330E-03| 682243
| 3,30E-03| 688.665 |
| 33003 683.023]
| 33003 684801
| 330E-03| 676353
| Prom | e81.971]
D | 464736 |
LoV | 0,68 |

HPLC pH 4,5 |

Conc (mg/ml) H Area ‘

|

|

| 330E-03| 327.370|
| 330E-03| 316.079|
| 330E-03| 327.262
| 330E-03| 321.966 |
| 330E-03| 318.256 |
| 3,30E-03| 320.884|
| 330E-03| 322442
| 33003 318.660]
| 33003 322285]
| Prom | 321689
sD | 383098|
oV I 1,19 |

6.1.3 Especificidad

Es la capacidad de evaluar de manera inequivoca el analito en presencia de

aguellos componentes cuya existencia resulta previsible. Se determiné a través

de HPLC, comparando la muestra contra un estandar, ambos aproximadamente

a una concentracion de 4E-03. Se compararon los tiempos de retencion, la

forma y area de la sefial. Los tiempos de retencion dieron cercanos a 3,3

minutos ambas muestras y las &reas en torno a los 300.000.




6.1.4

Las condiciones del analisis fueron las siguientes:

Fase movil: Buffer fosfato y acetonitrilo en una proporcion 96/4
(mezcla filtrada por filtros diametro 0,22 um®).

Fase estacionaria: Columna C8

Flujo de la fase movil: 1,2 mL/minuto.

Detector: 265 nm

Volumen de inyeccidn: 200 yL de las soluciones a analizar

Se adjunta cromatogramas en el anexo 1,

Linealidad
o Espectrofotometro UV

Se midieron 6 concentraciones distintas de estandar de clorfenamina maleato
por triplicado, cuyas lecturas estuvieron dentro del rango absorbancia 0,2 a 0,8
provenientes de una solucion madre, y las diluciones se confeccionaron con el
objetivo de cubrir todo el rango de trabajo. Tanto la solucién madre como el
medio empleado para las diluciones fue medio acido clorhidrico 0,01N. En la
tabla 4, 5 y 6 se presentan los datos de la linealidad de las distintas
metodologias y en la Figura 3, 4 y 5 se presentan las curvas de calibracion.



TABLA 4: Linealidad de metodologia en espectrofotometro UV

Concentracion | ]
Area promedio SD CV % FR
[mg/mL]
0,0127 H 0,265 H 0,002 H 0,58 ‘ 20,917 ‘
0,0159 H 0,319 H 0,002 H 0,65 ‘ 20,098 ‘
0,0190 H 0,371 H 0,005 H 1,36 ‘ 19,516 ‘
0,0254 H 0,498 H 0,005 H 0,99 ‘ 19,643 ‘
0,0317 H 0,616 H 0,004 H 0,59 ‘ 19,425 ‘
0,0396 H 0,771 H 0,006 H 0,71 ‘ 19,458 ‘
‘ Prom ‘ 19,843 ‘
SD ‘ 0,581 ‘
‘ CV % ‘ 2,93 ‘
Curva Calibracion |
1,000
0,800
s .
§ 0,600 /
S| 0,400
< /
0,200
0,000
0 0,01 0,02 0,03 0,04 0,05

| Concentracion (mg/mL) |

FIGURA 3: Curva de calibracion HCI 0,01N

Los valores de la curva de calibracion arrojaron un r=0,9997 y un r’= 0,9994 con
una ecuacion de la recta de y=18,886x+0,0193 obteniendo un factor respuesta con un
CV menor al 5%, por lo tanto el rango de trabajo se realiz6 entre 0,0127 mg/mL y 0,396
mg/mL.



o HPLC medio HCI 0,1N

Se midieron 8 concentraciones distintas de estandar de clorfenamina maleato
por triplicado. Tanto la solucibn madre como el medio empleado para las

diluciones fue medio HCI 0,1N.

TABLA 5: Linealidad de metodologia en HPLC medio HCI 0,1N

Concentracion

Area promedio CV % FR
[mg/mL]

‘ 6,60E-03 ‘ 1353876 ‘ 3425 ‘ 0,25 ‘ 2,05E+08
‘ 5,77E-03 ‘ 1169625 ‘ 16382 ‘ 1,40 ‘ 2,03E+08
‘ 4,95E-03 ‘ 1007367 ‘ 2236 ‘ 0,22 ‘ 2,04E+08
‘ 4,12E-03 ‘ 846173 ‘ 1962 ‘ 0,23 ‘ 2,05E+08
‘ 2,47E-03 ‘ 542029 ‘ 6379 ‘ 1,18 ‘ 2,19E+08
‘ 1,65E-03 ‘ 363094 ‘ 1255 ‘ 0,35 ‘ 2,20E+08
‘ 8,25E-04 ‘ 182996 ‘ 1286 ‘ 0,70 ‘ 2,22E+08
‘ 4,12E-04 ‘ 90338 ‘ 1672 ‘ 1,85 ‘ 2,19E+08
Prom ‘ 2,12E+08
SD ‘ 8,59E+06

CV % ‘ 4,05




Curvade Calibracion
Medio: HCI0,1 N
pH 1,46

1,5E+06

1,2E+06 /
9,0E+05
@ /
—
~<t 6,0E+05 /
3,0E405 /
0,0E+00

0,0e+00 1,0E-03 2,0E-03 3,0E-03 4,0E-03 5,0E-03 6,0E-03 7,0E-03

|C0ncentracic’m (mg/mL) |

FIGURA 4: Curva de calibracién medio HCI 0,1N

Los valores de la curva de calibracion arrojaron un r=0,9996, y un r’=0,9993 con
una ecuaciéon de la recta de y=200735028x+22059, ademas se obtuvo un factor
respuesta menor al 5%, por lo tanto el rango de concentracion de trabajo es de 6,60E-
03 a 4,12E-04 mg/mL.

o HPLC medio tampén acetato pH 4,5
Se midieron 6 concentraciones distintas de estandar de clorfenamina maleato.
Tanto la solucion madre como el medio empleado para las diluciones fue

tampon acetato pH 4,5.



TABLA 6: Linealidad de la metodologia en HPLC medio tampén acetato pH 4,5

Concentracion ;
Area promedio SD CV % FR
[mg/mL]
‘ 6,60E-03 H 641.400 H 19620 H 3,06 ‘ 9,72E+07 ‘
‘ 5,77E-03 H 544.432 H 11678 H 2,14 ‘ 9,43E+07 ‘
‘ 4,95E-03 H 471.870 H 5822 H 1,23 ‘ 9,54E+07 ‘
‘ 4,12E-03 H 387.379 H 6599 H 1,70 ‘ 9,40E+07 ‘
‘ 2,47E-03 H 255.175 H 3105 H 1,22 ‘ 1,03E+08 ‘
‘ 1,65E-03 H 157.367 H 3105 H 1,97 ‘ 9,54E+07 ‘
‘ 8,25E-04 H 81.958 H 1527 H 1,86 ‘ 9,94E+07 ‘
‘ 4,12E-04 H 42.105 H 3802 H 9,03 ‘ 1,02E+08 ‘
‘ Prom ‘ 9,76E+07 ‘
‘ SD ‘ 3,55E+06 ‘
‘ CV % ‘ 3,64 ‘
Curvade Calibracion
Medio: Tampon acetato pH 4,5
8,0E+05
6,0E+05 _*

Area

4,0E+05

2,0E+05 /

0,0E+00

0,0e+00 1,0E-03 2,0E-03 3,0E-03 4,0E-03 5,0E-03 6,0E-03 7,0E-03

| Concentracion(mg/mL) |

FIGURA 5: Curva de calibracion medio tampoén acetato pH 4,5

Los valores de la curva de calibracién presentaron un r=0,9992, y un r’= 0,9985

con una ecuacion de la recta de y=95042512x+4358, ademas se obtuvo un CV % para



el factor respuesta menor al 5%, por lo tanto se define el rango de trabajo desde 6,60E-
03 a 4,12E-04 mg/mL.

6.2 Caracterizacion de los comprimidos

e Principio activo: clorfenamina maleato

¢ Cantidad declarada por comprimido: 4 mg
Se analizaron 4 laboratorios denominados A, B, C y D, siendo A, el laboratorio
considerado de referencia. Las caracteristicas fisicas de los comprimidos en estudio,

sus numeros de serie y fechas de vencimiento se presentan en la Tabla 10.

TABLA 7: Caracteristicas fisicas de los comprimidos analizados

Laboratorio A B C D
Presentacion Comprimidos Comprimidos Comprimidos Comprimidos
Lote/Serie 5tw2m01 007897 7al27a cm041128
Vencimiento 11.2008 07.2009 01.2011 11.2008

Amarrillos, Blancos, Amarrillos, Amarrillos,
L ranurados, ranurados, ranurados, ranurados,
Descripcion
redondos, redondos, redondos, redondos,
inodoros inodoros inodoros inodoros




6.3 Controles de calidad

6.3.1 Caracteristicas fisicas
Se realizo la determinacion de peso, dureza, y dimensiones de los comprimidos
analizados de los cuatro laboratorios en estudio. Los datos en extenso son expresados

en el anexo 3.

TABLA 8: Promedio de peso, dureza y dimensiones de comprimidos estudiados

‘ Laboratorios H A H B H C ’ D
‘Altura(cm) H 0,297+0,003 H 0,316+0,008 H 0,312+0,006 ’ 0,299+0,009
‘Diémetro (cm) H 0,649+0,002 H 0,730+0,006 H 0,666+0,006 ‘ 0,574+0,004
‘Peso (gr) H 0,100+0,002 H 0,133+0,005 H 0,107+0,006 ‘ 0,075+0,001
Dureza (Kp) 8,68+0,47 3,38+0,38 2,53+0,36 2,80+0,33
| H H H |
Peso
0,160
0,140
0,120
S 0.100 -
§ 0,080 -
[1}]
o 0,060 -
0,040 -
0,020 -
0,000 -
A B c D
Laboratorios

FIGURA 6: Pesos promedios de los comprimidos en estudio



Dureza (Kp)
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FIGURA 7: Dureza promedio de los comprimidos en estudio

Dimensiones
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FIGURA 8: Dimensiones promedios de los comprimidos en estudio



6.3.2 Uniformidad de contenido
Se valoraron 10 comprimidos de los 4 laboratorios en estudio, tal como lo indica
la USP30°. Los valores obtenidos se muestran en la Tabla 9.

TABLA 9: Uniformidad de contenido (% sobre lo declarado) de los comprimidos
ensayados.

[+~ s T e o
N° Uniformidad de Uniformidad de Uniformidad de Uniformidad de
Contenido Contenido Contenido Contenido
1 H 104,19% H 96,25% ‘ 101,22% H 92,61%
2 H 104,86% H 96,75% ‘ 103,04% H 91,29%
3 H 104,36% H 97,58% ‘ 102,54% H 91,95%
4 H 102,87% H 96,58% ‘ 101,05% H 92,28%
5 H 103,53% H 96,25% ‘ 103,37% H 90,79%
6 H 104,03% H 97,74% ‘ 103,86% H 91,78%
7 H 103,86% H 98,24% ‘ 101,38% H 91,12%
8 H 104,36% H 96,42% ‘ 101,55% H 92,78%
9 H 104,69% H 97,24% ‘ 102,71% H 91,29%
10 H 103,20% H 96,09% ‘ 102,37% H 94,43%
Prom H 104,00% H 96,91% ‘ 102,31% H 92,03%
SD H 0,64% H 0,74% ‘ 0,97% H 1,07%
CV % H 0,61 H 0,76 ‘ 0,95 H 1,16
0,03 ‘ 0,02 0,09

AV H -0,01

El valor de aceptaciéon (AV) obtenido fue menor a 15 para todos los

comprimidos evaluados.



6.3.3 Valoracion
Se realiz6 la valoracién de los productos de los 4 laboratorios tal como lo indica
la USP30. Los valores obtenidos se aprecian en al Tabla 10.

TABLA 10: Valoracién de los productos en estudio (% sobre lo declarado)

VALORACION
Laboratorios
Muestra ‘ Contramuestra ‘ Promedio ‘ SD H CV %
‘ A ‘ 103,59% ‘ 103,20% ‘ 103,39% ‘ 0,27% H 0,26
‘ B ‘ 97,41% ‘ 97,52% ‘ 97,47% ‘ 0,08% H 0,08
‘ C ‘ 102,59% ‘ 102,76% ‘ 102,68% ‘ 0,12% H 0,11
‘ D ‘ 92,23% ‘ 92,00% ‘ 92,12% ‘

0,16% H 0,17

Los valores obtenidos se encuentran dentro de los limites establecidos por la

USP30, no menos de 90% ni mas de 110% de lo declarado.



6.4 Cinéticas de disolucion

6.4.1 Perfiles de disolucién medio HCI 0,1N

En la Tabla 11 se presenta el porcentaje promedio de clorfenamina maleato
liberado desde los comprimidos de los laboratorios en estudio. Los resultados se

presentan como porcentaje sobre lo declarado.

TABLA 11: Porcentaje promedio de clorfenamina maleato liberado desde los

comprimidos en estudio.

A B
Tiempo Prom (%) H SD H CV % } Prom (%) ‘ SD H CV %
1,5 H 6,83 H 1,26 H 0,18 ‘ 1,58 ‘ 0,31 H 0,19
2,5 H 16,49 H 2,76 H 0,17 ‘ 9,72 ‘ 1,75 H 0,18
35 H 27,90 H 2,42 H 0,09 ‘ 26,77 ‘ 2,45 H 0,09
5,0 H 54,54 H 2,79 H 0,05 ‘ 46,07 ‘ 3,29 H 0,07
7,0 H 84,01 H 7,04 H 0,08 ‘ 65,19 ‘ 6,21 H 0,10
9,0 H 98,51 H 3,46 H 0,04 ‘ 77,01 ‘ 7,61 H 0,10
12,0 H 101,16 H 1,40 H 0,01 ‘ 91,57 ‘ 4,73 H 0,05
15,0 H 100,63 H 1,62 H 0,02 ‘ 98,52 ‘ 3,32 H 0,03

_ ‘ C ‘ D
Tiempo ‘ Prom (%) H SD H CV % ‘ Prom (%) ‘ SD H CV %
1,5 H 18,37 H 3,04 H 0,17 ‘ 5,01 ‘ 0,88 H 0,18
2,5 H 74,07 H 5,52 H 0,07 ‘ 11,92 ‘ 2,03 H 0,17
3,5 H 86,27 H 4,43 H 0,05 ‘ 17,58 ‘ 1,66 H 0,09
5,0 H 94,89 H 4,13 H 0,04 ‘ 26,36 ‘ 1,79 H 0,07
7,0 H 96,91 H 2,89 H 0,03 ‘ 43,43 ‘ 3,51 H 0,08
9,0 H 99,17 H 1,24 H 0,01 ‘ 50,93 ‘ 4,73 H 0,09
12,0 H 100,34 H 1,58 H 0,02 ‘ 65,94 ‘ 6,17 H 0,09

‘ 77,73 ‘

15,0 H 100,76 H 1,01 H 0,02 5,49 H 0,07




En la siguiente figura se representan los perfiles de disolucion promedio
(expresados en la Tabla 11) de los 4 laboratorios estudiados, con el objetivo de
apreciar las diferencias en cada una de ellos.
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FIGURA 9: Comparacion de perfiles de disolucion promedio en medio HCI 0,1N



6.4.2 Factor de diferencia (f;) y factor de similitud (f;) medio HCI 0,1N
La siguiente figura muestra los porcentajes disueltos a los 15 minutos de los

comprimidos estudiados.
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FIGURA 10: Porcentaje disuelto a los 15 minutos en medio HCI 0,1 N

Se observa que los laboratorios A, B y C poseen una disolucion muy rapida ya
gue se disuelve mas del 85% de lo declarado antes de los 15 minutos, este resultado
hace que el calcular f; y f, no sean necesarios para probar bioequivalencia terapéutica,
solo si esta tendencia se mantiene en el medio fosfato pH 6,8. Sin embargo los
comprimidos del laboratorio D no alcanza una disolucion del 85% a los 15 minutos por

lo que seria necesario el calculo de f; y f,.



TABLA 12: f,y f, para medio HCI 0,1 N

’ Medio HCI 0,1N ‘
Laboratorio

fy | | Aceptacion | ‘ f, | | Aceptacion ‘

| A-B ” 20,64 ” NO H 50,14 || Si |

| A-C H 248,82 H NO H 16,02 || NO |

NO NO ‘

L~ |

46,15 ||

H 27,33

6.4.3 Perfiles de disolucion medio tampo6n acetato pH 4,5

En la Tabla 13 se muestra el porcentaje promedio de clorfenamina maleato

liberado desde los comprimidos de los laboratorios analizados en medio tampoén

acetato pH 4,5. Los resultados se presentan como porcentaje sobre lo declarado.

TABLA 13: Porcentaje promedio de clorfenamina maleato liberado desde los

comprimidos en estudio, en medio tampén acetato pH 4,5.

A B

Tiempo Prom (%) ‘ SD ‘ CV % Prom (%) H SD ‘ CV % }
‘ 0,5 H 15,46 ‘ 3,48 ‘ 0,23 H 5,80 H 1,05 ‘ 0,18 ‘
‘ 15 H 23,79 ‘ 1,68 ‘ 0,07 H 15,54 H 2,86 ‘ 0,18 ‘
‘ 2,5 H 34,13 ‘ 3,14 ‘ 0,09 H 30,16 H 2,85 ‘ 0,09 ‘
‘ 3,5 H 54,57 ‘ 3,79 ‘ 0,07 H 45,11 H 3,88 ‘ 0,09 ‘
‘ 5,0 H 77,99 ‘ 5,24 ‘ 0,07 H 61,18 H 4,11 ‘ 0,07 ‘
‘ 7,0 H 91,17 ‘ 4,01 ‘ 0,04 H 78,65 H 4,74 ‘ 0,06 ‘
‘ 9,0 H 98,08 ‘ 1,99 ‘ 0,02 H 91,39 H 3,25 ‘ 0,04 ‘
‘ 101,63 ‘ 1,49 ‘ 0,01 1,54 ‘ 0,02 ‘

15,0 H

e




Tiempo ‘ ¢ H P

‘ Prom (%) ‘ SD ‘ CV % H Prom (%) H SD ‘ CV %
0,5 H 12,41 ‘ 2,04 ‘ 0,16 H 5,13 H 0,86 ‘ 0,17
15 H 69,77 ‘ 6,89 ‘ 0,10 H 14,63 H 2,72 ‘ 0,19
2,5 H 87,15 ‘ 3,22 ‘ 0,04 H 26,11 H 2,58 ‘ 0,10
35 H 93,46 ‘ 1,89 ‘ 0,02 H 38,90 H 3,72 ‘ 0,10
5,0 H 97,42 ‘ 1,26 ‘ 0,01 H 51,43 H 5,10 ‘ 0,10
7,0 H 100,04 ‘ 1,51 ‘ 0,02 H 63,20 H 471 ‘ 0,07
9,0 H 101,79 ‘ 0,86 ‘ 0,01 H 74,01 H 4,10 ‘ 0,06
15,0 102,84 ‘ 1,10 ‘ 0,01 81,71 2,78 ‘ 0,03

En la Figura 10 se representan los perfiles de disolucion promedio (datos
presentados en la Tabla 13) de los 4 laboratorios analizados, con el objetivo de

apreciar las diferencias en cada una de ellos.
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FIGURA 11: Comparacion de perfiles de disolucion promedio en medio tampén acetato
pH 4,5

6.4.4 Factor de diferencia (f;) y factor de similitud (f;) tamp6n acetato pH 4,5
En al figura 12 se observan los porcentajes disueltos a los 15 minutos de los
comprimidos estudiados.
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FIGURA 12: Porcentaje disuelto a los 15 minutos en medio HCI 0,1 N

Los laboratorios A, B y C poseen una disolucion muy rapida ya que se disuelve
méas del 85% de lo declarado antes de los 15 minutos, lo que hace que el calculo de f,
y f, no sean necesarios para probar bioequivalencia terapéutica en el caso de que la
tendencia de disolucion de mantenga en el otro medio estipulado por la norma. Pero
los comprimidos del laboratorio D no alcanza una disolucién del 85% a los 15 minutos

por lo que seria necesario el calculo de f; y f,.

TABLA 14: f,y f, para medio tampén acetato pH 4,5

‘ Medio tampén acetato pH 4,5

Laboratorio

’ f, || Aceptacién H fa || Aceptacién
A-B H 20,42 || NO H 48,14 || NO

A-C H 134,47 || NO H 18,97 || NO

A-D H 33,25 || NO H 36,23 || NO




6.4.5 Andlisis estadistico de los porcentajes disueltos.

Se realiz6 un andlisis estadistico (ANOVA) efectuado a los porcentajes

disueltos a los 15 minutos en 2 condiciones de pH

TABLA 15: Comparacion de las formulaciones estudiadas en ambos medios

estudiados.

Formulaciones comparadas

Medio HCL 0,1 N

Tampoén acetato pH 4,5

A-B p=0.145 p=0.0014 *
A-C p= 0.9986 p=0.214
A-D p<1x107®* p<1x107°*
C-B p=0.146 p=0.0002 *
C-D p<1x10°* p<1x10?®*
B-D p<1x107°* p<1x10?®*

*. estadisticamente significativo

Se observa una diferencia significativa entre los comprimidos de los laboratorios
estudiados, pero esta diferencia no posee importancia fisioldgica en los comprimidos
de los laboratorios A, B y C, ya que estos poseen una disolucién muy rapida, menor a

15 minutos, ya que este tiempo es inferior al tiempo de vaciamiento gastrico, lo que

hace que estos comprimidos sean bioequivalentes terapéuticos.




7 DISCUSION

En este trabajo se realizd un estudio preliminar de bioequivalencia in vitro entre
4 productos farmacéuticos que contienen clorfenamina maleato, analizando sdélo un
lote de fabricacién de cada producto.

El estudio de la bioequivalencia entre dos formulaciones farmacéuticas alude al
concepto de la intercambiabilidad entre ellas. Los productos genéricos son, de acuerdo
a la Organizacion Mundial de la Salud, "productos farmacéuticos de multiples origenes
intercambiables". Por ello, para fines de intercambiabilidad, una prueba de
bioequivalencia con el producto innovador es indispensable. Nuestro pais cuenta con
un producto de referencia estipulado por la autoridad sanitaria pertinente, laboratorio
denominado A, ya que es el producto con el registro mas antiguo en el mercado
nacional *°.

Varias agencia regulatorias no aceptan hasta el momento que los farmacos de
clase 3 segun la SCB, como es la clorfenamina maleato, puedan optar a una
bioexencién. Sin embargo, la autoridad chilena ha acogido las sugerencias de la OMS
de incluir estos farmacos en estudios de bioexencién, por lo que el medicamento
estudiado en este trabajo, fue el primer farmaco autorizado en Chile para optar a esta
forma de determinacion de equivalencia terapéutica.

Para poder establecer equivalencia terapéutica se debe realizar este estudio en
los 3 medios que establece la norma chilena. Estas condiciones simulan las
condiciones de pH que se espera encontrar desde el estbmago hasta la parte media
del yeyuno, de forma de asegurar que la dosis se encuentra disuelta en una region del
tracto gastrointestinal donde todavia tiene grandes oportunidades de ser absorbida.

Tanto la validacion de las metodologias estudiadas y los controles de calidad
realizados a los comprimidos estudiados estuvieron dentro de los limites fijados por la
USP 30.

Se utiliz6 un método modelo independiente f, y f, para probar la bioequivalencia.
Los resultados arrojaron que, preliminarmente, los perfiles de disolucion de los

comprimidos en estudio no son bioequivalentes con el de referencia.



Ademas, la comparacion de los perfiles de disolucion de los productos
estudiados muestra una diferencia significativa al ser evaluados a través de un sistema
estadistico ANOVA.

A pesar de que los dos métodos ocupados muestran diferencias importantes,
estas no son de relevancia fisiol6gica ya que la disolucién de los comprimidos en los
laboratorios A, B y C es menor al de vaciamiento gastrico, lo que hace que el proceso
de absorcion no este perjudicado.

Es importante sefialar lo ocurrido con los comprimidos del laboratorio C y D. Los
comprimidos del laboratorio C alcanzaron porcentajes de disolucion superiores al 85%
en menos de 4 minutos, este resultado puede deberse a la baja dureza que se observé
al realizar los controles de calidad de los comprimidos. Por el contrario, los
comprimidos del laboratorio D fueron los Unicos que no alcanzaron el 85% en menos
de 15 minutos en los 2 medios estudiados, siendo interesante evaluar su
comportamiento en el medio tampon fosfato pH 6,8. Para realizar un andlisis mas
profundo de las causas que llevaron a estos resultados, seria necesario contar con la
formulacion de los comprimidos.

Las modificaciones recientes de la norma chilena, establecen que debera
ensayarse 3 lotes del producto en estudio y uno del innovador, ademas incluye un
cambio en la velocidad de agitacion del Aparato 2, que originalmente era de 50 rpm, ha
sido aumentada a 75 rpm, lo que podria modificar, eventualmente, en alguna medida
los resultados de este estudio.

Es primordial resaltar el beneficio que tienen los estudios de bioequivalencia
entre productos equivalentes farmacéuticos en la prescripcion con el fin de garantizar
que al intercambiar una formulaciéon genérica por otra, realmente se esté asegurando
una respuesta terapéutica similar, por esta razon, dichos intercambios no sélo se
deben realizar teniendo en cuenta el factor econémico sino también la calidad.

Finalmente, es necesario insistir en la necesidad de evaluar la
bioequivalencia de muchos productos existentes en nuestro pais, a fin de optimizar la

terapia farmacoldgica.



8 CONCLUSIONES

La validacion de la metodologia analitica para la valoracion de los comprimidos
analizados y para la cuantificacion de las cinéticas de disolucion estuvieron dentro de
los méargenes establecidos por la guia técnica G-BIOF 02 y la USP30. Lo que hace que
los datos obtenidos sean fiables.

Los controles de calidad realizados a los comprimidos evaluados, peso, dureza,
dimensiones, valoracién y uniformidad de contenido, estuvieron dentro de los rangos
aceptados, certificando que los comprimidos cumplen con lo declarado.

Los perfiles de disolucion de los comprimidos analizados de los 4 laboratorios
en estudio mostraron un coeficiente de variacion dentro de los rangos estipulados por
la norma chilena, los cuales fueron para los primeros puntos un CV %< 20% y un CV
%< 10% para el resto. Los perfiles de disolucién fueron evaluados de acuerdo a un
método modelo independiente f; y f,. Los resultados obtenidos demostraron en forma
preliminar que los productos de los laboratorios analizados con este método no serian
similares.

Ademads, los perfiles de disolucién revelaron que el farmaco estudiado seria de
una disoluciéon muy rapida, ya que se disuelve mas del 85% en menos de 15 minutos,
en 2 de los 3 medios requeridos por la norma chilena por lo que en forma preliminar,
estos productos serian similares entre si, siendo irrelevante los resultados f; y fj,
excepto el producto del laboratorio D el cual no alcanza una disolucion del 85% a los
15 minutos, posiblemente debido a los excipientes ocupados y a la manufactura del

medicamento.
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ANEXO 1

Cromatograma HPLC estandar de clorfenamina maleato.
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ANEXO 2

TABLA 16: Exactitud de la metodologia en espectrofotometro UV

Conc.
C1 Abs prom SD CV % Interpolada R
| 0,0140 || 0,284 || 0,002 || 0,538 || 0,0140 H 100,15 |
’ 0,0140 || 0,285 || 0,002 || 0,535 || 0,0141 H 100,78 |
‘ 0,0140 || 0,283 || 0,002 || 0,736 || 0,0139 H 99,77 |
| Prom || 0,284 | | Prom H 100,234 |
| SD || 0,001 | | SD H 0,510 |
‘ CV % || 0,47 | | CV % H 0,51 |
c2 Abs prom SD CV % Cone. R
Interpolada
0,0175 0,356 0,003 0,743 0,0178 102,04
| [ I I I I |
| 0,0175 || 0,352 || 0,002 || 0,434 || 0,0176 H 100,93 |
0,0175 0,353 0,002 0,590 0,0177 101,03
| | I I | I |
‘ Prom || 0,354 | | Prom H 101,334 |
‘ SD || 0,002 | | SD H 0,614 |
| CV % || 0,57 | | CV % H 0,61 |
c3 Abs prom SD CV % Cone. R
Interpolada
| 0,0210 || 0,418 || 0,003 || 0,602 || 0,0211 H 100,78 |
0,0210 0,415 0,004 0,913 0,0209 99,85
| | I I l I |
’ 0,0210 || 0,419 || 0,002 || 0,551 || 0,0212 H 101,03 |
’ Prom || 0,417 | | Prom H 100,553 |
‘ SD || 0,002 | | SD H 0,621 |
‘ CV % || 0,59 | | CV % H 0,62 |

TABLA 17: Exactitud y precision de metodologia en HPLC en medio HCI 0,1N




Conc.

c1 Area promedio sD CV % Encontrada R
‘ 5,77E-03 H 1184283 H 12248 H 1,03 5,79E-03 ‘ 100,32 ‘
‘ 5,77E-03 H 1170315 H 11655 H 1,00 5,72E-03 ‘ 99,11 ‘
‘ 5,77E-03 H 1185060 H 6822 H 0,58 5,79E-03 ‘ 100,38 ‘
‘ Prom H 1179886 ‘ Prom ‘ 99,94 ‘
‘ SD H 8298 ‘ SD ‘ 0,72 ‘
‘ CV % H 0,70 ‘ CV % ‘ 0,72 ‘

C2 Area promedio SD CV % cone. R

Encontrada
‘ 3,30E-03 H 679517 H 4103 H 0,60 3,28E-03 ‘ 99,31 ‘
‘ 3,30E-03 H 682232 H 2665 H 0,39 3,29E-03 ‘ 99,72 ‘
‘ 3,30E-03 H 684164 H 6791 H 0,99 3,30E-03 ‘ 100,01 ‘
‘ Prom H 681971 ‘ Prom ‘ 99,68 ‘
‘ SD H 2334 ‘ SD ‘ 0,35 ‘
‘ CV % H 0,34 ‘ CV % ‘ 0,35 ‘
. ) Conc.

C3 Area promedio SD CV % Encontrada R
‘ 1,24E-03 H 273341 H 2550 H 0,93 1,25E-03 ‘ 101,22 ‘
‘ 1,24E-03 H 272000 H 1982 H 0,73 1,25E-03 ‘ 100,68 ‘
‘ 1,24E-03 H 274343 H 951 H 0,35 1,26E-03 ‘ 101,62 ‘
‘ Prom H 273228 ‘ Prom ‘ 101,17 ‘
‘ SD H 1175 ‘ SD ‘ 0,47 ‘
‘ CV % 0,43 CV % ‘ 0,47 ‘

TABLA 18: Exactitud y precision de la metodologia en HPLC en medio tamp6n acetato

pH 4,5



conc

C1 )
‘ 5,77E-03 Area promedio
‘ 5,77E-03 H 560.036 sb
5,77E-03 } 554.593 } 6907 CV %
P
‘ - H 250851 ‘ 9918 H 1,23 Encontrada
SD 55.1 H 5 H
160 350 1,79 5,85E- R
% 618 0,9 57 ‘
. o8 | ! 9E-03 101,30
%] 5.75E-03 | 10031 |
as0e0s a promedio Sb | 100,41 ‘
‘ — H — sD CV % 0,84 ‘
s i c .
‘ 30E-03 H 317.665 ‘ 2992 V% Con o ‘
Prom 323.477 H 1388 H 0,9 Enco ©
2 n
‘ SD H 321 H H e
‘ 689 3352 0,44 3,36E- R
T | | s
| 1,0 | Lo 3,30E-03 101,95
,09 ‘ 3,36E-03 99,95 }
C3 ) Prom 101,81
. ,
1,24E-03 rea promedio CSD 101’24 }
‘ 24503 — SD V % ‘ 1,11 ‘
‘ 1,24E.03 120.761 H 441 v Co o ‘
Prom H 122.569 H 865 H 0,37 Enco "
o o | |
—— — R
% 1.289 ‘ 0,95 1,22E- ‘ 98
1,0 ‘ > “
,06 1,24E-03 ‘ 99.03 ‘
Prom ‘ 100,57 ‘
SD ‘ 99,35 ‘
CV % ‘ 1,10 ‘
‘ 1,10 ‘
|




ANEXO 3
e Dimensiones

Las dimensiones fueron evaluadas en base a 10 comprimidos de cada

laboratorio.
A | ° | c | >
N° Altura D Altura D Altura D Altura D

(cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm) (cm)
‘ 1 H 0,300 ‘ 0,645 ‘ 0,310 ‘ 0,725 ‘ 0,310 H 0,670 ‘ 0,310 ‘ 0,580
‘ 2 H 0,300 ‘ 0,650 ‘ 0,320 ‘ 0,730 ‘ 0,320 H 0,660 ‘ 0,300 ‘ 0,570
‘ 3 H 0,300 ‘ 0,650 ‘ 0,310 ‘ 0,730 ‘ 0,320 H 0,665 ‘ 0,300 ‘ 0,570
‘ 4 H 0,295 ‘ 0,650 ‘ 0,295 ‘ 0,730 ‘ 0,320 H 0,665 ‘ 0,290 ‘ 0,570
‘ 5 H 0,300 ‘ 0,650 ‘ 0,320 ‘ 0,725 ‘ 0,310 H 0,670 ‘ 0,300 ‘ 0,570
‘ 6 H 0,295 ‘ 0,650 ‘ 0,320 ‘ 0,735 ‘ 0,310 H 0,655 ‘ 0,300 ‘ 0,575
‘ 7 H 0,295 ‘ 0,650 ‘ 0,320 ‘ 0,720 ‘ 0,300 H 0,660 ‘ 0,300 ‘ 0,575
‘ 8 H 0,295 ‘ 0,650 ‘ 0,320 ‘ 0,730 ‘ 0,310 H 0,670 ‘ 0,300 ‘ 0,580
‘ 9 H 0,295 ‘ 0,645 ‘ 0,320 ‘ 0,740 ‘ 0,310 H 0,670 ‘ 0,280 ‘ 0,575
‘ 10 H 0,295 ‘ 0,645 ‘ 0,320 ‘ 0,730 ‘ 0,310 H 0,670 ‘ 0,310 ‘ 0,570
‘ Prom H 0,297 ‘ 0,649 ‘ 0,316 ‘ 0,730 ‘ 0,312 H 0,666 ‘ 0,299 ‘ 0,574
‘ SD H 0,003 ‘ 0,002 ‘ 0,008 ‘ 0,006 ‘ 0,006 H 0,006 ‘ 0,009 ‘ 0,004
‘ 0,869 ‘ 0,372 ‘ 2,636 ‘ 0,754 ‘ 2,027 0,827 ‘ 2,928 ‘ 0,718




e Dureza:
Con la ayuda del durometro se midié la dureza a 10 comprimidos
seleccionados al azar, de los 4 laboratorios a analizar.

TABLA 19: Valores de dureza (Kp) de los comprimidos analizados

SD ‘ 0,47 H 0,38 H 0,36 H 0,33

v » 8 ¢ T »° ]
Dureza (Kp) H Dureza (Kp) H Dureza (Kp) H Dureza (Kp) ‘

1 ‘ 8,50 H 3,50 H 2,25 H 3,25 ‘
2 ‘ 9,50 H 3,50 H 2,50 H 2,75 ‘
3 ‘ 8,00 H 3,25 H 2,75 H 2,75 ‘
4 ‘ 8,75 H 3,00 H 2,50 H 3,00 ‘
5 ‘ 8,50 H 3,00 H 2,75 H 2,50 ‘
6 ‘ 9,00 H 3,75 H 3,00 H 3,00 ‘
7 ‘ 8,50 H 3,50 H 2,50 H 3,25 ‘
8 ‘ 8,00 H 2,75 H 2,00 H 2,50 ‘
9 ‘ 9,00 H 3,50 H 2,00 H 2,75 ‘
10 ‘ 9,00 H 4,00 H 3,00 H 2,25 ‘
Prom ‘ 8,68 H 3,38 H 2,53 H 2,80 ‘
|

|

CV % ‘ 5,44 H 11,18 H 14,35 H 11,76




e Peso
Se pesaron 20 comprimidos al azar, de cada laboratorio, en una balanza

analitica.

TABLA 20: Valores de peso y peso promedio de los comprimidos analizados

SD H 0,002 H 0,005 H 0,006 H 0,001

e |+ | ® [ ¢ [ o ]
‘ Peso g H Peso g H Peso g H Peso g ‘
‘ 1 H 0,096 H 0,124 H 0,105 H 0,073 ‘
2 0,099 0,131 0,110 0,074
3 0,098 0,130 0,107 0,075 }
‘ 4 H 0,103 H 0,132 H 0,110 H 0,077 ‘
‘ 5 H 0,100 H 0,137 H 0,117 H 0,074 ‘
‘ 6 H 0,101 H 0,133 H 0,112 H 0,075 ‘
‘ 7 H 0,098 H 0,128 H 0,112 H 0,074 ‘
‘ 8 H 0,100 H 0,134 H 0,111 H 0,072 ‘
‘ 9 H 0,103 H 0,142 H 0,105 H 0,074 ‘
‘ 10 H 0,100 H 0,134 H 0,102 H 0,075 ‘
‘ 11 H 0,097 H 0,142 H 0,108 H 0,075 ‘
‘ 12 H 0,101 H 0,134 H 0,109 H 0,075 ‘
‘ 13 H 0,099 H 0,138 H 0,121 H 0,076 ‘
‘ 14 H 0,099 H 0,128 H 0,097 H 0,074 ‘
‘ 15 H 0,103 H 0,128 H 0,103 H 0,074 ‘
‘ 16 H 0,098 H 0,134 H 0,097 H 0,074 ‘
‘ 17 H 0,099 H 0,131 H 0,104 H 0,075 ‘
‘ 18 H 0,098 H 0,136 H 0,104 H 0,073 ‘
‘ 19 H 0,099 H 0,129 H 0,102 H 0,075 ’
‘ 20 H 0,099 H 0,133 H 0,112 H 0,077 ’
‘ Prom H 0,100 H 0,133 H 0,107 H 0,075 ’
| |
| |

CV % H 1,943 H 3,477 H 5,647 H 1,656




ANEXO 4

o Perfiles de disolucion de los 12 comprimidos analizados de cada
laboratorio en estudio.

> Medio HCI 0,1 N

Las figuras siguientes representan los perfiles de disolucién de 12 comprimidos
individuales, en medio HCI 0,1N, de los laboratorios analizados.

4 N
Perfiles de disoliucion laboratorio A
medioHCI 01N
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FIGURA 13: Perfiles de disolucién laboratorio A HCI 0,1N (12 comprimidos)
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FIGURA 14: Perfiles de disolucién laboratorio B HCI 0,1N (12 comprimidos)
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FIGURA 15: Perfiles de disolucion laboratorio C HCI 0,1N (12 comprimidos)
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Perfiles de disoliucionlaboratorioD
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FIGURA 16: Perfiles de disolucién laboratorio D HCI 0,1N (12 comprimidos)




» Medio tampdn acetato pH 4,5

Las figuras que se presentan a continuacion evidencian los perfiles de
disolucién de 12 comprimidos individuales, en medio tamponado acetato pH 4,5, de los
laboratorios estudiados.
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FIGURA 17: Perfiles de disolucion laboratorio A medio tampon acetato pH 4,5 (12
comprimidos)
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FIGURA 18: Perfiles de disolucién laboratorio B medio tampdn acetato pH 4,5 (12
comprimidos)
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FIGURA 19: Perfiles de disolucion laboratorio C medio tampén acetato pH 4,5 (12
comprimidos)
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FIGURA 20: Perfiles de disolucién laboratorio D medio tamp6n acetato pH 4,5



ABREVIATURAS

Abs: absorbancia

CV %: coeficiente de variacién expresado en porcentaje
Conc: concentracion

FR: factor respuesta

D: diametro

Prom: promedio

SD: desviacion estandar.



