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INTRODUCCION

En el perfil de egreso del Q.F.B. se establece que el egresado debe tener una actitud ética y responsable comprometida con la calidad
de los medicamentos. De tal forma, dicho perfil considera todos los aspectos que conllevan a alcanzar la meta de contar con
medicamentos que cumplan con los requisitos de calidad, eficacia y seguridad. El egresado debe conocer los conceptos fundamentales
y saber aplicar la metodologia empleada en la evaluacién biofarmacéutica de un medicamento.

Por otra parte, en el perfil de egreso se menciona especificamente la participacion del egresado en el desarrollo de estudios
biofarmacéuticos de los medicamentos genéricos del mercado nacional. La calidad de los medicamentos genéricos est sujeta a las
mismas normas Yy regulaciones de fabricacién que las demas especialidades farmacéuticas; mientras que la garantia de eficacia y
seguridad deriva de estudios que aseguren su bioequivalencia con el medicamento innovador o de referencia. Lo anterior implica que
el alumno debe adquirir los conocimientos y las habilidades necesarias para la realizacion de estos estudios. En cuanto al campo
profesional, la evaluacion biofarmacéutica de medicamentos genéricos abre toda una gama de posibilidades de insercién del egresado
en aquellos laboratorios reconocidos y autorizados por la Secretaria de Salud para llevar a cabo dichos estudios.

OBJETO DE TRANSFORMACION
La evaluacion biofarmacéutica de un medicamento.

El objeto de transformacion del médulo es la evaluacion biofarmacéutica de un medicamento, es decir, la evaluacion de su
intercambiabilidad (o equivalencia terapéutica) con el medicamento innovador, mediante la aplicacion de la normatividad nacional y/o
internacional existente. La evaluacién de las caracteristicas de liberacion y absorcion del farmaco a partir del medicamento, comprende
principalmente los estudios de disolucién y los estudios de biodisponibilidad. La realizacién de estos estudios involucra la aplicacion
de la metodologia instrumental necesaria, la validacion de métodos analiticos en fluidos biolégicos y la aplicacion de métodos
estadisticos adecuados para establecer la bioequivalencia de los medicamentos genéricos. Los procedimientos que se siguen en la
realizacion de los estudios y la validacién de los métodos utilizados, deben apegarse a los lineamientos y normas oficiales, nacionales
y/o internacionales, a fin de que puedan ser aceptados como elementos demostrativos de la intercambiabilidad de los medicamentos
genéricos.



PROBLEMA EJE
La calidad biofarmacéutica de los medicamentos.

La eficacia y la seguridad son los principales atributos que le confieren calidad a un medicamento. Se considera a dos medicamentos
que son equivalentes farmacéuticos como equivalentes terapéuticos siempre y cuando la eficacia y la seguridad, después de su
administracion en la misma dosis molar, sean esencialmente las mismas. Esto se determina mediante pruebas farmacodindmicas,
estudios clinicos o bien, mediante estudios biofarmacéuticos (estudios de disolucion in vitro y/o estudios de bioequivalencia).

Las caracteristicas de liberacion del principio activo, a partir de formas farmacéuticas sélidas y/o semisélidas son dependientes de las
caracteristicas del farmaco, de la formulacion y del proceso de manufactura. Tales caracteristicas permiten asegurar la disponibilidad
del farmaco para su absorcion, de tal forma que la evaluacién de éstas, mediante los estudios de disolucidn, constituye un elemento
fundamental de las pruebas de intercambiabilidad. Por otro lado, los estudios in vivo en humanos (bioequivalencia) son la evidencia
definitiva de intercambiabilidad, sin embargo, la validez tanto de los estudios de disolucion, asi como los estudios de
biodisponibilidad, dependen de un protocolo apegado a lineamientos nacionales e internacionales. Los organismos encargados de la
regulacion del registro y aprobacion de los medicamentos son los que establecen dichos lineamientos, por lo que es importante que los
profesionales, interesados en participar en dichos estudios cuenten con los conocimientos y habilidades necesarios para ello. Por lo
anterior, se plantea que el médulo Evaluacién Biofarmacéutica sea el espacio adecuado para analizar, discutir y aplicar la metodologia
que permite demostrar la intercambiabilidad de un medicamento.

El modulo Evaluacién Biofarmacéutica comparte con los demas modulos optativos, el objetivo general de permitir al alumno
profundizar en alguno de los aspectos revisados durante los cursos regulares del plan de estudios y adquirir habilidades en dicho
campo. De esta forma, en el objetivo general del médulo se consideran prioritarios, el dominio de contenidos tedricos, el conocimiento
del marco legal y la adquisicion de habilidades practicas, para lograr la participacion satisfactoria del egresado en la realizacion de los
estudios biofarmacéuticos. A partir de las consideraciones anteriores se propone el siguiente objetivo general:

OBJETIVO GENERAL.
Que al final de la UEA el alumno sea capaz de:

Conocer y aplicar los estudios, métodos y procedimientos que permiten determinar la intercambiabilidad de medicamentos genéricos
respecto al medicamento de referencia, con base en las normas y especificaciones oficiales.



Objetivos Especificos.

Al final de la UEA el alumno seré capaz de:
e Analizar los conceptos fundamentales, los aspectos generales y la importancia de la evaluacion biofarmacéutica de los
medicamentos.
e Comprender los elementos tedricos de los estudios de disolucion y aplicar los métodos experimentales utilizados en estudios in
vitro.
e Comprender los elementos tedricos de los estudios de biodisponibilidad y/o bioequivalencia y aplicar los métodos
experimentales utilizados para realizar la evaluacién biofarmacéutica in vivo.

ATRIBUTOS DEL PERFIL DE EGRESO QUE SE ALCANZARAN AL FINAL DE LA UEA

= Profesional caracterizado por un comportamiento ético y responsable en el ejercicio de la profesion farmacéutica

= Con actitud critica ante los determinantes de tipo econdémico, politico y social de los problemas de salud en México

= Con capacidad de adoptar una perspectiva sustentable en la planeacion de la produccién de medicamentos y otros insumos para la
salud

= Con una solida formacién bésica que le permitira acceder y desenvolverse exitosamente en el campo profesional, en los estudios de
posgrado y la investigacion

= Manejar y eliminar los desechos de los procesos de produccion de la IQF con apego a las normas de seguridad, tratando de reducir
al minimo los riesgos personales y ecoldgicos

= Buscar, manejar e integrar la informacion y utilizar de manera apropiada los lenguajes formales propios de su campo de accion

= Manejar las herramientas estadisticas necesarias en el disefio y evaluacion de procesos en la practica profesional en la IQF

= Participar en estudios biofarmacéuticos de medicamentos

LINEAS DE INVESTIGACION.

Para el desarrollo del proyecto de investigacion correspondiente al modulo Evaluacién Biofarmacéutica se proponen tres grandes
lineas de investigacion que ofrecen posibilidades de formacion para el alumno en los aspectos relacionados con los estudios
biofarmacéuticos:

1.- Desarrollo y validacion de métodos analiticos para ser utilizados en los estudios de disolucion.

2.- Estudios de comparacion de perfiles de disolucién para apoyar la bioexencion de medicamentos genéricos.

3.- Desarrollo y validacién de métodos analiticos en fluidos bioldgicos para ser aplicados en los estudios de bioequivalencia de
medicamentos genéricos.



ESTRUCTURA DEL MODULDO.
El madulo esta dividido en tres unidades:

UNIDAD I. El campo de la Biofarmacia.

Objetivo. Analizar los conceptos fundamentales, los aspectos generales y la importancia de la evaluacion biofarmacéutica de los
medicamentos.

Esta primera unidad pretende ubicar al alumno en el contexto de la evaluacion biofarmacéutica de medicamentos, lo que constituye el
objeto de transformacion del médulo.

UNIDAD I1. Métodos de disolucion para productos farmacéuticos.

Objetivo. Comprender los elementos tedricos, aplicar los métodos practicos y analizar los resultados de la evaluacion biofarmacéutica
in vitro.

En esta unidad, el alumno adquirird los conocimientos y la capacitacion necesarios de la metodologia utilizada para la realizacion de
los estudios in vitro mas representativos, asi como en el analisis e interpretacion de los resultados.

Unidad I11. Estudios de biodisponibilidad y bioequivalencia.

Objetivo. Comprender los elementos teoricos, aplicar los métodos experimentales y analizar los resultados de estudios in vivo
(biodisponibilidad y/o bioequivalencia) de medicamentos.

En esta unidad, el alumno adquirird los conocimientos necesarios para aplicar la Farmacocinética como una herramienta necesaria en
la determinacién de los pardmetros utilizados para evaluar la biodisponibilidad de un farmaco a partir de un medicamento. La
discusién de los requisitos que deben cumplir los estudios in vivo, el disefio y anélisis estadistico de los resultados son aspectos
fundamentales revisados en esta unidad. Desde el punto de vista experimental, se pretende capacitar al alumno en el tratamiento de
muestras bioldgicas y en el andlisis instrumental, asi como en la validacion de los métodos analiticos empleados en los estudios de
biodisponibilidad y/o bioequivalencia.

UBICACION DEL MODULO EN EL PLAN DE ESTUDIOS.
El mddulo Evaluacion Biofarmacéutica es un médulo optativo ubicado en el Gltimo trimestre de la Licenciatura en Q.F.B., de tal forma

que el alumno una vez que conoce los aspectos fundamentales de la evaluacion biofarmaceutica de medicamentos decide adquirir un
mayor conocimiento y capacitacion especifica en la implementacion e interpretacion de los estudios biofarmacéuticos.



CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Semana 1 2 3 4 5 6 7 10 11
Unidades I I i
Seleccién del Elaboracion del Seminario de Presentacion |Presentacion
proyecto protocolo avance escrita oral
Marco Teorico
Investigacion Entrega
Desarrollo experimental del trabajo de investigacion Analisis '”fO”T‘e
resultados trabajo
investigacion
Sesiones
e 5
practicas
Evaluaciones Evaluacion
e 1 2 4
objetivas global

SESIONES EXPERIMENTALES:

A lo largo del moédulo y en forma paralela a la discusion tedrica y al trabajo de investigacion, los alumnos desarrollaran tres modelos
experimentales que les permitirdn comprender y familiarizarse con la metodologia basica para la evaluacién biofarmacéutica. Los
modelos elegidos por su pertinencia con la préctica profesional del egresado, son los siguientes:

1. Validacion del método analitico para el estudio de disolucién de equivalentes farmacéuticos.

2. Estudios comparativos de perfiles de disolucion entre equivalentes farmacéuticos.

3. Desarrollo y validacion parcial de un método bioanalitico para ser utilizado en un estudio de bioequivalencia.
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UNIDAD I. El campo de la Biofarmacia.

Objetivo General de la Unidad: Analizar los conceptos fundamentales, los aspectos generales y la importancia de la evaluacion biofarmacéutica de los medicamentos.

Contenidos Objetivos de proceso Actividades Duracién Bibliografia
en sesiones

1.1. Requisitos de disolucidn, Analizar los requisitos oficiales establecidos en Discusion grupal de lecturas 1 2,4,13, 16, 18, 19,
biodisponibilidad y bioequivalencia para México y otros paises para el registro de seleccionadas y presentacion 21,25
registro de medicamentos innovadores y medicamentos innovadores y genéricos mediante de trabajo escrito sobre
genéricos. estudios biofarmacéuticos, tanto in vitro (estudios revision bibliografica

de disolucion) como in vivo (estudios de actualizada del contenido 1.1.

biodisponibilidad y/o bioequivalencia).

Discutir los aspectos éticos de la préactica

profesional del Q.F.B. en ésta area.
1.2. Sistema de Clasificacion Establecer la relacion entre las caracteristicas de Discusion grupal y 4 3,5,6,,11, 13, 14,
Biofarmaceéutica. Caracteristicas de solubilidad y permeabilidad del farmaco y presentacion de seminarios. 19, 23, 24, 31

solubilidad y permeabilidad de los farmacos.

Implicaciones bioldgicas de las
caracteristicas de disolucion de farmacos en
las distintas formas farmacéuticas.

biodisponibilidad, con el efecto terapéutico.

Conocer y analizar las bases del Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica y su importancia en
la evaluacion de medicamentos.

Analizar la importancia de la evaluacion de las
caracteristicas propias de disolucion de un farmaco
y de la forma farmacéutica en que esta contenido,
mediante estudios del perfil disolucion, y su
relacion con el

comportamiento in vivo (correlacion in vitro-in
Vivo).

Analizar los criterios y requisitos oficiales para
solicitar la exencion de los estudios de
bioequivalencia (bioexencion) con base en los
resultados de disolucion in vitro.

Discusion de articulos
especificos.

Seleccion del farmaco modelo
para el proyecto de
investigacion modular.

10



UNIDAD II. Métodos de disolucion para productos farmacéuticos

Objetivo General de la Unidad: Comprender los elementos tedricos, aplicar los métodos practicos y analizar los resultados de la evaluacién biofarmacéutica in vitro.

Contenidos Obijetivos de proceso Actividades Duracion Bibliografia
en sesiones
. . .l I . . - L 2,3,5,6,7,11, 28,

2.1. Teorias de disolucion. Leyes de difusién | Analizar el proceso de disolucién como un Analisis y discusion grupal de 2 29
de Fick. Ecuacion de Noyes-Whitney. fenédmeno fisicoquimico. la bibliografia seleccionada.
Disolucion intrinseca y disolucion aparente. .

Conocer y aplicar la ecuacion de Noyes-Whitney. Resolucion de problemas.

Analizar los factores que afectan la velocidad de

disolucion. Evaluar la cinética del proceso de

disolucion.

Definir y distinguir los conceptos de disolucién

intrinseca y disolucion aparente.
2.2. Aparatos utilizados en estudios de Conocer la clasificacion y caracteristicas de los Anélisis y discusion grupal de 3 2,3,4,10,
disolucion in vitro. Métodos utilizados en métodos y aparatos oficiales empleados en los los aparatos oficiales y 11,18, 21
estudios de disolucion intrinseca y estudios de disolucidn intrinseca y disolucion métodos de disolucién
disolucidn aparente. Métodos oficiales. aparente. Conocer las ventajas y desventajas de los | existentes.
Calibracion de disolutores. sistemas abiertos y los sistemas cerrados.

Analizar los lineamientos y las recomendaciones

propuestas para realizar estudios de disolucion y la | Andlisis y discusion de las

calificacion y calibracion de equipos. normas y regulaciones

oficiales para realizar estudios
de disolucién.

2.3. Evaluacion de los perfiles de disolucion | Analizar los lineamientos establecidos para el Revisidn, analisis y discusion 10 4,10, 18, 19, 29

como requisito previo a los estudios de
bioequivalencia.

Protocolos para estudios de disolucion
(objetivos, disefio experimental, tiempos de
muestreo, validacion del método analitico,
pruebas y analisis estadistico de resultados,
etc.).

desarrollo de los estudios de comparacion de
perfiles de disolucidn.

Distinguir entre perfil de disolucion y la prueba de
disolucion como requisito de control de calidad.

Conocer los requisitos que debe reunir un
protocolo para evaluar los perfiles de disolucion y
la metodologia empleada para la prueba de
disolucion.

grupal de la normatividad
existente.

Anélisis y discusion de la
bibliografia propuesta.

Analisis del contenido de
principio activo (valoracion) y
de uniformidad de contenido
de los medicamentos
estudiados (genérico y de
referencia).

11




Conocer y analizar los lineamientos establecidos
para la validacion del método analitico a ser
utilizado en el estudio de disolucién del modelo
seleccionado para investigacion.

Aplicar los conocimientos adquiridos para disefiar
un protocolo para un estudio de perfiles de
disolucion. Especificar el procedimiento para la
disposicion de desechos de laboratorio (quimico y
biolégico).

Validar el método analitico que serd utilizado en el
estudio de comparacion de perfiles de disolucion
del medicamento seleccionado para el trabajo de
investigacion.

Realizar un estudio de comparacion de perfiles de
disolucion de medicamentos genéricos, para el
medicamento modelo propuesto, utilizando la
metodologia propuesta en la Farmacopea (FEUM).

Anélisis y discusion de la
bibliografia propuesta.
Resolucion de problemas.

Disefio del protocolo de un
estudio de disolucién sobre un
farmaco modelo.

Validacion del método
analitico para el estudio de
disolucion.

Realizacién de un estudio de
comparacion de perfiles para el
modelo propuesto.

2.4. Métodos estadisticos utilizados para
comparar perfiles de disolucion. Métodos
modelo independiente y dependiente y
métodos basados en ANDEVA.

Analizar la utilidad del calculo del factor de
similitud f2, eficiencia de disolucidn, tiempo medio
de disolucién (parametros modelo independientes)
y cinéticas de disolucion (pardmetros modelo
dependientes) para comparar perfiles de
disolucion.

Aplicar el criterio oficial del calculo del factor de
similitud f2 para analizar los resultados del estudio
de comparacion de perfiles.

Interpretar el resultado experimental obtenido, de
acuerdo a los criterios oficiales.

Andlisis y discusion de la
bibliografia seleccionada.

Resolucién de problemas
especificos.

Aplicacion del célculo del
factor f al andlisis de
resultados tedrico-practicos.

Presentacion del informe de
los resultados del estudio de
comparacion de perfiles de
disolucion.

2,4,18,25,32

12




UNIDAD I11. Estudios de biodisponibilidad y bioequivalencia

Objetivo General de la Unidad: Comprender los elementos tedricos, aplicar los métodos experimentales y analizar los resultados de estudios in vivo (biodisponibilidad y/o
bioequivalencia) de medicamentos.

Contenidos Objetivos de proceso Actividades Duracion Bibliografia
en sesiones
3.1. Definicién y propésito de los Analizar los requisitos de biodisponibilidad y Anélisis y discusion de 1 8,9,13,11
estudios de biodisponibilidad (absoluta y bioequivalencia establecidos por los organismos normas y regulaciones
relativa) y de bioequivalencia. Requisitos gubernamentales nacionales e internacionales oficiales, tanto en México
de biodisponibilidad y bioequivalencia (Secretaria de Salud, FDA, EMA) para el COmo en otros paises, para
para registro de medicamentos nuevos y registro de nuevos medicamentos y la realizacion de los
medicamentos genéricos. Requerimientos medicamentos genéricos. estudios de
oficiales para realizar un estudio de biodisponibilidad y
bioequivalencia en México y en otros bioequivalencia,
paises.
3.2. Importancia clinica de la Analizar la importancia clinica de la Anélisis y discusion grupal de 3 1,3,8,11,13,30
biodisponibilidad y bioequivalencia. La biodisponibilidad de un fa&rmaco y enumerar los la bibliografia seleccionada.
Farmacocinética como herramienta para factores que pueden afectarla.
evaluar la biodisponibilidad.
Establecer la utilidad de la Farmacocinética como Presentacion de seminarios.
herramienta en la evaluacion de la
biodisponibilidad y la bioequivalencia.
Distinguir entre biodisponibilidad absoluta y
biodisponibilidad relativa.
Conocer y describir los distintos métodos que
existen para evaluar la biodisponibilidad y la
bioequivalencia de los medicamentos.
Analizar la importancia de la bioequivalencia para
designar a un medicamento como genérico.
3.3. Modelos farmacocinéticos Conocer los modelos farmacocinéticos Anédlisis de la bibliografia 8 1,57,8,9,
compartimentales. Modelo abierto de un compartimentales mas comunes y analizar el seleccionada y resolucion de 11,12, 22,27
compartimento. Administracion calculo de parametros utilizados en la evaluacion problemas.
intravenosa y administracion de la biodisponibilidad.
extravascular de primer orden. Célculo de
parametros farmacocinéticos a partir de Aplicar los modelos farmacocinéticos
datos en sangre y en orina. Método de compartimentales al calculo de parametros y la
Wagner-Nelson para determinar fraccion resolucion de problemas. Revision del método de
absorbida. Modelo abierto de dos Wagner-Nelson y el método
compartimentos. Administracion Analizar y aplicar los distintos métodos que existen | de Loo- Riegelman para
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intravenosa y administracion
extravascular de primer orden. Calculo de
parametros farmacocinéticos a partir de
datos en sangre y en orina. Método de
Loo-Riegelman para determinar fraccion
absorbida.

para determinar los parametros caracteristicos de
biodisponibilidad y la fraccién absorbida del
farmaco.

Aplicar los modelos estudiados para el ajuste de
datos y seleccionar el modelo farmacocinético mas
adecuado.

determinar la constante de
absorcion y la fraccion de
dosis absorbida. Resolucion
de problemas.

Seleccion del modelo
adecuado a los datos de
problemas teéricos, o datos
publicados.

3.4. Modelos farmacocinéticos no Analizar la teoria de los momentos estadisticos y su | Analisis y discusion grupal de 1,3,57,8,9,
compartimentales. Determinacion del aplicacion en el calculo de la biodisponibilidad. bibliografia seleccionada. 12,17
area bajo la curva y del tiempo medio de L L . .
residenjcia y P Conocer el significado y aplicacién del Tiempo Resolucion de problemas para
' Medio de Residencia y los procedimientos para el el cdlculo de TMD, TMA 'y
célculo del TMD, TMAy TMR. TMR.
3.5. Validacion de métodos bioanaliticos Analizar los lineamientos oficiales para la Andlisis y discusion de 4,20
para determinar farmacos y/o metabolitos validacion de un método analitico en fluidos lineamientos y criterios
en fluidos bioldgicos. bioldgicos. existentes.
Validar un método analitico en sangre u orina, para | Validacion parcial del método
ser utilizado en un estudio de bioequivalencia. analitico.
Andlisis y discusion de
resultados.
I . . . - . T, 1,3,4,
3.6. Disefio y evaluacion de los estudios Describir y enumerar los requisitos que debe cubrir | Andlisis y discusion de la 12.19

de bioequivalencia. Protocolo:
Lineamientos éticos, disefio experimental,
criterios de inclusion y exclusién de
sujetos, tratamiento de muestras
biolégicas, analisis estadistico e
interpretacion de resultados, criterios de
decision de bioequivalencia.

un protocolo de un estudio de bioequivalencia para
un medicamento genérico.

Disefiar un protocolo para la realizacion de un
estudio de bioequivalencia de un medicamento
genérico, de acuerdo a los lineamientos oficiales.

Conocer y analizar los criterios y analisis
estadisticos existentes para interpretar los
resultados de un estudio de bioequivalencia.

bibliografia seleccionada.

Disefio de un protocolo para
un estudio de bioequivalencia.

Revisidn, analisis y discusion
de la bibliografia
seleccionada.
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Validacion de un método analitico para el estudio de disolucion de equivalentes farmacéuticos de acido acetilsalicilico

Introduccién. La validacién de un método analitico 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; esta actividad se justifica por los siguientes aspectos: moral y ética, aseguramiento de calidad, econémica y
regulatoria (1). De acuerdo a los lineamientos establecidos para la realizacion de la comparacién de perfiles de disolucion de medicamentos genéricos en la
Norma oficial Mexicana (NOM-177-SSA1-2013) es necesario validar el método analitico que sera utilizado para realizar el estudio de disolucién (2). Los
pardmetros a evaluar para la validacion del sistema (farmaco) son: linealidad y precision del sistema; y para la validacién del método (medicamento):
especificidad, linealidad, precision y exactitud del método.

Objetivo: Que el alumno evalie estadisticamente la confiabilidad del método espectrofotométrico utilizado en la cuantificacion del acido acetil- salicilico (AAS)
en solucion amortiguadora de acetatos pH 4.5 (0.05 M), para ser aplicado en el estudio de perfiles de disolucién.

Materiales, equipo y reactivos:

Material de vidrio: tubos de ensaye de 13x125, matraces volumétricos de 10 y 25 mL, pipetas volumétricasde 1,2y 5 mL

Una espatula, una gradilla, papel filtro

Estandar de &cido acetilsalicilico 100% pureza (AAS).

Tabletas de 4cido acetilsalicilico (Aspirina® medicamento de referencia) y de un medicamento genérico ambos con dosis de 500 mg.
Espectrofotémetro UV/VIS, con celda de 1cm.

Balanza analitica.

Bafio de ultrasonido.

Procedimiento experimental:

Preparacion de la solucién patron de AAS. Pesar con exactitud aproximadamente 25 mg de AAS y disolver en 2 mL de etanol R.A. Aforar a 25 mL con
solucién amortiguadora de acetato de sodio trihidratado-acido acético 2 N pH 4.5. Esta solucion contiene aproximadamente 1 mg/mL de AAS.

Linealidad del sistema. Preparar 3 curvas de calibracion de AAS con las siguientes concentraciones: 140, 160, 180, 200 y 220 pg/mL, diluyendo alicuotas
adecuadas de la solucion patron de AAS (1 mg/mL) con solucién amortiguadora de acetatos pH 4.5. Determinar la absorbancia de las cinco concentraciones
resultantes a una longitud de onda de 265 nm. Utilizar la solucién amortiguadora de acetatos pH 4.5 como blanco de ajuste. Determinar la linealidad del sistema
graficando la absorbancia vs. la concentracion de cada solucién. Someter los datos al andlisis de regresion lineal y calcular la pendiente (b), el coeficiente de
correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r?). Ademas, probar estadisticamente si la ordenada al origen, a = 0 (con prueba de hipétesis o intervalos de
confianza) y si la regresion es significativa (con andlisis de varianza de la regresion). El coeficiente de correlacion debe ser > 0.99 y el de determinacion > 0.98 y
el error relativo a la regresion no > 2%.

Precision del sistema. Preparar 6 soluciones de AAS en el medio de disolucién, con la concentracion central de la curva (180 pg/mL). Determinar la absorbancia
de las soluciones a una longitud de onda de 265 nm. Utilizar la solucion amortiguadora de acetatos pH 4.5 como blanco de ajuste.

Linealidad del método. Pesar y pulverizar 5 tabletas del producto de referencia (Aspirina). Pesar una cantidad de polvo equivalente a 50 mg de AAS diluir y

aforar a 50 mL con solucién amortiguadora de acetatos pH 4.5. Agitar en un bafio de ultrasonido por 10 min vy filtrar la solucion para eliminar los excipientes
(concentracion 1mg/mL). Del filtrado, tomar alicuotas adecuadas para preparar tres curvas con las mismas concentraciones utilizadas en la linealidad del sistema.
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Medir la absorbancia de las tres curvas a una longitud de onda de 265 nm. Utilizar la solucién amortiguadora de acetatos pH 4.5 como blanco de ajuste.
Determinar la linealidad del método graficando la absorbancia vs. la concentracién de cada solucion. Someter los datos al analisis de regresion lineal y calcular la
pendiente (b), el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r?). Ademas, probar estadisticamente si la ordenada al origen, a = 0 (con prueba
de hipétesis o intervalos de confianza) y si la regresién es significativa (con analisis de varianza de la regresion). El coeficiente de correlacion debe ser > 0.99 y el
error relativo a la regresion no > 5%.

Precision y exactitud del método. Preparar 6 soluciones de AAS en el medio de disolucion, con la concentracién central de la curva (180 pg/mL). Determinar la
absorbancia de las soluciones a una longitud de onda de 265 nm. Utilizar la solucion amortiguadora de acetatos pH 4.5 como blanco de ajuste. De los resultados
obtenidos con las soluciones preparadas para evaluar la linealidad del método, calcular la precision de la concentracion recuperada para cada solucion. Calcular el
promedio y el coeficiente de variacion. La precision se evalia con el CV (< 3%). Con los datos anteriores, calcular el promedio de los datos de cada
concentracion, la exactitud se evalGa calculando la diferencia entre la concentracion obtenida al interpolar los datos y la concentracion nominal de las solucion
analizada (Diferencia < 3%).

Especificidad. Con el pulverizado de las tabletas, tanto del medicamento de referencia como del genérico, se prepararon soluciones de la concentracion central de
la curva (180 pg/mL), asi como una solucidn de referencia de la misma concentracion, preparada por dilucién de la solucion patron.

Una vez filtradas las muestras procedentes de los medicamentos de referencia y de prueba, realizar un barrido en el espectrofotémetro con la solucién estandar y
determinar el maximo y el minimo de absorbancia. Determinar las absorbancia de la solucién estandar y de las soluciones obtenidas a partir de los medicamentos
de referencia y el genérico y establecer las siguientes relaciones:

Aumax Referencia/ Aymax EStandar

Aumax Prueba/ Asmax Estandar

Aumax Prueba/ Asmax Referencia

Aumin Referencia/ Aymin EStandar

Aymin Prueba/ Aymin Estdndar

Aumin Prueba/ Aymin Referencia

El cociente de las relaciones anteriores debe estar entre 0.96 y 1.04 (desviacién equivalente al 4%)..

Influencia del filtro. Preparar 2 soluciones con la concentracién baja y la media de la curva de calibracion en el medio de disolucion. Filtrar por lo menos 6
alicuotas de cada una de las soluciones. Medir la absorbancia de las tres curvas a una longitud de onda de 265 nm. Utilizar la solucién amortiguadora de acetatos
pH 4.5 como blanco de ajuste. La influencia del filtro se determina calculando la diferencia absoluta entre el promedio de los datos de por lo menos 6 muestras de
solucion filtrada y sin filtrar. La diferencia de la absorbancia de las muestras filtradas con respecto a la soluciones sin filtrar debe ser <2%.

Mecanismo de eliminacion de residuos: Los materiales utilizados en el modelo experimental son excipientes inertes, por lo que se pueden desechar de acuerdo
con la ficha de seguridad de los materiales involucrados.

Bibliografia.

1. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 11a. Edicion, Secretaria de Salud. México. 2015.

2. Direccion General de Normas. Norma Oficial Mexicana NOM -177-SSA- 2013. Secretaria de Salud. Publicada en el Diario Oficial de la Federacion.
Septiembre de 2013

3. Del Rivero Ramirez L.M. y cols. Manual de Laboratorio de Biofarmacia. Acido acetilsalicilico. 22. Reimpresion. Facultad de Quimica. UNAM. 2015.
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Sesion No 2. Estudio comparativo de perfiles de disolucidn entre equivalentes farmacéuticos de acido acetilsalicilico (tabletas)

Introduccién: La evaluacion de la disolucién de un principio activo, a partir de una forma farmacéutica sélida, adquiere especial interés cuando la disolucion es
el paso limitante para la absorcion del farmaco; por lo tanto, los métodos de disolucién deben ser disefiados para detectar diferencias entre las caracteristicas de
disolucion y asegurar, en lo posible, una calidad biofarmacéutica adecuada. Esta practica permite evaluar el grado de disolucién del farmaco a determinado
tiempo (valor de Q) y el perfil de disolucion de un producto comercial genérico del mercado nacional, en comparacion con el producto de referencia recomendado
por la COFEPRIS (Aspirina, tabletas 500 mg. Bayer).

Objetivo: Que el alumno realice la prueba de disolucién y compare el perfil de disolucion de un medicamento genérico que contiene acido acetilsalicilico con
respecto al medicamento de referencia Aspirina® (Bayer).

Materiales, equipo y reactivos:

Material de vidrio: tubos de ensaye de 13x125, matraces volumétricos de 10 y 25 mL, pipetas volumétricasde 1,2y 5mL

Una espétula, una gradilla, un termémetro y 12 jeringas de plastico de 5 mL

Estandar de acido acetilsalicilico.

Tabletas de 4cido acetilsalicilico (Aspirina® medicamento de referencia) y de un medicamento genérico ambos con dosis de 500 mg.
Aparato 1 USP (canastillas) de disolucién.

Espectrofotémetro, celdas de 1cm.

Balanza analitica.

Bafio de ultrasonido.

Procedimiento experimental: La metodologia utilizada en esta practica esta basada en la Monografia de Perfiles de Disolucion de acido acetilsalicilico en
tabletas descrita en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (1).

Equipo de disolucion: Aparato 1 USP (canastillas) a 50 rpm. Q no menor del 80 por ciento en 30 min.

Medio de disolucion: 500 mL de solucién amortiguadora de acetato de sodio trihidratado-acido acético 2 N pH 4.5 a 37°C + 0.5°C previamente desgasificado.
Tiempos de muestreo: 5, 10, 20, 30 y 45 min.

Anélisis: determinacion espectrofotométrica a 265 + 2 nm de acuerdo con la prueba de disolucion de Acido Acetilsalicilico tabletas. EI procedimiento consiste en
pasar una alicuota filtrada del medio de disolucion equivalente a 5 mg de &cido acetilsalicilico, a un matraz volumétrico de 25 mL, llevar al aforo con medio de
disolucién y mezclar. Determinar la absorbancia en la region UV de ésta solucion y de una solucién de referencia de concentracién 200 pg/mL de écido
acetilsalicilico. Utilizar solucién amortiguadora de acetato de sodio trihidratado-acido acético 2 N pH 4.5 como blanco de ajuste.

Numero de muestras (tabletas): Realizar el estudio utilizando por lo menos 6 tabletas de cada medicamento. De ser posible, el estudio debe realizarse con 12
tabletas de cada uno. Calcular el valor de Q para cada tableta, el promedio y el % CV. Calcular el porcentaje disuelto a cada tiempo para cada tableta, el promedio
(n=6) y el %CV a cada tiempo. (2)

Mecanismo de eliminacion de residuos: Los materiales utilizados en el modelo experimental son excipientes inertes, por lo que se pueden desechar de acuerdo
con la ficha de seguridad de los materiales involucrados.

Presentacién y discusion de resultados: Los productos cumplen o no la prueba de disolucion (valor de Q).
El perfil de disolucidn del producto evaluado es similar o no al perfil de disolucion del producto de referencia (valor de f5).
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Cuestionario:

1. ;Qué indica y como se determina la cinética de disolucion de un compuesto?
2. Qué diferencias podria esperar en:

a) disolucidn de polvos, tabletas y capsulas.

b) medios de disolucion con diferentes valores de pH.

c) variacion en la temperatura o algun otro factor (velocidad de agitacion).

3. Responda a preguntas que el profesor considere convenientes.

Bibliografia:

1. Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos, 11a. Edicidn, Secretaria de Salud. México. 2015.
2. Direccion General de Normas. Norma Oficial Mexicana NOM —177-SSA- 2013. Secretaria de Salud. Publicada en el Diario Oficial de la Federacion.

Septiembre de 2013
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Sesion No 3. Validacion parcial de un método analitico por CLAR para determinar salicilatos excretados en orina.

Introduccion: La cromatografia de liquidos de alta resolucion es uno de los métodos mas utilizados para la cuantificacion de farmacos y metabolitos en fluidos
biologicos que son utilizados en los estudios de biodisponibilidad y/o bioequivalencia. Previamente a su aplicacion, los métodos deberan ser validados. La
validacion de métodos bioanaliticos incluye todos los procedimientos necesarios para demostrar que un método analitico utilizado para cuantificar un farmaco en
una matriz bioldgica es confiable y reproducible (1, 2). En varias sesiones de laboratorio, se determinara la linealidad, precision y exactitud de un método
analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR), para determinar salicilatos excretados en orina, empleando el anélisis estadistico adecuado. La
validacion parcial del método se llevara a cabo considerando los criterios establecidos para este fin en la NOM-177-SSA1-2013 (2). Los parametros a evaluar
para la validacién del sistema (farmaco) son: linealidad y precision del sistema; y para la validacidn del método (farmaco en la matriz bioldgica): especificidad,
linealidad, precision y exactitud del método. Es necesario tener conocimientos previos sobre pruebas de hipétesis, intervalos de confianza, regresion lineal simple,
analisis de varianza de la regresion y analisis de varianza factorial (3).

Objetivo:
Que el alumno valide de manera parcial un método cromatografico (CLAR) para cuantificar salicilatos excretados en orina.

Material, equipo y reactivos:

Material de vidrio: tubos de ensaye de 13x125, matraces volumétricos de 10 mL, micropipetas de 10-1000 pL y de 1-5 mL
Espatula, gradilla.

Membranas de Nylon de 2.5 cm diametro (0.45 um)

Acido salicilico o salicilato de sodio, estandar o grado reactivo (100 % pureza)

Metanol HPLC, Acetonitrilo HPLC, Agua HPLC

Equipo: Cromatdgrafo de Liquidos con detector UV a una longitud de onda de 254 nm

Columna: Eurospher 11, Knauer Cig 150% 4.6 mm (5 um); 6 Hypersil ODS Cig 100x4.6 mm (5 um).

Bafio de ultrasonido

Equipo de filtracion Millipore

Acrodiscos de Nylon de 0.45 um

Procedimiento experimental:

Preparacion de fase mévil: Mezclar 250 mL de una mezcla de metanol: acetonitrilo (50:50, v/v) con 250 mL de solucién acuosa de acido acético al 1%. Filtrar
por membrana Nylon de 0.45 um y desgasificar en bafio de ultrasonido por 15 min.

Preparacion de fase de lavado: Mezclar 300 mL de metanol con 200 mL de agua. Filtrar por membrana Nylon de 0.45 pm y desgasificar en bafio de ultrasonido
por 15 min.

Preparacion de la solucién patrdn de salicilato de sodio 6 &cido salicilico (AS). Preparar una solucion de salicilato de sodio 6 acido salicilico (AS) de pureza
conocida (100%) en metanol (MeOH) HPLC, para obtener una concentracion final de aproximadamente 1 mg/mL. Guardar la solucién en un frasco ambar con
tap6n de rosca a -4 °C en refrigeracion. Esta solucidn es estable por una semana en refrigeracion.
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Adecuabilidad del Sistema. Preparar una solucion de 10 pug/mL en fase movil, a partir de la solucién patrén de salicilato de sodio 6 acido salicilico (AS) en
metanol. Inyectar 5 veces la misma solucion y anotar el tiempo de retencion (tr) el ancho del pico a la mitad de la altura Wos y el area bajo la curva del pico
obtenida para cada inyeccién. Calcular el promedio y el CV% para estos parametros. EI CV no debe ser mayor al 2%. Calcular el nimero de platos teéricos de la
columna y evaluar la eficiencia de la columna.

Linealidad del Sistema. A partir de la solucion patrén de AS, preparar por los menos 2 curvas de calibracion en fase mévil con los siguientes puntos de
concentracion: 10, 20, 30, 40 y 50 pg/ml Mezclar y filtrar por acrodisco de 0.25 um. Inyectar por duplicado y obtener el area del pico de las soluciones
correspondientes (Area). Graficar el area del pico (medida de respuesta) vs. la concentracion de cada solucion y ajustar los datos por minimos cuadrados a una
regresion lineal: Graficar adecuadamente el area del pico (respuesta) contra la concentracién de salicilato de sodio y someter los datos a regresion lineal. Primero
para cada curva por separado y después con los datos promedio (curva promedio). Calcular los valores del intercepto (a), la pendiente (b), el coeficiente de
correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r?). Ademas, probar estadisticamente si a = 0 (con prueba de hipétesis o intervalos de confianza) y si la regresion
es significativa (con analisis de varianza de la regresion). El coeficiente de determinacion R? debe ser > 0.98.

Precision del sistema. Preparar por triplicado soluciones en fase mdvil con las concentraciones baja, media y alta de la curva (10, 30 y 50 pug/mL). Filtrar las
soluciones resultantes por un filtro de 0.45 um e inyectar al cromatografo 20 uL de cada una de ellas. Calcular la concentracion recuperada para cada solucion,
interpolando la respuesta de cada solucién en la curva preparada en fase movil.

Sacar el promedio y el coeficiente de variacion (% CV) para cada concentracién (n=3). El coeficiente de variacion es el parametro para evaluar precision. EI CV
debe ser al <3%.

Especificidad del método. Preparar un blanco de orina colocando 100 pL de metanol en un tubo Eppendorf, afiadir 100 pL de agua HPLC y 900 de orina diluida
en agua (1:10). Mezclar y filtrar por acrodisco de 0.45um. Inyectar por duplicado bajo las condiciones mencionadas. Realizar esta operacion por duplicado. El
cromatograma obtenido para la muestra de orina blanco no debe presentar sefiales (picos), atribuibles a compuestos enddgenos de la orina, que interfieran con el
pico del acido salicilico.

Linealidad del método. A partir de una solucion patron de salicilato de sodio preparar seis soluciones en agua HPLC en un intervalo de concentraciones de 100 a
500 pg/mL. Transferir 100 pL de cada una de las soluciones de las soluciones anteriores a un tubo Eppendorf y afiadir 100uL de metanol y 800 pl de orina
diluida (1:10 en agua) para obtener concentraciones en el intervalo de 10 a 50 pg/mL de AS; mezclar las soluciones resultantes y filtrar por un filtro de 0.45 pm.
Realizar este Gltimo procedimiento por triplicado (3 curvas). Inyectar al cromatografo 20 L de cada una. Graficar adecuadamente el area del pico (respuesta)
contra la concentracion de salicilato de sodio y someter los datos a regresion lineal. Primero para cada curva por separado y después con los datos promedio
(curva promedio). Calcular los valores del intercepto (a), la pendiente (b), el coeficiente de correlacion (r) y el coeficiente de determinacion (r?). Ademas, probar
estadisticamente si a = 0 (con prueba de hip6tesis o intervalos de confianza) y si la regresién es significativa (con analisis de varianza de la regresion). El
coeficiente de determinaciéon R2 debe ser > 0.98.

Precision del método. A partir de una solucion patrén de salicilato de sodio preparar tres soluciones control de salicilato de sodio en agua a tres concentraciones
(baja, media y alta), 100, 250 y 500 pg/mL. Transferir 100 uL de cada una de las soluciones anteriores a un tubo Eppendorf y afiadir 100 pug/mL de metanol
HPLC y 800uL de fase movil para obtener concentraciones en el intervalo de 10, 25 y 50 pg/mL. Hacer 5 repeticiones de cada solucién. Mezclar las soluciones
resultantes y filtrar por un filtro de 0.45 um e inyectar al cromatégrafo 20 pL de cada una. Obtener el area del pico para cada solucién (medida de respuesta).
Calcular la concentracion recuperada para cada solucion, interpolando la respuesta en una curva en orina. Calcular el coeficiente de variacion (CV %) para cada
concentracion el cual no debe ser mayor a 15%.
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Exactitud del método. Con los datos empleados para calcular la precision para cada concentracién de las muestras control, calcular la diferencia relativa entre
valor experimental (concentracion recuperada) y el valor nominal (concentracion afiadida), mediante la siguiente ecuacion. El valor promedio para cada
concentracion debe estar dentro del + 15% del valor nominal.

% Dif= (concentracién afiadida 0 nominal-concentracién recuperada) x 100
(concentracion afiadida)

Estabilidad: La prueba de estabilidad permite considerar la cantidad de fArmaco que se degrada dentro de la matriz biol6gica con el paso del tiempo. Para evaluar
este parametro se preparan tres soluciones de salicilato de sodio en orina de una concentracién conocida, y se lleva a cabo el analisis inicial; se distribuyen en
tubos por separado y se guardan en el congelador a -20°C durante al menos dos semanas. Cada semana se analizan las muestras siguiendo el método descrito
anteriormente. La concentracion de salicilato de sodio se determina con referencia a una curva de calibracion preparada el mismo dia del analisis. La evaluacién
de este parametro se realiza con un analisis de varianza factorial. La diferencia del valor obtenido y el valor inicial (tiempo cero) en las muestras de estabilidad no
debe ser mayor del 15%. La estabilidad del &cido salicilico en orina solo se llevara a cabo si existe disponibilidad de tiempo.

Nota: Cuando se inyectan muestras de orina a la columna cromatografica, es indispensable lavar la columna con agua HPLC filtrada y desgasificada, por lo
menos durante 40 minutos a flujo de 1.5 mL/min. Después se lava con la fase de lavado durante 20 min, al mismo flujo.

Mecanismo de eliminacion de residuos: Los materiales utilizados en el modelo experimental son excipientes inertes, por lo que se pueden desechar de acuerdo
con la ficha de seguridad de los materiales involucrados. La orina puede ser desechada directamente en el sanitario.

Cuestionario:

1. ¢Cuales son las principales técnicas analiticas que se utilizan en el bioanalisis de farmacos? Mencione ademas, los fundamentos de cada una de ellas.
2. En el analisis cromatografico ¢qué utilidad tiene el tiempo de retencion de un compuesto?

3. Defina todos los parametros que se utilizan para validar un método bioanalitico.

4. Responda a preguntas que el profesor considere convenientes.

Bibliografia:
1. FDA, 2001, Guidance for Industry: Bioanalytical method validation. Center of Drug Evaluation and Research, U. S. Department of Human Services, U.
S. Food and Drug Administration.
2. Direccion General de Normas. Norma Oficial Mexicana NOM —177-SSA- 2013. Secretaria de Salud. Publicada en el Diario Oficial de la Federacién.
Septiembre de 2013.
3. Daniel, WW. Bioestadistica. 1999. Editorial Limusa SA de CV. México.
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MODALIDADES DE EVALUACION

Evaluacién Global:

1. Evaluacion Objetiva 40%
2. Participacion 20%
3. Trabajo de investigacion 40%

Evaluacidn objetiva incluye: evaluaciones escritas.

Participacion incluye: individual, grupal en seminarios trabajos escritos, tareas, entre otros.

Trabajo de investigacion incluye: presentacion oral y escrita del proyecto, seminarios de avance, presentacion oral y escrita del
informe, trabajo en el laboratorio y reportes.

Para acreditar el mddulo se requiere obtener minimo el 60% en cada uno de los rubros mencionados.

MODALIDADES DE EVALUACION DE RECUPERACION:
El alumno seré evaluado mediante las siguientes modalidades:

1. Enforma escrita de la totalidad de los contenidos de la UEA mediante examen escrito.

2. Presentando una propuesta escrita del trabajo de investigacion o experimental, referente al tema que se le asigne, demostrando

su habilidad en el manejo de técnicas y calculos (de ser el caso) e interpretacion de resultados.

El derecho a la evaluacién practica estara sujeto a la aprobacién de la evaluacion escrita. En caso de haberse cursado la UEA, podra
eximirse al alumno de la evaluacién sefialada en el punto 2, siempre y cuando hubiese obtenido una evaluacion aprobatoria en la
evaluacion global. La calificacion final seré el promedio de los rubros anteriores, siempre y cuando sean aprobatorios. Si alguno de
ellos es inferior a 6, la calificacion final serd NA.

EQUIVALENCIAS

Evaluacion Desde Hasta Significa
MB 8.70 10.00 Muy bien
B 7.40 8.69 Bien
S 6.00 7.39 Suficiente
NA cero 5.99 No acreditado

24



