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RESUMEN

Con el fin de abordar la fiscalizacién de especialidades
medicinales registradas y comercializadas, y poder
detectar medicamentos subestandar, el Laboratorio
Nacional de Control realizé un relevamiento de
los laboratorios que comercializan amiodarona
200 mg comprimidos orales. Una vez identificados,
se realiz6 un muestreo representativo para llevar
a cabo los ensayos de identificacion, valoracion
y sustancias relacionadas de seis especialidades
medicinales. Se utilizé la monografia de Farmacopea
Argentina 7% edicion (FA 7?) verificada de acuerdo
a sus lineamientos. Los resultados de este estudio
mostraron que todas las especialidades medicinales
cumplieron con la identificacién y valoracion
del principio activo. Con respecto al ensayo de
sustancias relacionadas solo una no cumplié con
las especificaciones FA 72, pero si lo hizo con su
método propio validado, registrado y autorizado
ante la autoridad regulatoria en cumplimiento con
los lineamientos de la Organizacién Mundial de la
Salud relacionados con la utilidad de la selecciéon
de métodos de pruebas y especificaciones para los

objetivos del muestreo.
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ABSTRACT

In order to address the monitoring of registered
and marketed drug products and to be able to
detect substandard medicines, the National Control
Laboratory carried out a survey of the laboratories
marketing oral Amiodarone 200 mg tablets in
Argentina. Once identified, a representative sampling
was carried out to perform identification, assessment
and related substance tests on six drug products.
The monograph of the Argentine Pharmacopoeia
7" edition (FA 7%) used was verified according to
its guidelines. All drug products complied with the
identification and assay of the active pharmaceutical
ingredient. Regarding the testing of related
substances, only one did not comply with the FA 7t
specifications, but it did so with its own validated,
registered, and authorized method by the regulatory
authority in compliance with the guidelines of
the World Health Organization in relation to the
usefulness of the selection of test methods and

specifications for the sampling objectives.

Keywords: amiodarone; tablets; sampling studies.
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Introduccion

La Administracion Nacional de Medicamentos,
Alimentos y Tecnologia Médica (ANMAT) es el
organismo cientifico-técnico que tiene dentro
de sus funciones registrar, controlar y fiscalizar
medicamentos, productos de tecnologia
médica, alimentos y cosméticos, entre otros. Se
encuentran también dentro de su incumbencia
las acciones de prevencion y proteccién de la
salud de la poblaciénf. Su misién es asegurar
la seguridad, eficacia y calidad en los productos
de su incumbencia que asi lo requieran,
garantizando el cuidado de la poblacion, asi
como también la calidad y sanidad de todos
los productos, procesos y tecnologias que se
consumen o utilizan en medicina, cosmética y
alimentacion.

Dentro de la ANMAT, el Instituto Nacional de
Medicamentos (INAME) tiene como una de sus
funciones principales el registro, la fiscalizacion
y control de productos farmacéuticos, desde las
etapas de elaboracién hasta el destino final que
sera la dispensa al paciente. Particularmente, el
Laboratorio Nacional de Control, que depende
de la Direccion de Fiscalizacion y Gestion de
Riesgo, realiza entre otras funciones muestreos
de medicamentos con el fin de detectar
medicamentos fuera de especificaciones y/o
deficiencias en el control de calidad de los
productos que puedan afectar la efectividad del
tratamiento o producir dafos a los usuarios. Para
llevar a cabo esta funcion se definen objetivos
operacionales dentro de un plan operativo anual
en los cuales se seleccionan las especialidades
medicinales teniendo en cuenta ciertos
criterios de seleccion por criticidad tales como
medicamentos de estrecha ventana terapéutica,
notificaciones de presuntos medicamentos
subestandar, asi como también la incidencia o
prevalencia de enfermedades para las cuales se
indican los medicamentos, entre otros.

Para este objetivo operativo, se selecciond
la especialidad medicinal amiodarona 200 mg
comprimidos dado que se encuentra entre
los farmacos mas utilizados con propiedades

supresoras de arritmias (antiarritmico)?.

Las monografias para amiodarona clorhidrato
materia prima y comprimidos se encuentran
codificadas en la Farmacopea Argentina 7°
edicién (FA 7%)F en la Farmacopea Britanica
2019 (BP 2019)% y en la Farmacopea de los
Estados Unidos de América (USP)B.

El objetivo de este trabajo fue llevar a cabo
la fiscalizacion de la especialidad medicinal
seleccionada. Al momento de realizar el trabajo
entre marzo y julio de 2022 se encontraban siete
especialidades medicinales registradas ante la
ANMATH], de las cuales solo una de ellas no se
comercializaba.

Materiales y métodos

Productos farmacéuticos, reactivos quimicos
y estandares de referencia

Metanol grado HPLC (Merck), metanol P.A.
(Merck), (Merck),
agua calidad farmacéutica (Sartorius), acido

acetonitrilo grado HPLC

acético glacial P.A. (Sintorgan), amoniaco P.A.

(Sintorgan), diclorometano P.A. (Sintorgan),
acido férmico P.A. (Sintorgan), TLC silicagel 60
F,s, (Merck), amiodarona INAME (N° de control
107001) Estdndar de Referencia, Compuesto
Relacionado D de amiodarona INAME (N° de
107001/D)
y Compuesto Relacionado E de amiodarona
INAME (N° de control 1007001/E) Estandar

de Referencia,

control Estandar de Referencia

excipientes como lactosa
anhidra, polivinilpirrolidona, almidén glicolato
sodico, dioxido de silicio coloidal, estearato
de magnesio, almidén de maiz, celulosa
microcristalina y talco blanco, y materia prima
amiodarona clorhidrato. Tanto los excipientes
como la materia prima fueron provistos por los
laboratorios elaboradores de las especialidades

medicinales.

Instrumental

Se utiliz6 un cromatégrafo con detector UV
Shimadzu Serie 20 provisto de un software
de adquisicién y procesamiento de datos
(Shimadzu - LabSolutions), balanza analitica
(Ohaus Analytical Plus), microbalanza (Sartorius
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N° serie 31401240), sonicador (Testlab TBO4TA)
y un agitador mecanico (Barnstead Thermolyne
Big Bill).

Muestra

Se analizaron dieciséis lotes que corresponden a
seis productos de seis laboratorios (nombrados
con letras de la A a la F acompanados de un
subindice numérico que es trazable al lote) que
comercializan amiodarona 200 mg comprimidos.
Para ello se realizd un muestreo representativo
en cada uno de los laboratorios, siguiendo los
lineamientos internos de la ANMAT. El criterio
de seleccion de los lotes se enfocd en la fecha de
vencimiento de los productos. Se muestrearon
tres lotes de cada especialidad medicinal
tomando un lote recientemente elaborado,
uno proximo a vencer y uno con vencimiento
intermedio. En los casos en que el laboratorio
no contd con tres lotes disponibles, se muestred

un nimero menor?!,

Método analitico

Se utilizé la monografia codificada en FA 728,
La identificacion del principio activo se realizd
por dos métodos: uno por cromatografia en
capa delgada (TLC) y otro por cromatografia
liquida de alta presion (HPLC). Para el ensayo
de TLC se utiliz6 como fase mévil una mezcla
de 85 ml de diclorometano P.A., 10 ml de
metanol PA. y 5 ml de &4cido férmico PA,;
como fase estacionaria, placa de silicagel 60

F254;
concentracion de trabajo para muestray estandar

un volumen de siembra de 20 ul; y una

de 20 mg/ml en metanol PA. Los ensayos
de sustancias relacionadas y valoracion se
realizaron mediante una elucion isocratica con
una mezcla de 300 ml de una solucién reguladora
de pH= 4,9; 400 ml de acetonitrilo grado HPLC
y 300 ml de metanol grado HPLC; una columna
de octadecilsilano (Kinetex) 150 mm de largo x
4,6 mm de didmetro interno y 5 um de tamano
de particula; flujo 1,0 ml/min; longitud de onda
de deteccion 240 nm y volumen de inyeccion
20 pl. La solucién reguladora de pH= 4,9 se
preparé mezclando 3 ml de &cido acético
glacial P.A. y cantidad suficiente de amoniaco

P.A. en 800 ml de agua calidad farmacéutica,
para ajustar el pH a 4,9. Luego, se completd
a 1000 ml con agua de calidad farmacéutica.
Como diluyente se usé una mezcla de 500 ml
de acetonitrilo grado HPLC y 500 ml de agua
de calidad farmacéutica. Las concentraciones
de trabajo para estandar y muestra fueron
0,1 mg/ml para la valoracién. Para la solucion
estandar, se pesaron exactamente alrededor de
50 mg de amiodarona clorhidrato estdndar de
referencia, se transfirieron cuantitativamente
a un matraz volumétrico de 100 ml. Se agregd
30 ml de metanol. Se sonicé hasta disolucién
total. Se completé a volumen final con metanol
grado HPLC. Posteriormente, se realizé una
dilucién de 10,0 ml en 50,0 ml con diluyente.
Para la solucion muestra, a partir de un pool
homogeneizado de 20 comprimidos reducidos
a polvo, se pesaron exactamente alrededor del
equivalente a 50 mg de amiodarona clorhidrato,
y se procedié de la misma manera que para la
preparacion de la solucion estandar.

En el caso de sustancias relacionadas, el
estandar se preparoé pesando en el mismo matraz
aforado exactamente alrededor de 10 mg de
amiodarona clorhidrato estandar de referencia,
de Compuesto Relacionado D de amiodarona
estindar de referencia y de Compuesto
Relacionado E de amiodarona estandar de
referenciay se llevé a 50,0 ml con metanol grado
HPLC. Se continué con una dilucién de 1,0 ml
en 200,0 ml con diluyente. Para la muestra, la
concentracion de trabajo fue de 0,5 mg/ml. A
partir del mismo pool de comprimidos utilizados
en la valoracion, la solucion muestra para este
ensayo se preparé de la siguiente manera: se
peso el equivalente de 50 mg de amiodarona
clorhidrato y se llevé a 50,0 ml con metanol
grado HPLC. Se diluyd posteriormente 5,0 ml
en 10,0 ml con diluyente. Para ambos ensayos,
en la primera dilucién de la muestra se sonicd
durante 15 minutos y luego se agité la misma
cantidad de tiempo.

La aptitud de sistema para sustancias
relacionadas especifica que los tiempos de
retencién relativos para amiodarona, para el
Compuesto Relacionado D de amiodaronay para
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el Compuesto Relacionado E de amiodarona
deben ser aproximadamente 1,0; 0,29 y 0,37,
respectivamente; la resolucion R entre los picos
de Compuesto Relacionado D de amiodarona
y de Compuesto Relacionado E de amiodarona
debe ser no menor de 3,5; el factor de asimetria
para el pico de amiodarona debe ser no mayor
de 2,0 y la desviacion estandar relativa para
inyecciones repetidas no debe ser mayor de
1,0% para el pico de amiodarona. Estas dos
ultimas condiciones se especifican también para
la valoracion.

Por dltimo, se realizd el ensayo de
uniformidad de unidades de dosificacién por
peso segln la monografia de amiodarona
clorhidrato, Comprimidos, de FA 7°C. Para ello,
se peso exactamente y en forma individual diez
comprimidos. A partir del resultado obtenido
de la valoracion se calculé el contenido de
amiodarona clorhidrato en cada uno de los diez
comprimidos, asumiendo que dicho principio
activo estd uniformemente distribuido. Los
célculos y limites de aceptacion se encuentran
descritos en el capitulo correspondiente de FA

770,

Verificacion del método analitico

Debido a que la metodologia analitica utilizada
se encuentra codificada, se realizo la verificacion
analitica. Se evaluaron los pardmetros
de especificidad, exactitud, precisién por
repetibilidad, limite de deteccion (LOD) vy
estabilidad de las soluciones de trabajo, seguin
los lineamientos descritos en el capitulo de
USP®,

Para evaluar la especificidad se realizaron
degradaciones forzadas (oxidativo, reductor,
hidrélisis, hidrdlisis acida y alcalina, térmica
y luminica) al placebo representativo de las
féormulas del mercado, a la materia prima y a
la mezcla sintética, las cuales se compararon
frente a los mismos sin degradar. El placebo
fue disefiado en base a las férmulas cuali-
cuantitativas aportadas por los laboratorios.
Se evalud la ausencia de picos en el tiempo de
retencion de amiodarona, se calculé la resolucion

entre el pico de amiodarona y cualquier otro

pico mas cercano, y la pureza espectral del
pico de interés. El valor de la resolucion se
obtuvo a partir del software de adquisiciéon y
procesamiento de datos.

Para evaluar la repetibilidad y exactitud se
prepararon soluciones de referencia y mezcla
sintética por triplicado en los siguientes niveles:
50%, 75%, 125% y 150%. El nivel de 100% se
preparé por sextuplicado tanto para la referencia
como para la mezcla sintética. Como referencia
se utilizd materia prima de Amiodarona
Clorhidrato de igual origen que la utilizada para
la preparacién de las sendas mezclas sintéticas.

Para evaluar el LOD para los compuestos
relacionados se inyecté 10 veces una soluciéon
que corresponde al diluyente de muestras para
sustancias relacionadas, y una soluciéon que
corresponde al blanco de placebo. Se calculd la
relacién sefal-ruido (S/N). Posteriormente, se
calculé el LOD como 3 veces S/N. Se confirmé
con la preparacion de tres soluciones de ambos
compuestos relacionados con concentraciones
en el orden inferior, en el mismo orden y superior
con respecto al LOD calculado.

Complementariamente, se evalué la
estabilidad de las soluciones de referencia y
mezcla sintética, ambos al nivel 100%, en un
periodo de 24 horas mantenidas a temperatura
ambiente.

Finalmente, se aplicaron ensayos estadisticos
para comprobar la validez de los resultados!o1%,

Resultados

Verificacion del método analitico!**!

En cuanto ala especificidad se evalud la presencia
de picos interferentes para los tiempos de
retencién de las entidades quimicas de interés.
No se observaron picos en el cromatograma
del placebo, ni en las muestras sometidas a
degradaciones forzadas que pudieran interferir
con la identificaciéon o valoracion del pico de
amiodarona, asi como con la determinacién de
Compuesto Relacionado D de amiodarona y
Compuesto Relacionado E de amiodarona.
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Nivel de concentracion (%)

TABLA 1: RESULTADOS DE EXACTITUD Y REPETIBILIDAD.

Exactitud (% de recuperacion)

Repetibilidad (CV%)

50 99.8 11
75 102,0 1,0
100 99,3 0,7
125 99,7 0,3
150 99,4 0,7

La resolucién entre el pico de amiodarona y
el pico mas cercano fue mayor a 1,5.

El algoritmo provisto por el software de
adquisicion y procesamiento de datos no
detectd impurezas para el pico de amiodarona
en el andlisis espectral.

Los resultados de exactitud y repetibilidad se
presentan en la Tabla 1.

En la recuperacion, todos los valores
obtenidos se encuentran dentro del criterio de
aceptacion de 98,0%-102,0%. Para determinar si
el nivel de concentracién tiene alguna influencia
en los resultados, se utilizd el test estadistico
de Cochran (G_) para igualdad de varianzas.

exp

El G_ (0,349) resultdé ser menor al valor G

exp tabla

(0,683). Para determinar que el resultado de
recuperaciéon obtenido fue satisfactorio, se
(0,289)
resulté ser menor al t, . (2,110 para n-1 grados
de libertad y a=0,05) con un IC de 95%.

Todoslosresultadosde precision porrepetibilidad

aplicé el test de Student. El valor t

exp

cumplen con el criterio de aceptacién (no
mayores al 2,0%), segln bibliografia citadal’o1%,

El valor de LOD fue de 0,025 ppm para
ambos compuestos relacionados, es decir, 40
veces inferior ala concentracién de trabajo de los
estandares deimpurezas (1 ppm). Fue confirmado
mediante la inyeccion de cada una de las
soluciones de dichos compuestos relacionados a
una concentracion de 0,025 ppm. Esto significa
que el método permite detectar impurezas en
una concentracién tal que representa el 0,005%
con respecto a la concentracion de amiodarona
HCI en la solucion muestra. La especificacion
para impurezas individuales del ensayo de
Sustancias Relacionadas es de 0,2%.

Se comprobd que las soluciones de referencia

y mezcla sintética se mantuvieron estables
durante 24 horas a temperatura ambiente
ya que el CV% entre la valoraciéon de ambas a
tiempo inicial y tiempo final de 24 horas fue
menor a 2,0% (0,5% y 0,6%, respectivamente).

Analisis de las muestras

Los ensayos de identificacién por TLCy por HPLC
de amiodarona resultaron positivos para todos
los lotes de los productos analizados. Para los
ensayos de sustancias relacionadas, valoracion
y uniformidad de unidades de dosificacion por
peso, los resultados obtenidos se presentan en
la Tabla 2.

Para sustancias relacionadas, la resolucion R
entre los picos de Compuesto Relacionado D
de amiodarona y de Compuesto Relacionado E
de amiodarona fueron mayores a 3,5; el factor
de asimetria para el pico de amiodarona fue
menor a 2,0 y la desviacion estandar relativa
para inyecciones repetidas fue menor al 1,0%
para el pico de amiodarona. Estas dos Ultimas
condiciones se verificaron también para la
valoracion.

Con respecto al numero de lotes
muestreados, los laboratorios A y E solo
disponian de dos lotes vigentes.

En las Figuras 1, 2 y 3 se presentan
cromatogramas representativos de estandar
de referencia de amiodarona, estandar de
referencia de sustancias relacionadas y muestra
de sustancias relacionadas.
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TABLA 2: RESULTADOS DE LOS ENSAYOS DE CONTROL DE MERCADO.

UNIFORMIDAD
VALORACION (%) SUSTANCIAS RELACIONADAS Dggg'F?é‘ADcEléﬁE
LABORATORIO (90,0-110,0% de (impurezas individuales < 0,2%, e impurezas e
C25H2912NO3.HCI) totales < 0,5%) ..
(valor de aceptacién
(VA) = 15,0)
A 94,4% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 62
1 CV%: 0,3% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
A 94,4% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 66
2 CV%: 0,6% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
95 2% IMPUREZA D < 0,5%
B, e ‘EW IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 5.2
o E IMPUREZAS TOTALES < 1,0%
947% IMPUREZA D < 0,5%
B, v 0017 IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 8,6
it IMPUREZAS TOTALES < 1,0%
98.0% IMPUREZA D < 0,5%
B, v oosfy IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 4,7
o970 IMPUREZAS TOTALES < 1,0%
c 100,7% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 31
1 CV%: 0,1% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
c 98,5% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 82
2 CV%: 0,7% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
c 99,5% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 35
3 CV%: 0,4% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
b 95,8% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 67
1 CV%: 1,1% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
b 95,7% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 54
2 CV%: 0,8% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% ’
b 98,6% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 40
3 CV%: 1,4% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
c 96,7% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 27
1 CV%: 0,8% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
E 97,0% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 07
2 CV%: 1,0% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
. 102,5% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 27
1 CV%: 0,2% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
. 102,2% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 57
2 CV%: 0,9% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% :
. 99,2% IMPUREZAS INDIVIDUALES < 0,2% 38
3 CV%: 0,3% IMPUREZAS TOTALES < 0,5% '
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Figura 1: Cromatograma de Estandar de Referencia de Amiodarona de Valoracion.
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Figura 2: Cromatograma de Estandar de Referencia de Sustancias Relacionadas.
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Figura 3: Cromatograma de Muestra de Sustancias Relacionadas.

Discusion

En cuanto a la verificacion del método analitico,
se corrobord que éste es especifico, exacto y
preciso, permitiendo unaadecuadaidentificacién
y valoracién del principio activo amiodarona en
su forma farmacéutica comprimidos, asi como el
analisis de sustancias relacionadas.

Todos los lotes de los productos fiscalizados
se encontraron dentro de las especificaciones
para valoracién, sustancias relacionadas, vy
uniformidad de unidades de dosificacion.
de

relacionadas de los tres lotes del laboratorio

Respecto al ensayo sustancias
B, en primera instancia se analizaron segun
técnica de FA 7°B. Los resultados de los lotes
B, v B, se encontraron fuera de especificacion
en cuanto a impurezas individuales segin FA
7°B ya que el area del pico cromatografico que
correspondia a impureza D era mayor al limite
de 0,2% expresado como impureza individual (la
respuesta de pico individual que corresponde
a la impureza D fue mayor a la respuesta del
pico que corresponde a la Solucion Estandar
de Amiodarona al 0,2%). En consecuencia, se
analizaron los tres lotes (B,, B, y B,) aplicando

el ensayo descrito en la técnica analitica del
laboratorio B, la cual se corresponde en métodos
y especificaciones a farmacopea BP 20194
(Especificacion: impureza D < 0,5%, impurezas
individuales < 0,2%, e impurezas totales <1,0%)
el cual fue oportunamente aprobado por
autoridad sanitaria al momento del registro
para esta especialidad medicinal. Este método
se encuentra debidamente verificado por la
empresa titular del registro.

Cabe destacar que el ensayo de Sustancias
Relacionadas en ambas farmacopeas presenta
las mismas condiciones analiticas y la misma
especificacion para impurezas individuales, pero
difieren en el limite de Impureza D (0,5%) que solo
es mencionado en BP 2019“, y en el limite de
impurezas totales como se manifesté anteriormente.

Los tres lotes del laboratorio B cumplieron
con el ensayo de sustancias relacionadas segun
su técnica ya que el area del pico cromatografico
que correspondia a impureza D resulté ser
menor al limite de 0,5%. No obstante, ya que
el lote B, cumplié Sustancias Relacionadas por
ambas farmacopeas, se informd el resultado
hallado para los tres lotes en el marco de la
misma técnica de BP 2019%.,
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De acuerdo a las recomendaciones de la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), los
métodos de prueba y las especificaciones deben
seleccionarse de la manera que sean mas Utiles
a los objetivos del muestreo”. En general, los
andlisis se realizan utilizando el mismo método
y especificaciéon para permitir la comparacion
de muestras de diferentes laboratorios. Esta
especificacion es utilizada para decidir sobre el
cumplimiento o incumplimiento de las muestras
analizadas. Los laboratorios individuales
pueden utilizar diferentes especificaciones
y métodos para analizar sus productos, sin
embargo, todos deben estar aprobados por
las autoridades regulatorias. Si alguno de los
productos no cumpliera con la especificacién
seleccionada para el muestreo, pero si lo hiciera
con la propia, esto no implica necesariamente el
incumplimiento del producto en sus atributos
de calidad”. En base a estas recomendaciones
es que se decidié analizar a los tres lotes del
laboratorio B con su propio método aprobado
previamente por la autoridad regulatoria.

Se logré cumplir con el objetivo de llevar a
cabo la fiscalizacion de la especialidad medicinal
seleccionada.

Este trabajo se enmarca dentro de la
misién fundamental de la ANMAT de evaluar
la seguridad, eficacia y calidad, y contribuye a
la fiscalizacion activa que realiza el Laboratorio
Nacional de Control del INAME.
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