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Hoy en dia, uno de los principales problemas que repercute en el cuidado de la salud es el
uso de medicamentos subestandar, que son medicamentos genuinos producidos por
laboratorios autorizados que no cumplen con las especificaciones establecidas para su uso.
El empleo de medicamentos subestandar, representa un potencial riesgo para los pacientes
que los consumen, trayendo consigo diversas probleméticas, entre los cuales se encuentra
el desarrollo de resistencia microbiana a antibidticos. La resistencia microbiana a
antibiodticos se visualiza como una grave amenaza para la salud publica, dado que se estan
perdiendo tratamientos efectivos contra las infecciones comunes y en el peor de los
panoramas, el cuidado de la salud se veria envuelto en una era post-antibiéticos en la que
muchas infecciones comunes y lesiones menores volveran a ser potencialmente mortales.
Por lo anterior, es importante garantizar la calidad de los antibiéticos de mayor prescripcion

médica como el ciprofloxacino.

En México, se comercializan al menos 40 marcas genéricas de ciprofloxacino (tabletas de
500 mg), en los cuales la diferencia en precios por tableta es de hasta aproximadamente
un 400 % respecto al medicamento innovador. En el presente proyecto se evalud y compard
la calidad biofarmacéutica de 4 formulaciones de ciprofloxacino (tabletas 500 mg), en las
que se consideraron las de mayor y menor precio en el mercado, incluido el medicamento
de referencia que indica la Comisién Federal para Proteccién contra Riesgo Sanitario
(COFEPRIS).

Las pruebas de calidad se realizaron con base en las especificaciones establecidas en la
Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM), asi mismo se siguieron los
lineamientos sefialados en la NOM-177-SSA1-2013, que establece las pruebas y

procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable.

Los resultados obtenidos de las pruebas de calidad realizadas a las tabletas de
ciprofloxacino de 500 mg de diferentes formulaciones, indican que cumplen con los criterios
de calidad establecidos y que el comportamiento de liberacién del principio activo de las
diferentes marcas del medicamento estudiadas es similar al medicamento de referencia,
por lo que el uso adecuado de cualquiera de éstas, no pone en riesgo el desarrollo de

resistencia microbiana.
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ABSTRACT

Nowadays one of the main problems that affects health care is the use of
substandard drugs. A substandard drug is a genuine drug produced by approved
laboratories that doesn’t meet the specifications for its use. The use of substandard
drugs represents a potential risk for patients who consume them, bringing various
problems like the development of microbial resistance to antibiotics.

The microbial resistance to antibiotics is a serious threat to public health due to
effective treatments against common infections that are running out. In the worst
case, the health care could be involved in a post-antibiotic era in which many
common infections and minor injuries will be again mortals. Therefore, it is important
to ensure the quality of the most prescribed antibiotics such as ciprofloxacin.

In Mexico, at least 40 generic brands of ciprofloxacin tablets 500 mg are sold, the
difference in price per tablet is up to 400% with respect to innovative medicine. In
this project, it was evaluated and compared the biopharmaceutical quality of 4
formulations of ciprofloxacin tablets 500 mg, in which the highest and lowest price in
the market were considered, including the reference formulation indicated by the
Federal Commission for Protection against Sanitary Risk (COFEPRIS).

The quality tests were performed based on the specifications in the Pharmacopeia
of the United Mexican States (FEUM) and the guidelines in the NOM-177SSA1-
2013, which establishes the test and procedures for demonstrating the
interchangeability between medicines.

The results of the quality tests made to ciprofloxacin 500 mg tablets of different
formulations indicated that they meet the quality criteria and the release of the active
ingredient is equivalent to that of the reference medicine, therefore the adequate use

of any of these formulations don’t cause the development of microbial resistance.
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Hoy por hoy, uno de los principales problemas que enfrenta la industria
farmacéutica global en el cuidado de la salud, es la comercializacion de
medicamentos de mala calidad (subestandar) y medicamentos falsificados °. La
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y la Food Drug Administration (FDA)
reportan que este tipo de medicamentos representan alrededor del 10 % del
mercado mundial farmacéutico y se encuentran presentes tanto en los paises
desarrollados como en los paises en vias de desarrollo. Se estima que, en los
paises menos desarrollados, su consumo es aproximadamente de un 25 %. Las
estadisticas arrojan que las ganancias anuales por venta de estos medicamentos

son alrededor de 32 billones de délares a nivel mundial 6.

Para hablar de un medicamento de mala calidad o subestandar, primeramente se
debe conocer la definicion de calidad biofarmacéutica, que se define como un
conjunto de propiedades que garantizan que un medicamento cumple con todas las
especificaciones nacionales e internacionales que se requieren para su fabricacién
y uso, por lo tanto, posee una calidad estandar que asegura que dicho
medicamento es inocuo, eficiente y eficaz para el paciente que lo consume 6. Por
otra parte, un medicamento subestandar es un producto genuino, producido por
fabricantes autorizados, que no cumple con las especificaciones de calidad
establecidas, dando como resultado un medicamento ineficiente, por lo que su uso

representa un potencial riesgo de salud para el paciente *.

La falta de calidad de un medicamento puede deberse a diversos factores como
una deficiente cantidad de principio activo, contenido de excipientes incorrectos,
procesos de fabricacion que causan contaminacién, presencia de contaminantes o
sustancias toxicas, entre otros ’. Por otra parte, el uso de medicamentos

subestandar trae consigo fuertes problematicas como son 14 &12;
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Incremento en la morbilidad y mortalidad de una poblacion. Al no contener
las cantidades adecuadas de principio activo, este medicamento no combate
la enfermedad eficientemente, lo cual provoca que ésta se propague e
inclusive cause la muerte.

Aparicion de efectos adversos. Debido a que el proceso de fabricacion no
lleva un correcto control de calidad, el medicamento puede contener
ingredientes toxicos o contaminantes que pueden desencadenar una serie
de efectos indeseados en el paciente.

Pérdidas econdmicas importantes para el paciente y para los sistemas de
cuidado de salud. Como ya se menciond, el uso de medicamentos
subestandar no combate la enfermedad eficientemente y ademas propicia la
aparicion de efectos adversos, por lo que tanto el paciente como los sistemas
de cuidado de salud deben de invertir recursos econémicos en otros medios
para contrarrestar lo anterior, como es la adquisicion de medicamentos que
sean efectivos contra la enfermedad, ademas de medicamentos para
neutralizar los efectos adversos que hubiesen podido surgir, también se
invierte dinero en un mayor tiempo y numero de hospitalizaciones, sin
mencionar los decesos atribuidos al efecto del uso de medicamentos
subestandar.

Pérdida de confianza del paciente en los sistemas de cuidado de la salud.
Debido a que estos medicamentos no curan la enfermedad, los pacientes
pierden la confianza de seguir un tratamiento prescrito por los profesionales,
optando por otras alternativas que pudiesen agravar la situacion.

Fomentan el desarrollo de resistencia hacia el medicamento. Este es un
problema que compete mas a los antibidticos, ya que debido a las dosis
subterapéuticas que este tipo de medicamentos ofrecen, pueden propiciar al

desarrollo de resistencia microbiana.

Las raices principales de la existencia de medicamentos subestandar en el
mercado farmacéutico son, por un lado, la mala aplicacién de las buenas practicas
de fabricacion por parte de la industria farmaceéutica y, por otra parte, la falta de
regulacion de medicamentos por parte de las diferentes entidades regulatorias
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competentes 4. Toda clase de productos farmacéuticos se han visto envueltos en
esta problemética; sin embargo, existe evidencia de que los agentes anti-
infecciosos, en especial los antibidticos, son los productos que con mayor
frecuencia presentan reportes de calidad subestandar '3, y asociado a esto cabe
destacar que en los antibioticos, la calidad subestandar tiene un mayor impacto ya

que puede desarrollar resistencia microbiana 18-°.

Los antibidticos son los medicamentos mas comunmente utilizados a nivel mundial
para el tratamiento de infecciones causadas por bacterias, sin embargo, hoy en dia

enfrentan una fuerte problematica que es el desarrollo de resistencia microbiana 4
16

La resistencia microbiana es aquella capacidad que desarrollan las bacterias para
sobrevivir a concentraciones de un antibiético que inhiben o matan a otras de la
misma especie, como resultado de esto los antibidticos pierden su efectividad y las
infecciones persisten en el organismo, incrementando el riesgo de propagacion a
otras personas 7. Actualmente la resistencia microbiana se constituye como una de
las mayores amenazas para la salud mundial, haciendo que se prolonguen las
estancias hospitalarias, que se incrementen los costos médicos y que aumente la
mortalidad, si no se toman medidas urgentes, el mundo esta condenado a una era
post-antibidticos, en la que muchas infecciones comunes y lesiones menores

volveran a ser potencialmente mortales 8.

La resistencia microbiana es un fenémeno evolutivo que ocurre de manera natural
con el paso del tiempo, generalmente ocurre por modificaciones genéticas (Figura
1) 8
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a) Barrera impermeable
b) Bombas de expulsion

Membrana externa

@  BACTERIA

Peptidoglicano

Membrana interna /ﬁ
’

a) Barrera impermeable: Algunas  bacterias son
intrinsecamente resistentes a los antibidticos debido a que
poseen una barrera que impide el paso de los antibiéticos a
través de su membrana, b) Bombas de expulsion: Estas bombas
se encargan de expulsar a los antibiéticos desde el interior de
la célula, c) Mutacion de resistencia: Estas mutaciones
consisten principalmente en modificaciones en el sitio de
accion del antibidtico, inhabilitando el sitio de unién del
antibiético con su blanco, d) Inactivacién del antibiético: El
antibiético sufre inactivacion por medio de modificaciones
covalentes o por degradacion. (Modificado de Allen, et al) *.

Figura 1. Mecanismos de resistencia a antibidticos

No obstante, el proceso del desarrollo de la resistencia microbiana se ha visto
acelerado por diferentes factores, segiin la OMS y otros estudios 1723, reportan que
los factores que han contribuido de forma importante al desarrollo de resistencia

microbiana son:

e La prescripcion de antibiéticos por personas no calificadas para recetar.

o La prescripcion y el uso exagerado o erréneo de antibidticos en los
hospitales.

e La automedicaciéon y la percepcion errébnea por parte de pacientes mal
informados.

e Elincumplimiento de los pacientes de los regimenes o las dosis recetadas.

» Laventa de antibiéticos en un mercado paralelo no autorizado.

» Lafalta de legislacion que regule el uso de los antibioticos y obligue a cumplir

las normas vigentes respectivas.

Los puntos anteriores no incluyen la mala calidad biofarmacéutica de los
antibioticos como un factor que contribuya directamente a la resistencia microbiana,

sin embargo, existen evidencias que demuestran lo contrario 1-589.12,
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1.3 Antibidticos subestandar y desarrollo de resistencia microbiana

En una infeccidbn comudn existe una gran carga microbiana de bacterias causantes
de la misma, dentro de ellas existen bacterias sensibles y resistentes al antibiético,
al administrar un antibiético para combatir la enfermedad éste ejercera su efecto y
eliminara a las bacterias sensibles, sin embargo, aquellas bacterias resistentes
sobreviviran y tomaran el control de la infeccion pudiendo transferir su gen de
resistencia a otras, no obstante, el sistema inmune hace frente a estas bacterias,
quedando asi erradicada la infeccién (Figura 2.a), pero por otra parte, si se
administra un antibiético subestandar, éste al no contener la dosis indicada para
tratar la infeccion, no podré eliminar a las bacterias sensibles, y mucho menos a las
bacterias resistentes, por lo que la carga bacteriana se vera aumentada,
incrementando asi las posibilidades de que las bacterias resistentes transfieran su
gen de resistencia a las bacterias sensibles, lo cual da como resultado el desarrollo

de resistencia bacteriana (Figura 2.b) 24,

INFECCION COMUN

a) Tratamiento con antibiético

3

Las bacterias
resistentes
proliferan y toman el

2 4

Algunas bacterias
transfieren su gen de
resistencia a otras

1
Muchas bacterias,
pocas de ellas son
resistentes al
antibidtico

El antibiético mata a
las bacterias
sensibles

»*
LR s

J

b) Tratamiento con antibiétco
subestandar

1
Muchas bacterias,

El antibiético NO | |~ Las bacterias J 1 Probabilidad de

pocos'de ellas son mata a las bacterias tesiste: ‘? transferir su gen de
resistentes al sensibles ni a las sensibles ppoliferan resistencia
antibiético ) Yy Yoma’n el ‘control

." ] »

Figura 2. Desarrollo de resistencia microbiana por uso de antibiéticos subestandar. a) Tratamiento de una
infeccién comun con un antibiético estandar: 1. Carga microbiana de bacterias en la infeccion. 2. Administracion de un antibiético
para tratar la infeccidn, las bacterias sensibles son eliminadas. 3. Las bacterias resistentes sobreviven. 4. Las bacterias resistentes
pueden trasferir su gen de resistencia, no obstante, el sistema inmune las elimina, la infeccion es erradicada. b) Tratamiento de una
infeccion con un antibidtico subestandar: 1. Carga microbiana de bacterias en la infeccion. 2. Administracion de un antibiético
subestandar, las bacterias sensibles y resistentes sobreviven. 3. Las bacterias proliferan. 4. Se incrementa la probabilidad de transferir
el gen de resistencia a las bacterias sensibles generando resistencia microbiana.
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La transferencia de genes de resistencia entre bacterias se realiza de manera
horizontal, la cual consta de tres mecanismos: transformacién, transduccion y

conjugacion bacteriana (Figura 3) 2.

8) Tramformacidn bacterians
/ L.bcnc.oe de
\ éé SN ﬂ’ & w
Célula donante Gen de resistencia Célula receptora
s ant:bickicos
b) Tramduccion bacteriana
< Ei E d /beu: on &
fagos
Célula donante infectada por fapos Célula receptora
¢) Conjugacidn bacteriana
J Célula donante Célyla receptors

Figura 3. Transferencia horizontal de genes entre bacterias. a) Transformacién bacteriana: Ocurre cuando un ADN
desnudo es liberado de la lisis de un organismo y tomado por otro, el gen de resistencia puede ser integrado en el cromosoma o
plasmido de la célula receptora. b) Transduccion bacteriana: El gen de resistencia es transferido de una célula a otra por medio de un
bacteriéfago. c) Conjugacion bacteriana: Ocurre por el contacto directo entre bacterias, el ADN se intercambia por medio de un puente
entre células. (Modificado de Furuya, et al) 2.

El desarrollo de resistencia microbiana es un problema que afecta a todos los
antibiéticos, sin embargo, actualmente los antibiéticos de mayor prescripcion
médica como las penicilinas y cefalosporinas confrontan mas esta dificultad 2123, ya
gue debido a ella, la ineficacia de los tratamientos con estos medicamentos se ha
hecho notable, por lo cual, durante los dltimos afios, la prescripcion de otros

antibiéticos como las quinolonas ha ido en aumento 2°.
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Las quinolonas son uno de los antibidticos mas comunmente prescritos para el
tratamiento de una gran variedad de infecciones en el humano 2630, En 1962, se
introdujo la primera quinolona y fue identificada como acido nalidixico, desde
entonces, las modificaciones estructurales de esta molécula han dado como
resultado cuatro generaciones de quinolonas, cada generaciéon ha mejorado el

espectro de accion y las caracteristicas farmacocinéticas iniciales 28-34,

En resumen, la primera generacién de quinolonas presentan un reducido espectro
de accién contra bacterias Gram negativas, por lo que sélo son Utiles para tratar
enfermedades del tracto urinario; las quinolonas de segunda generacion poseen un
atomo de fluor lo que les concede una mayor actividad antimicrobiana contra
bacterias Gram negativas y también poseen limitada accién contra bacterias Gram
positivas, se emplean para tratar infecciones mas severas del tracto urinario y del
tracto respiratorio, asi como infecciones nosocomiales y enfermedades de
transmision sexual. La tercera generacion de quinolonas se caracteriza por poseer
un espectro de accién mas amplio en comparacion con las de segunda generacion,
pero poseen una modesta accidn sobre streptococos, por lo que tiene indicaciones
y caracteristicas similares a las quinolonas de segunda generacion. Finalmente, las
quinolonas de cuarta generacion conservan caracteristicas similares a las de
tercera generacion, pero tienen un espectro mejorado para bacterias Gram
positivas y bacterias anaerobias, son utilizadas para tratar infecciones
intraabdominales 8. La Tabla 1 presenta algunos ejemplos de medicamentos de

cada generacion 2.

Las quinolonas acttan inhibiendo la sintesis del ADN bacteriano, ya que mediante
la formacion de complejos ternarios bloquean la funcién de la ADN girasa
(topoisomerasa 1) y la topoisomerasa IV, dos enzimas que participan de manera
crucial en el superenrollamiento del ADN, resultando en una rapida muerte

bacteriana (Figura 4) 3. Ambas enzimas son esenciales para el crecimiento de la
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bacteria, pero no son complementarias entre si. Estudios in vitro han dado como
resultado que la inhibicion de estas enzimas depende de la concentracion y del

farmaco estudiado 2>2°,

Tabla 1. Ejemplos de quinolonas por
generacion
Acido Nalidixico
Cinoxacino
Norfloxacino
Ciprofloxacino
2da generacion Lomefloxacino
Ofloxacino
Levofloxacino
Sparfloxacino
3ra generacion Gatifloxacino
Grepafloxacino
Trovafloxacino
4ta generacion Moxifloxacino
Gemifloxacino

1ra generacion

Complejo ADN polimerasa

Quinolonas

Rotura de la doble hebra de ADN
Horquilla de v J\N\/]—-r_
replicacion S Mulell‘t {/
OC — X0 Ng XOCC—2 =
AN ;

Topoisomerasa II/IV

200CC

Figura 4. Mecanismo de accidn general de quinolonas. Las quinolonas interfieren la sintesis de ADN bacteriano mediante
su union con la topoisomerasa Il y IV, enzimas que participan en el proceso de superenrollamiento del ADN, la inhibicion de estas

enzimas tiene como resultado la rotura de la doble hebra de ADN, lo que conduce a la muerte bacteriana. (Modificado de Principi, et
al) 2.
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El ciprofloxacino es una fluoroquinolona de segunda generacion que en el sistema
de clasificacion biofarmacéutica posee una clasificacion de clase lll, es decir, es
muy soluble y poco permeable 278, |a OMS lo reconoce como un medicamento de
uso esencial 6, en México se encuentra dentro del cuadro basico de medicamentos
para el tratamiento de enfermedades infecciosas 3¢ y es uno de los antibiéticos de

mayor prescripcion médica en hospitales 2°.

El nombre quimico del ciprofloxacino es acido 1-ciclopropil-6-fluoro-1,4-dihidro-4-
oxo0-7-(1-piperazinil)quinolin-3-carboxilico, su formula quimica es Ci7H1sFN3O3 y
posee un peso molecular de 331.5 g/mol, es una estructura biciclica
heteroaromatica, constituida por un nicleo de 1,4-dihidroquinolina (Figura 5) 33-34,
El ciclopropilo en la posiciéon 1 le confiere propiedades estéricas, espaciales y de
interaccién electronica; la presencia de los grupos carboxilo y ceto en las posiciones
3y 4, le permiten la formacion de puentes de hidrégeno y enlaces covalentes para
la unién con las topoisomerasas bacterianas. La presencia de un atomo de fltor en
la posicion 6 aumenta su unién a las topoisomerasas asi como su penetracion a la
célula bacteriana; en la posicion 7 presenta un grupo piperazinilo, que es un anillo

heterociclico que le confiere una buena actividad biolégica 3.

Figura 5. Estructura quimica del ciprofloxacino
El clorhidrato de ciprofloxacino en su forma monohidratada, con férmula quimica
C17H18FN303-HCI-H20, posee un peso molecular de 385.82 g/mol, es una sustancia
cristalina de color amarillo claro a ligeramente amarillo, soluble en agua, muy

ligeramente soluble en alcohol anhidro y practicamente insoluble en acetona 8.
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Absorcion: El ciprofloxacino administrado de forma oral se absorbe rapidamente
por el tracto gastrointestinal con una biodisponibilidad aproximadamente del 70%
sin pérdida importante por el metabolismo del primer paso. Las concentraciones
maximas se alcanzan de 1 a 2 h, para una dosis oral de 500 mg la concentracion

maxima alcanzada es de 2.4 ug/mL 28 39-40,

Distribucion: Posee una union a proteinas plasmaticas de un 20 % - 40 %, se
distribuye ampliamente en tejidos corporales con concentraciones mayores a las
séricas en el area genital tanto en hombres como mujeres. Se encuentra en su
forma activa en saliva, secreciones nasales y bronquiales, en esputo, linfa, bilis,

piel, tejido adiposo, musculos, cartilago y hueso 28 39-40,

Metabolismo: Se metaboliza principalmente en higado, y se han identificado al
menos 4 metabolitos en orina que constituyen alrededor del 15 % de una dosis oral
y poseen actividad antimicrobiana, pero ésta es de menor potencia que la de

ciprofloxacino 28:39-40,

Excrecién: El tiempo de vida media para sujetos con funcién renal normal es de
aproximadamente 4 h, alrededor del 40 % a 50 % es excretado en orina sin

experimentar cambios y un 20 % a 35 % se encuentra en heces 28 39-40,
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1.4.2.3 Mecanismo de accién y espectro de accion del ciprofloxacino

El ciprofloxacino tiene el mecanismo de accién general de las quinolonas, aunque
existe evidencia de que la ADN girasa es el blanco preferido para las
fluoroquinolonas en bacterias Gram negativas y para bacterias Gram positivas su
blanco es la topoisomerasa IV 294142 e| espectro de acciéon in vitro del
ciprofloxacino es amplio contra bacterias Gram positivas y Gram negativas (Tabla
2) 40,

Tabla 2. Espectro de accidon de ciprofloxacino

Enterococcus faecalis
Staphylococcus aureus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus saprophyticus
Streptococcus pneumoniae
Streptococcus pyogenes
Campylobacter jejuni
Citrobacter diversus
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Haemophilus influenzae
Haemophilus parainfluenzae
Klebsiella pneumoniae
Moraxella catarrhalis
Morganella morganii
Neisseria gonorrhoeae
Proteus mirabilis

Proteus vulgaris
Providencia rettgeri
Providencia stuartii
Pseudomonas aeruginosa
Salmonella typhi

Serratia marcescens
Shigella boydii

Shigella dysenteriae
Shigella flexneri

Shigella sonnei

Microorganismos Gram-
positivos

Microorgamismos Gram-
negativos
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Las mutaciones en regiones especificas en la ADN girasa y la topoisomerasa IV,
asi como cambios en la permeabilidad de membrana, son los principales

mecanismos de resistencia contra el ciprofloxacino 4143,

Actualmente, el desarrollo de resistencia microbiana para el ciprofloxacino se ha
visto drasticamente incrementado 419, esto puede estar relacionado a los diversos
reportes internacionales de calidad subestandar para ciprofloxacino 1:38-961-71 gqun
asi, no existen reportes actuales en México sobre la calidad biofarmacéutica
especifica para ciprofloxacino. Los Ultimos estudios que se tienen como
antecedente datan de hace 5 afios 3999, Anteriormente se mencioné que la calidad
subestandar es un factor que contribuye al desarrollo de resistencia microbiana. El
impacto de este problema pone en una situacion de riesgo altamente considerable
el cuidado de la salud, por ello es importante atender cualquier factor que pueda
poner en juego el desarrollo de ésta y la calidad de los antibiéticos es uno ellos, lo
gue da pie a realizar estudios de calidad a los medicamentos de mayor prescripcion
médica para el tratamiento de infecciones, como el ciprofloxacino, que es un
antibidtico de amplio uso en México 3665 ademas de que en el mercado
farmacéutico existen demasiados medicamentos genéricos de este antibidtico y
estudios en otros paises han demostrado que medicamentos genéricos de
ciprofloxacino presentan calidad subestandar 6271, por lo que es importante realizar
todas las pruebas de calidad pertinentes para determinar si la calidad de estos
antibioticos pueden estar contribuyendo en el desarrollo de resistencia microbiana

ante el mismo.
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Existen diversas pruebas de calidad que se les debe de realizar a los productos
farmacéuticos terminados, éstas son herramientas que ayudan a verificar que el
proceso de fabricacién cumple con los lineamientos establecidos en las respectivas
normatividades, por lo que aseguran y garantizan la calidad del producto y que ésta
a su vez sea reproducible en cualquier lote de fabricacién del mismo. Aunado a esto
se puede garantizar la eficacia y seguridad del medicamento en cuestién. En
México, dichas pruebas se encuentran descritas en la Farmacopea de los Estados
Unidos Mexicanos (FEUM) 72. A continuacion, se enlistan las pruebas de calidad

para las tabletas como producto terminado.

Se refiere a la inspeccion visual de una muestra representativa de tabletas con el
fin de asegurar que éstas carezcan de cualquier tipo de contaminante macroscopico
y/o deformacién, teniendo que ser uniformes en cuanto a tamafio, forma y

apariencia.

Las tabletas deben poseer un peso uniforme entre ellas, ya que existe posible
relacion entre su peso y las dosis, por lo que esta prueba se realiza con el fin de
evidenciar que no existe una variacion significativa entre el peso de las tabletas de

una misma formulacién, en las que éste no debe variar mas alla del 5 %.

Es una forma de medir la capacidad de los sélidos compactados de resistir la
abrasion o el desgaste por friccion durante la manipulacion, envasado y transporte,

el % de friabilidad maximo permitido es de 1.0 %.
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Durante su fabricacion, las tabletas se encuentran sometidas a diversos eventos
que implican una tension considerable, como son el recubrimiento, envasado y
transporte, por lo que deben de poseer la capacidad de resistir todos aquellos
efectos y llegar lo mas integramente posible a los pacientes. La dureza es una
propiedad mecanica que resulta de la compactacion de granulados o polvos, es un
parametro que indica la fuerza de union intra e inter particulas dentro del compacto
o tableta, por lo que la resistencia a la ruptura es una medida de integridad
mecanica de las tabletas, y se define como la fuerza aplicada diametralmente

necesaria para fracturar una tableta.

Esta prueba se basa en la medicién del tiempo que requiere una forma farmacéutica
sélida para desintegrarse en un fluido de prueba bajo condiciones de operacion
preestablecidas. La desintegracion completa se define como aquella condicion en
la que sélo quedan fragmentos insolubles de la tableta, residuos del recubrimiento

de ésta o bien una masa suave sin un nudcleo palpable.

Con el fin de verificar la presencia del principio activo en la formulacion, se realiza
un ensayo de identidad en el cual se compara la identidad del principio activo en

cuestidon con un estandar de referencia del mismo.

Se consideran como impurezas 0 sustancias relacionadas a todas aquellas
sustancias que pueden generarse de la manufactura y/o almacenamiento del
medicamento, en la FEUM se encuentran establecidos los métodos para

cuantificacién de sustancias relacionadas.
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La valoracion de principio activo tiene como finalidad determinar si una muestra
representativa de tabletas de un lote contiene la cantidad de principio activo que se

indica en el marbete.

Se basa en la determinacién cuantitativa del contenido del principio activo de
manera individual por unidad de dosis Unica, tiene como objetivo evidenciar si la
variacion del contenido del principio activo entre unidades individuales se encuentra

dentro de los limites establecidos.

Es una técnica para medir la liberacién de principio activo, a partir de la forma de

dosificacion en un determinado tiempo bajo condiciones controladas.
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La validacibn de un método analitico tiene como objetivo obtener evidencia
documentada que demuestre que dicho método cumple con su propdsito. Los
procedimientos y parametros para la validacion de un método analitico aplicado a
estudios de disolucion de farmacos a partir de formas farmacéuticas solidas, se
encuentran establecidos en la NOM-177-SSA1-2013 3.

Se define como la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo
definido, para obtener una respuesta proporcional a la concentracién del compuesto
en la muestra, deben de analizarse al menos 5 puntos de concentracién, por
duplicado, sin incluir el cero, con un coeficiente de regresion r = 0.99 y un error

relativo debido a la regresion no mayor a 2 %.

Se refiere al grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra
homogénea. Con los datos de linealidad del sistema se calcula el % CV del factor

respuesta que debe ser < 2 %.

Hace referencia a la capacidad del farmaco de conservar sus caracteristicas
fisicoquimicas, asi como su concentracion, desde el momento del muestreo hasta
su andlisis final, se deben determinar las condiciones de temperatura y tiempo,
entre otros, en las que el compuesto permanece estable. La diferencia absoluta del
promedio del porcentaje cuantificado en el andlisis inicial y final debe ser menor al
3 %.
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Se debe determinar que no exista adherencia del farmaco al filtro que es usado en
los ensayos de disolucion, la diferencia absoluta entre el promedio de los datos de
por lo menos 6 muestras de solucion filtrada y sin filtrar debe ser igual o menor al 2
%.

Se debe validar el método analitico, tanto para el medicamento de prueba como

para el medicamento de referencia

El método debe demostrar una linealidad con al menos 5 puntos (que incluya los
puntos extremos excepto el cero) por triplicado, con un coeficiente de regresion

mayor o igual que 0.99 y un error relativo debido a la regresion no mayor al 3 %.

Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia, se debe calcular el promedio del porcentaje de la recuperacion de los
datos de linealidad, el cual no debe variar en mas de 3 % con respecto a la cantidad

nominal en cada punto.

La precision del método se evalla como repetibilidad y reproducibilidad.

Es la precision bajo las mismas condiciones de operacion en un intervalo corto de
tiempo. Con los datos de exactitud del método se calcula el % CV del porcentaje

cuantificado, éste debe ser menor o igual al 3 %.
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Se refiere a la precision bajo las condiciones que comunmente pueden variar
dentro del laboratorio: diferentes dias, diferentes analistas, diferentes equipos. Para
cada condicion de interés, se debe realizar el analisis como se indica en el método
propuesto con una muestra homogénea del producto por triplicado y se debe
calcular el % cuantificado. EI % CV global, del porcentaje cuantificado, debe ser

menor o igual al 3 %.

Es la capacidad de un método analitico para diferenciar y cuantificar el compuesto
a analizar en presencia de otros compuestos en la muestra. Se debe demostrar la
selectividad del método para el farmaco ante otros componentes de la muestra,
cualquier interferencia no debe producir un error mayor al aceptado en precision y

exactitud.
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La prueba de velocidad de disolucion aparente es un método para medir la
liberacion de un principio activo a partir de la forma de dosificacion que lo contiene

y su disolucion en un medio de prueba.

El proceso de absorcion de un principio activo contenido en una forma farmacéutica
sélida después de su administracién oral depende de su liberacion y disolucion en
las condiciones fisiologicas, por lo que la evaluacién de la velocidad de disolucion
in vitro puede ser una prediccion del comportamiento in vivo, siempre y cuando el

paso limitante para la absorcion sea la disolucion 38,

Las pruebas de disolucion farmacopéicas son pruebas limite puntuales, Unicamente
evallan la cantidad de principio activo disuelto en un tiempo determinado y el
criterio de aceptacion es util para el control de calidad del medicamento, pero no

proporciona informacién de la velocidad a la cual el farmaco se disuelve.

Un perfil de disolucion considera diversos tiempos de muestreo, lo que permite
establecer la velocidad de disolucién. Diversos estudios reportados en la literatura,
han demostrado que si una prueba comparativa de los perfiles de disolucién entre
el medicamento de referenciay el de prueba, se disefiay se lleva a cabo de acuerdo
con un procedimiento establecido, con equivalentes farmacéuticos que muestran
comportamiento semejante en relacion con sus caracteristicas de velocidad de

disolucién, probablemente tendran también una biodisponibilidad comparable.

Los lineamientos para realizar perfiles de disolucion de tabletas se encuentran

descritos en la NOM-177-SSA1-2013, dentro de los mas importantes se consideran:

Todos los métodos analiticos empleados para la cuantificacion de muestras

provenientes de un perfil de disolucién deben de ser validados.
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Las condiciones para la prueba de perfiles de disolucion deben ser las
establecidas en la FEUM y sus suplementos vigentes. Cuando en éstos no
aparezca la informacion, podra recurrirse a farmacopeas de otros paises.
Realizar los perfiles de disolucion con 12 unidades, tanto del medicamento
de prueba como el de referencia en las mismas condiciones experimentales.
Utilizar como medicamento de referencia el indicado por COFEPRIS.

Para realizar el perfil de disolucion deben seleccionarse por lo menos 5

tiempos de muestreo, que permitan caracterizar el perfil de disolucién.

Para comparar perfiles de disolucion, uno de los parametros que son empleados es
el factor de similitud (f2). El f2 es un valor puntual que proviene de un modelo
matematico y permite relacionar a través de una transformacion logaritmica la
semejanza entre los perfiles de disolucion de los medicamentos de referencia y de

prueba. Esta aproximacion es valida bajo las siguientes consideraciones ’3:

Los tiempos de muestreo son idénticos para ambos productos.

Al menos se tienen 3 0 4 tiempos de muestreo. La norma establece 5 tiempos
para lograr la mejor caracterizacion de la curva.

Los perfiles de disolucibn se realizan exactamente en las mismas
condiciones operacionales.

El coeficiente de variacion del porcentaje disuelto no es mayor del 20 % para
el primer tiempo de muestreo y no mayor que el 10 % para los tiempos
subsecuentes.

La curva de disolucion se evalla en su parte ascendente y en su meseta.

La similitud entre un perfil de disolucion de un producto de prueba en relacion con
el producto de referencia, se establece cuando el valor de f2 es igual o mayor que
50 (entre 50 y 100).
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México es un gran consumidor de antibioticos, representando un mercado anual de
960 millones de délares. Estos medicamentos poseen el segundo lugar en ventas
anuales en farmacias privadas en el pais (14.3 %); sin embargo, no hay informacién
cientifica publicada que exponga de forma representativa la calidad y seguridad de
todos los productos antibiéticos comercializados en México °.

El uso de antibioticos de calidad subestandar puede ser uno de los factores de
desarrollo de resistencia microbiana, que trae consigo la disminucién de
tratamientos efectivos contra enfermedades infecciosas 1°8912 En México, se
comercializan antibiéticos de patente y genéricos. Se ha impulsado la oferta de
medicamentos genéricos de bajo costo para que las familias mexicanas gasten
menos en el cuidado de su salud, lo cual en los dltimos cuatro afios ha reducido el
gasto de los mexicanos en medicinas de un 49.6 % a 44.1 % respecto de su gasto

total en salud 74.

El bajo costo de los medicamentos genéricos y su alza en su consumo nos lleva a
pensar en su calidad, que aunado a los reportes de calidad subestandar de
antibiéticos, hace relevante tener estudios de calidad biofarmacéutica para los
antibioticos de mayor empleo y distribucion en México, que contribuyan a evidenciar

los preceptos que todo medicamento debe de cumplir: calidad, seguridad y eficacia.

El presente proyecto pretende realizar un estudio comparativo de la calidad
biofarmacéutica de tabletas de ciprofloxacino de 500 mg de patente y genéricas,
con el fin de evidenciar su calidad y descartar que esta pueda ser un factor para la

generacion o desarrollo de resistencia microbiana.
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Las tabletas de ciprofloxacino de 500 mg de patente y genéricas producidas y
distribuidas en México cumplen con todos los criterios de calidad biofarmacéutica
establecidos, por lo que su uso no pone en riesgo el desarrollo de resistencia

microbiana a dicho antibi6tico.
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Comparar la calidad biofarmacéutica de diferentes tabletas de ciprofloxacino
de 500 mg de marcas de patente y genéricas que se producen y distribuyen
en México, para descartar que su uso desarrolle resistencia microbiana ante

dicho medicamento.

Evaluar la calidad de ciprofloxacino tabletas de 500 mg (patente y
genéricas), mediante diferentes pruebas farmacopéicas.

Validar un método analitico aplicado al estudio de disolucion de
ciprofloxacino.

Obtener y comparar los perfiles de disolucion de tabletas de ciprofloxacino

de diferentes marcas.
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Medicamentos

Se adquirieron en la farmacia 4 formulaciones de ciprofloxacino tabletas de 500 mg
fabricadas y distribuidas por diferentes laboratorios en México (Figura 6), tomando
como criterio de seleccion el precio por tableta, considerando las de mayor y de
menor precio, incluyendo dentro de las mismas la formulacién de referencia que
indica la COFEPRIS (Tabla 3).

Figura 6. Diferentes presentaciones de ciprofloxacino, tabletas de 500 mg adquiridas para el proyecto

Tabla 3. Formulaciones de ciprofloxacino de 500 mg adquiridas para el proyecto

rormuiacen -----

Clproxma® ([T iV ET M Bayer México
500 mg c/ 14 tabletas S.A de C.V. BXH8AU1 JUL 2020 Referencia $38.36

Ciprobac® ciprofloxacino
500 mg c/14 tabletas
Grupo

A0 @Rl FREO LY farmacéutico 5051316 MAY 2017 Genérico $10.80
mg c/10 tabletas Bruluart

Eufloxin ciprofloxacino
500 mg c/12 tabletas
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Sustancia de referencia clorhidrato de ciprofloxacino FEUM
Agua mili Q

Agua bidestilada

Acetonitrilo grado HPLC, Burdick & Jackson®

Acido ortofosférico 85 %, Merck®

Trietilamina 99 %, Sigma-Aldrich®

Todas las pruebas que se describen a continuacién se realizaron con base en la
FEUM 11va edicion.

Se tomaron 10 tabletas al azar de cada una de las formulaciones, se observaron
de forma minuciosa, examinando su apariencia, forma, color y presencia de
contaminantes macroscopicos. Como criterio de aceptacién se establecid la

ausencia de cualquier tipo de contaminante y deformacion.

Se tomaron 10 tabletas al azar de cada formulacién, se pesaron de manera
individual en una balanza analitica registrando el peso de cada una de ellas, con
estos datos se realiz6 el calculo del peso promedio, desviacién estandar y el % CV,

debiendo cumplir con un % CV < 5 entre tabletas de una misma formulacion.
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5.3.1.3 Friabilidad (MGA. 1041)

Se tomo una muestra de 10 tabletas al azar de cada formulacién, se pesaron de
manera individual y se registré el peso de cada una, se realizo la suma de los pesos
para obtener un peso inicial total (Pi), posteriormente se colocaron en un
friabilizador marca ELECSA® (Figura 7) y se sometieron a 25 + 1 rpm durante 4
minutos, después del tiempo establecido las tabletas se volvieron a pesar
individualmente, se registraron los pesos y se realiz6 una suma de ellos para
obtener el peso final (Pt).

Figura 7. Friabilizador ELECSA®

Con los pesos obtenidos se realizé el calculo de % de friabilidad como se indica en

la monografia mediante la siguiente ecuacion:
Célculo de % de friabilidad
Pi — Pt
% Friabilidad = (T) x 100

Dénde:

Pi = Peso total de las unidades antes de poner en el friabilizador

Pt = Peso total de las unidades después de la prueba de friabilidad
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Las tabletas pasan la prueba si después del ciclo de rotaciones presentan pérdidas
de masa Unicamente por astillamiento o abrasion y el % de friabilidad no es mayor
a 1.0 %.

5.3.1.4 Dureza (MGA. 1051)

Se tomo6 una muestra de 10 tabletas al azar de cada formulacion, posteriormente
se colocaron de forma diametral en un durometro automatizado marca ERWEKA®
(Figura 8), se registro la fuerza requerida para fracturar cada una de las tabletas.
Con los datos obtenidos se calculo la fuerza promedio, minima y maxima, requerida

para fracturar las tabletas de cada formulacion.

Figura 8. Durémetro automatizado ERWEKA®

5.3.1.5 Prueba de desintegracion

La prueba de desintegracién se realizd en un equipo desintegrador marca Vanguard
Pharmaceutical Machinery Inc.® Modelo BJ-2 (Figura 9), utilizando como liquido de
inmersién agua destilada a 37 °C. Se tomaron 6 tabletas al azar de cada una de las
formulaciones, las cuales fueron colocadas en los tubos de la canastilla de
inmersion del equipo y posteriormente se sometieron a movimiento en el
desintegrador, con ayuda de un cronémetro se cuantificd el tiempo en que tardaron
en desintegrarse las 6 tabletas, teniendo como criterio de desintegracion la
ausencia de un nucleo sdlido en las tabletas.
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Figura 9. Desintegrador Modelo BJ-2

5.3.1.6 Ensayo de identidad, sustancias relacionadas (impurezas), valoracién de principio activo
(MGA. 0241)

El ensayo de identidad, la deteccion de sustancias relacionadas (impurezas) y la
valoracion del principio activo se realizaron por medio de la técnica de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (CLAR) bajo las condiciones
especificadas en la monografia individual de la FEUM (Tabla 4), para estas pruebas

se utilizé un cromatdgrafo marca Hitachi® modelo Primaide (Figura 10).

Tabla 4. Condiciones cromatograficas en CLAR para ciprofloxacino segun la FEUM

| Caracteristca [T
LV
XTerra ® MS C18, 3.5 um, 4.6 x 100mm

Velocidad de Flujo 1.5 mL/min
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Figura 10. Cromatoégrafo Primaide marca Hitachi®

Para realizar las pruebas antes mencionadas se prepararon las siguientes

soluciones conforme a lo descrito en la monografia individual de la FEUM:

Fase movil: Se prepararon 2 L de solucién de acido ortofosférico al 0.245 % pH 3.0
de la siguiente manera, en 1.9 L de agua miliQ se adicionaron 5.8 mL de acido
ortofosférico al 85 %, posteriormente se ajustd a pH 3.0 con trietanolamina, se aforé
con agua, se mezcld y filtr6 al vacio con agitacion utilizando filtros de 0.45 um,

adicionalmente para desgasificar, se sonicé durante 5 min.

Por separado se midid 1 L de acetonitrilo grado HPLC, el cual se filtré al vacio con

agitacion utilizando filtros de 0.45 um y se desgasifico por sonicacion durante 5 min.
La mezcla de la fase movil se realiza de forma automatizada en el cromatografo.

Preparacion estandar de ciprofloxacino: Se prepar6 una solucion de estandar de
clorhidrato de ciprofloxacino en fase moévil con concentracion final de 5.8 pg/mL,
para lo cual se pesaron 5.8 mg del estandar y se disolvieron en 10 mL de fase movil,
a partir de esta solucion se realizaron las diluciones pertinentes para lograr una

solucioén con concentracién final de 0.58 mg/mL.
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Preparacion de muestras (tabletas): Se pesaron 10 tabletas de cada formulacién,
a las cuales se les calculo su peso promedio, posteriormente fueron trituradas para
obtener un polvo fino, del cual se pesé una cantidad de la mezcla equivalente a 2
g de ciprofloxacino, se pasé a un matraz volumétrico de 1 L con 750 mL de agua,
se mezcld y sonico durante 20 min, a continuacion se aforé con agua y se mezclé,
consecutivamente se centrifugd una porcion de la suspension y se pasé una
alicuota de 25 mL del liquido sobrenadante a un matraz volumétrico de 100 mL, se

llevo al aforo con agua y se mezclo.

Las preparaciones se analizaron por triplicado mediante la técnica de CLAR bajo
las condiciones antes descritas inyectando volumenes de 50 pL de cada
preparacioén, con lo cual se obtuvieron los cromatogramas correspondientes para
determinar el tiempo de retencidén y area bajo la curva (ABC) de las diferentes

sefales. A continuacion, se describe la metodologia de cada una de las pruebas.

Para el ensayo de identidad, a partir de los cromatogramas obtenidos se determiné
el tiempo de retencién del estandar y de las preparaciones de las diferentes
formulaciones, el tiempo de retencion obtenido en los cromatogramas de las
muestras debe corresponder al tiempo de retencion del cromatograma de la

preparacion del estandar.

En esta prueba se determina la presencia de la impureza C de ciprofloxacino, que
es una impureza que puede generarse por fotélisis del principio activo durante el
proceso de fabricacion de las tabletas. Debido a la falta de recursos econdmicos no
se logro adquirir la impureza antes mencionada para su analisis, sin embargo, se
realizd una busqueda bibliogréfica de los cromatogramas para dicha impureza bajo
las mismas condiciones de analisis cromatografico (Figura 11), por lo que se realiz6
un comparacion de los cromatogramas obtenidos de las muestras con los

cromatogramas de la bibliografia para determinar si existia la presencia de esta
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impureza, la farmacopea indica que se acepta una sefial con ABC < a un
cromatograma obtenido con una preparacion de la impureza C de ciprofloxacino a

una concentracion de 2.5 pg/mL.
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Fig. 3. HPLC profile obtained from cprofloxacin HCI (500 pg mL™") spiked with its related
compounds at 0.2% level (1 pg mL™"). Chromatographic conditions: as for Fig. 2 except injection
volume was 50 pul.. Peaks: | = imp-E. g = 2.797 min: 2 = imp-B. 7g = 4.872 min: 3 = imp-C.
R 5.517 min: 4 ciprofloxacin  HCL  1p 7546 min: 5 = imp-D. 1p 9.690 min;
6 = chloro analogue, g = 15.591 min
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Figure 2. (a) A typical UV spectrum of ciprofloxacin hydrochloride; (b) A typical chromatogram of blank: (c) A typical
chromatogram of standard: (d) A typical chromatogram of sample: (e) A typical chromatogram of sample spiked with im-
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Fig. 1. A comparison of the HPLC chromatographs obtained under optimized conditions, and un-
der BP conditions for a working standard solution.

Figura 11. Cromatogramas en la bibliografia para la impureza C de ciprofloxacino
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De los cromatogramas obtenidos, se calculo el &rea bajo la curva de los picos
correspondientes y se calculo la cantidad del principio activo mediante la siguiente

ecuacion:

o _ 4 331.34
% Principio activo = CD (A - ) (367 81)
ref ’

Donde:

m
C = Cantidad por mililitro de clorhidrato de ciprofloxacino en la preparaciéon de referencia = 0.0058 m—'z

D = Factor de dilucién de la muestra
A,, = Area bajo el pico obtenida en el cromatograma con la preparacién de la muestra
Arep = Area bajo el pico obtenida en el cromatogramacon la preparaciéon de referencia
331.34 = Peso molecular de ciprofloxacino

367.81 = Peso molecular del clorhidrato de ciprofloxacino

La monografia individual establece que las formulaciones deben de cumplir con %
PA en un intervalo de 95 % -105 %.

Para la uniformidad de contenido se utilizé el método de variacion masa, para lo
cual se tomdé una muestra representativa de 10 tabletas por formulaciéon y se
pesaron de forma individual, con los datos de la valoracion del principio activo se
calculo el % PA por unidad conforme a su masa, posteriormente se realizo el calculo
de los valores de aceptacion L1 y L2 que se especifican en la FEUM, el valor L1
representa el maximo valor de aceptacion permitido en porcentaje, posee un valor
L1=15.0, el valor L2 representa el maximo intervalo permitido para la desviacion de

cada unidad de dosificacion a partir del valor de referencia.
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5.3.2 Validacion del método analitico para la cuantificacion del farmaco disuelto

Se realizé la validacion de un método analitico para la cuantificacion de
ciprofloxacino por espectrofotometria UV, siguiendo los parametros de la NOM-177
SSA1-2013, dicho método se realiz6 utilizando la técnica del estdndar adicionado,
agua como medio de dilucibn y una longitud de onda de 276 nm en un
espectrofotometro UV-VIS, marca Labomed®, Inc. Modelo 2650 (Figura 12). Los

parametros evaluados en la validacion se describen a continuacion.

Figura 12. Espectrofotometro UV-VIS 2650 Labomed®, Inc.

5.3.2.1 Pardmetros de validacion para el farmaco

5.3.2.1.1 Linealidad

A partir de una solucion concentrada de estandar de ciprofloxacino se construyo
por duplicado una curva de calibracidn en un intervalo de concentraciones de 2 - 7
ug/mL, por regresion lineal se calcul6 el coeficiente de regresion, el cual debe serr
= 0.99, asi mismo, también se calculé el error relativo debido a la regresion que no

debe ser mayor de 2 %.

5.3.2.1.2 Precisién

Con los datos de linealidad del sistema se calcul6 el % CV del factor respuesta
(relacion de la absorbancia medida entre la concentracion nominal de cada punto),

el % CV del factor respuesta debe ser < 2 %.

Pagina | 33



Calidad biofarmacéutica de ciprofloxacino y desarrollo Tolentino S. J.
de resistencia microbiana

La estabilidad se determin6 con las curvas construidas para la determinacion de
linealidad, éstas se analizaron a los 150 min y a las 24 h posterior a su analisis
inicial. Se calculé la diferencia absoluta del promedio del % cuantificado en el
andlisis inicial y el analisis final a los 150 min y a las 24 h, dicho valor debe ser
mayor al 3 %.

Se prepard por sextuplicado un punto de la curva (5 pg/mL), se obtuvieron las
absorbancias de cada muestra sin filtrar, posteriormente se filtraron utilizando filtros
de 0.45 um marca PALL®, se calcul6 el % cuantificado de las muestras sin filtrar y
filtradas para calcular la diferencia absoluta entre el promedio de estos, el cual debe

ser <2 %.
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5.3.2.2 Pardmetros de validaciéon para el medicamento

Tolentino S. J.

Estos parametros se realizaron tanto para el medicamento de prueba como para el

medicamento de referencia.

Para esta etapa los medicamentos se dividieron, definiendo 3 Problemas, esto

dependiendo del peso promedio y % PA de cada una de las formulaciones (Figura

13).

Validacion (medicamentos de prueba y referencia)

Problema 1 Problema 2 Problema 3

Formulacién R.efer‘e.nCI(; Ciprobac® Brubiol
Ciproxina

%PA 100.04
Peso prom (g) 0.731

Figura 13. Division por Problemas para validacidn con los medicamentos dependiendo de % PA y peso

promedio de las formulaciones
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5.3.2.2.1 Linealidad

Aplicando la técnica del estandar adicionado se construyo por triplicado la curva de
calibracién de cada Problema en un intervalo de concentracién de 4 - 9 pg/mL
manteniendo constante la concentracion del Problema (2 pg/mL) y variando la
concentracion del estandar como se indica en la Tabla 5. Se calculo el coeficiente
de regresion y el error relativo debido a la regresion debiendo ser=0.99 %y <3 %

respectivamente.

. Preparacion de la curva de calibracion medicamento + STD

Concentracion final
clorhidrato de
ciprofloxacino Solucién Medicamento Solucion STD
Medicamento+STD [nug/mL] [ug/mL]
[ng/mL]

N NN NNN
N o A WN

5.3.2.2.2 Exactitud

Se calcul6 el promedio del porcentaje de la recuperacion de los datos de linealidad,
el cual no debe variar en mas de 3 % con respecto a la cantidad nominal en cada

punto.

5.3.2.2.3 Precisién

La precision del método se evalué como repetibilidad y reproducibilidad.

5.3.2.2.4 Repetibilidad

Con los datos de exactitud del método, se calculdo el % CV del porcentaje

cuantificado; éste debe ser menor o igual al 3 %.
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5.3.2.2.5 Reproducibilidad

Para la reproducibilidad, se prepararon por triplicado curvas de los Problemas en
un intervalo de concentracion de 2 - 7 pg/mL. Utilizando los resultados de la curva
con estandar adicionado, se calcul6 el % cuantificado para los tres casos. El % CV

global del % cuantificado debe ser < 3 %.

5.3.2.2.6 Selectividad

Las curvas con estandar adicionado se analizaron tomando como blanco la solucion
del Problema (2 pug/mL) esto con el fin de obtener sélo la respuesta del estandar
adicionado. Con los datos de la curva inicial del estandar, se calculd el %
cuantificado para los tres casos, el % CV global del porcentaje cuantificado, debe

ser < 3 %.

5.3.3 Perfiles de disolucion

Los perfiles de disolucion se realizaron con 12 tabletas de cada formulacion
siguiendo las especificaciones de la NOM-177-SSA1-2013 y de la MGA 0291 de la
FEUM, en un disolutor marca Labindia®, modelo DS800 (Figura 14), bajo las
condiciones especificadas en la Tabla 6.

Figura 14. Disolutor marca Labindia® modelo DS800
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. Condiciones para el perfil de disolucion

Aparato 2 (Paletas)

Medio de disolucién 900 mL H20 destilada 37 °C
Temperatura del baio 37°C+0.5
Velocidad de agitacion 50 rpm

Tiempo de muestreo 5,10,15,30,45,60y 75 min
Volumen de la alicuota 25+0.5mL

Remplazo de medio No

5.3.3.1 Preparacién del medio de disolucion

Se calentaron 12 L de agua bidestilada a 45 °C, se filtraron al vacio con agitacion
utilizando filtros de 0.45 pm y finalmente se sometieron a sonicacién durante 25

min.
5.3.3.2 Toma de muestra
La toma de muestra se hizo en el punto intermedio de la parte superior de la paleta

y el medio de disolucion (Figura 15.a) a través de una canula especial y una jeringa
de 3 mL (Figura 15.b).

Figura 15.Toma de muestra. a) Posicidn de la canula para toma de muestra, b) Canula con jeringa para
toma de muestra
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Las muestras fueron filtradas utilizando filtros PALL® 0.45 um. De las muestras
filtradas, una alicuota de 50 pL fue llevada a un volumen de 5 mL con agua
bidestilada. La absorbancia de las diluciones realizadas fue determinada a 276 nm
usando como blanco agua. La cuantificacion del farmaco disuelto se obtuvo por
interpolacion en la curva de calibracion utilizando el método analitico previamente

validado.

El calculo del % disuelto en cada tiempo de muestreo se hizo con base en la
concentracion nominal establecida en el marbete de las formulaciones y en la
concentracion obtenida para los diferentes tiempos. Los perfiles de disolucion se
obtuvieron graficando el % disuelto en cada punto vs tiempo. El perfil de disolucién

promedio se hizo con el promedio de los % disueltos de cada punto en cada tableta.

En la NOM-177-SSA1-2013 se especifica que si el % CV del porcentaje disuelto es
menor o igual a 20 % para el primer tiempo de muestreo y menor o igual al 10 %
para los tiempos subsecuentes se comparan los perfiles de disolucién de los
medicamentos de prueba con el de referencia por el factor f2, si el valor de f2 es
mayor o igual a 50 se consideran similares. El calculo del factor de similitud f2 se

realiz6 mediante la siguiente ecuacion:

100

f, =50-log n
Jl + 7 2i(Ri — Py)?

Donde:

t = # de tiempos de muestreo
R; = Promedio de % disuelto del medicamento de referencia en el iésimo tiempo de muestreo

P; = Promedio de % disuelto del medicamento de prueba en el iésimo tiempo de muestreo
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6 RESULTADOS

6.1 Pruebas de calidad

6.1.1 Apariencia

Para todas las formulaciones, las tabletas no presentaron ningun tipo de
contaminante o deformacion, siendo en todos los casos tabletas con una apariencia

uniforme en cuanto a color y forma (Figura 16).

Ciproxina ® Ciprobac © Brubiol Eufloxin

Figura 16. Apariencia de tabletas de ciprofloxacino, 500 mg de diferentes formulaciones

6.1.2 Peso promedio

En la Tabla 7 se presenta el peso promedio, la desviacién estandar y el coeficiente
de variacion para cada una de las formulaciones, las cuales cumplieron
satisfactoriamente este parametro, ya que el % CV de todas se encuentra dentro
del limite méximo permitido que es del 5 %.

Tabla 7. Resultados obtenidos para la prueba del peso
promedio

0.754 0.008
| Ciprobac® [ERRNVZZER A
0.881 0.021
L__Eufloxin___[IFZE R TR
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6.1.3 Friabilidad

La Tabla 8 muestra el % de friabilidad calculado para cada una de las
formulaciones, todas las presentaciones cumplieron con la prueba, ya que no

rebasaron el 1.0 % de friabilidad, que es el valor maximo permitido.

Tabla 8. Resultados obtenidos para la prueba de friabilidad

Formulacion ___

Ciproxina ®

———

Brubiol

6.1.4 Dureza

La Tabla 9 muestra la fuerza minima, promedio y maxima necesaria para fracturar
las tabletas de cada presentacion, en el caso de la prueba de dureza no existe
alguna especificacién farmacopéica establecida que nos indique que las tabletas
cumplen con dicha prueba, esto es debido a que la dureza se ve influenciada por
diferentes factores que intervienen en el proceso de fabricacion de las tabletas, que
van desde los componentes en la formulacion hasta el tipo de compresion. Los
resultados obtenidos son muy variables entre las diferentes formulaciones, sin
embargo, no existe una variacion significativa entre los resultados obtenidos para
las tabletas de una misma formulacion, por lo que se asume que las tabletas pasan

la prueba.

Tabla 9. Resultados obtenidos para la prueba de dureza

rormiseen ----

Clproxma ® 23.74 1.5833

____
10. 14.92 2.6711
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6.1.5 Desintegraciéon

Tolentino S. J.

En la Tabla 10 se muestran los tiempos de desintegracién obtenidos para cada

formulacién, todas ellas cumplen con este parametro ya que no sobrepasan el

tiempo maximo de desintegracion de 30 min.

Tabla 10. Resultados obtenidos para la prueba de
desintegracion

7.05
| Cipobace 0 BRI
3.06
L Eufloxin [ LR

6.1.6 Ensayo de identidad

El tiempo de retencién obtenido en los cromatogramas con la preparacion de las

formulaciones, corresponde al tiempo de retencién obtenido en el cromatograma

con la preparacion de referencia (Figura 17 y Tabla 11), no existiendo diferencias

significativas entre ellos, lo cual identific6 al principio activo en todas las

formulaciones.
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Figura 17 . Cromatogramas obtenidos para el estandar de referencia (a), y para las diferentes
formulaciones de ciprofloxacino, tabletas 500 mg (b,c,d,e).

Tabla 11. Tiempo de retencidn del estandar y las diferentes formulaciones
de ciprofloxacino, tabletas 500 mg

Estandar i

(Sust'anua 3.400
de referencia)

T 557 e s

Ciprobac ® 3.384 0.012 0.341
I 15568 0 [ ooz s
Eufloxin 3.371 0.021 0.608

6.1.7 Deteccidon de impurezas

En los cromatogramas obtenidos para las diversas formulaciones (Figura 17), no
se observa la impureza C de ciprofloxacino reportada en la bibliografia (Figura 11)
7577 por lo que se asume que los medicamentos analizados se encuentran libres

de impurezas.
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6.1.8 Valoracion del principio activo

Todas las formulaciones cumplieron con el intervalo de aceptacion establecido (95
% - 105 %) en la monografia individual para la valoracion de tabletas de

ciprofloxacino (Figura 18).

110
Max
105
102.32%
100. o
E:O_ 100 00.00% 100.05% 99.81%
IS
95 Min
90
Ciproxina ® Ciprobac ® Brubiol Eufloxin
Formulacion

Figura 18. Grafico del contenido del % de Principio Activo en formulaciones analizadas de ciprofloxacino
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6.1.9 Uniformidad del contenido

Para la uniformidad del contenido, la FEUM establece dos valores de aceptacion:
L1 = 15, que corresponde al maximo valor de aceptacion en porcentaje y L2, que
corresponde al maximo intervalo permitido para la desviacion de cada unidad de
dosificacion probada a partir del valor de referencia para cada formulacién, por lo
que este intervalo se calcula de manera independiente para cada formulacién.
Todas las formulaciones cumplen con el valor L1 y con el intervalo L2

correspondiente (Tabla 12), por lo que pasan la prueba.

Tabla 12. Resultados obtenidos para uniformidad del contenido
mediante el método de variacion de masa

e ---

Clproxma ® 5.378 75-125 98.14-102.12

BT seo s oomama

Brubiol 11.691 75-127 96.53-104.48

BCTTH s am swosans
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6.1.10 Resumen de los resultados obtenidos para las pruebas de calidad

La Tabla 13 muestra en resumen los resultados obtenidos para cada una de las
pruebas de calidad realizadas a tabletas de las diferentes formulaciones

analizadas.

Tabla 13. Resumen de los resultados obtenidos para las pruebas de calidad
realizadas a tabletas de ciprofloxacino, 500 mg

F lacié
ormulacién/ Ciproxina ® Ciprobac ® Brubiol Eufloxin
Prueba

Peso p(rgc;medlo 0.754 0.772 0.881 0.723

Friabilidad (%) [SESSUTNSSI R R B T
Dureza (kgFza) 23.740 28.280 14.920 25.480

Desintegracion
(min)

Identidad
(tiempo de
retenciéon min)

Valoracion del
principio activo 100.000 102.320 100.050
(%)

Uniformidad de
contenido
L1
L2
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6.2 Validacion del método analitico (cuantificacion del farmaco disuelto
(espectrofotometria UV)

6.2.1 Resultados de Validacion con el Sistema (Farmaco)

6.2.1.1 Linealidad

La Figura 19 muestra la grafica promedio obtenida de las dos curvas de calibracion
realizadas con la sustancia de referencia de ciprofloxacino en un intervalo de
concentraciones de 2 - 7 ug/mL. Mediante la regresion lineal de los datos se obtuvo
un coeficiente de correlacion R? = 0.9999 (criterio R? =2 0.99) y un error relativo
debido a la regresién de 0.1 % (criterio < 2 %), demostrando asi la linealidad del

sistema.

0.8
0.7 y=0.0969x-0.0102

R?=0.9999
0.6

0.5

ABS

0.4
0.3
0.2 O
0.1

0.0
0 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentracion STD [pg/mL]

Figura 19. Grafico de la curva del estandar de ciprofloxacino
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6.2.1.2 Precision

La precision del sistema no mostré un % CV del factor respuesta mayor al 2 %

como se observa en la Figura 20.

0.110

0.100
U
Z -
S
L 0.090
(%)
(aa)]
<

0.080

0.070

0 1 2 3 4 5 6 7 8

Concentracién STD [ug/mL]

Figura 20. Grafico del factor respuesta de la curva tipo de ciprofloxacino

6.2.1.3 Estabilidad de la muestra
En la Figura 21 y la Tabla 14, se observa que las curvas de calibracion con la

sustancia de referencia de ciprofloxacino analizadas a los 150 miny alas 24 hy al

tiempo cero (analisis inicial) no presentaron una diferencia absoluta mayor al 3 %.

Pagina | 48



Calidad biofarmacéutica de ciprofloxacino y desarrollo Tolentino S. J.
de resistencia microbiana

0.8
0.7
0.6

0.5 —@— Curva inicial

ABS

0.4 —&— 150 min
0.3 ® 24h
0.2

0.1

0.0
0 2 4 6 8

Concentracion STD[ug/mL]

Figura 21. Graficos de las curvas de estabilidad de la muestra inicial, a 150 miny a 24 h

Tabla 14. Diferencia absoluta % cuantificado para estabilidad de la

muestra

Inicial 99.966 (<3)

24 h 102.859 2.984

6.2.1.4 Influencia del filtro

El andlisis de influencia del filtro no evidencié una adherencia significativa de la
muestra al filtro, al obtenerse una diferencia absoluta de 1.920 %, menor al 2 % que

marca el criterio de aceptacion (Tabla 15).

Tabla 15. Resultados de influencia del filtro

Promedlc? solucidn sin 0.469 98.837
filtrar

% Diferencia absoluta
(€2 %) 1.920
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6.2.2 Resultados de la validacion con los medicamentos

6.2.2.1 Linealidad

Enla Figura 22. a, b, y ¢, se muestran las curvas de calibracion promedio obtenidas
para los medicamentos (Problemas) con estandar adicionado. Todas ellas siguen
un comportamiento lineal tipo y = mx + b, donde los coeficientes de determinacion
fueron mayores a 0.999 con errores relativos a la regresion menores al 3 %,
cumpliendo asi los criterios de aceptacion para la linealidad del método en un

intervalo de concentraciones de 4 - 9 pg/mL.

a) Problema 1 + STD b) Problema 2+ STD
1.0 1.0
L .0
0.8 L 0.8 &
o .o
» 06 e o~ 0.6 e
2 @ 2% @
0.4 L& 0.4 @
y = 0.0986x + 0.0254 y = 0.0988x + 0.012
0.2 R? = 0.9999 0.2 R? = 0.9996
0.0 0.0
2 4 6 8 10 2 4 6 8

Concentracion [ug/mL] Concentracion [pug/mL]

c) Problema 3+ STD

1.0

0.8
»n 0.6
<

0.4 y = 0.1007x + 0.0239

2 -
) R?=0.9994
0.0
5 4 6 8 10

Concentracion [pug/mlL]

Figura 22. Graficos de las curvas tipo de a) Problema 1 + STD, b) Problema 2 +STD y c) Problema 3 +STD,

en un intervalo de concentracién de 4-9 pug/mL
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6.2.2.2 Exactitud

Para exactitud, el % CV obtenido del promedio de la concentracion recuperada en
cada nivel de concentracion de los datos de linealidad, fue para el Problema 1:
0.293 %, el Problema 2: 0.717 % y el Problema 3: 0.649 % (Tablas 16 -18, Criterio
de aceptacién < 3 %), con lo que se exhibe la exactitud del método con los

medicamentos.

Tabla 16. Exactitud Problema 1 (Ciproxina® Medicamento de referencia)

(o))(«-h 1 =1ai Recuperacion Recuperacion Recuperacion Recuperacion

[ug/mL] 1 2 3 promedio DE  %CV
4.022 4.022 4.022 4.022 0.000 0.000
4.996 5.006 4.986 4.996 0.010 0.203
5.980 6.000 6.010 5.997 0.015 0.258
6.984 6.953 7.004 6.980 0.026 0.366
7.988 8.039 7.988 8.005 0.029 0.366
8.972 9.073 9.012 9.019 0.051 0.566
Prom 0.293

Tabla 17. Exactitud Problema 2 (Ciprobac®+ Eufloxin)

(e[« =10l Recuperacion Recuperacion Recuperacion Recuperacion

. DE % CV

[ng/mL] 1 2 3 promedio
4 3.957 4.049 4.038 4.015 0.050 1.244
5.071 4.990 4.980 5.013 0.050 0.996
6.012 5.941 5.931 5.962 0.044 0.740
6.933 6.964 7.034 6.977 0.052 0.744
8.016 7.955 8.006 7.993 0.033 0.407
9.059 9.038 9.028 9.042 0.015 0.171
Prom 0.717

Tabla 18. Exactitud Problema 3 (Brubiol)

(o[« 1i=1ac) Recuperacion Recuperacion Recuperacion Recuperacion
[ng/mL] 1 2 3 promedio

4 4.003 4.033 4.033 4.023 0.017 0.428
4.936 4.966 5.046 4.983 0.056 1.133

5.999 5.999 5.939 5.979 0.034 0.575

7.052 6.952 6.952 6.985 0.057 0.821

8.074 8.074 7.975 8.041 0.057 0.713

8.929 8.968 8.948 8.948 0.020 0.222

Prom 0.649
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6.2.2.3 Precisién (Repetibilidad)

Para la repetibilidad, el % CV obtenido para el promedio del % cuantificado con los
datos de exactitud, fue para el Problema 1: 0.293 %, el Problema 2: 0.717 % y el

Problema 3: 0.649 % (Tablas 19 - 21, Criterio de aceptacion < 3 %), con lo que se

puede mostrar la repetibilidad del método con los medicamentos.

Tabla 19. Precision Repetibilidad Problema 1 (Ciproxina® Medicamento de referencia)
% % % %

Concentracion

il Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion DE % CV
1 2 3 promedio

4 100.558 100.558 100.558 100.558 0.000 0.000

99.919 100.122 99.716 99.919 0.203 0.203

99.662 100.000 100.169 99.944 0.258 0.258

99.768 99.334 100.058 99.720 0.365 0.366

99.848 100.482 99.848 100.059 0.366 0.366

99.684 100.811 100.135 100.210 0.567 0.566

Prom 0.293

Tabla 20. Precision Repetibilidad Problema 2 (Ciprobac® + Eufloxin)

%

% % %

Concentracion

[ug/mL] Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion DE % CV
1 2 3 promedio

98.937 101.215 100.962 100.371 1.248 1.244

101.417 99.798 99.595 100.270 0.999 0.996

100.202 99.022 98.853 99.359 0.735 0.740

99.046 99.479 100.492 99.672 0.742 0.744

100.202 99.443 100.076 99.907 0.407 0.407

100.652 100.427 100.315 100.465 0.172 0.171

Prom 0.717

Tabla 21. Precision Repetibilidad Problema 3 (Brubiol)

Concentracion % % % %
[ug/mL] Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion DE % CV
1 2 3 promedio
100.074 100.819 100.819 100.571 0.430 0.428
98.729 99.325 100.914 99.656 1.129 1.133
99.983 99.983 98.990 99.652 0.573 0.575
100.738 99.319 99.319 99.792 0.819 0.821
100.931 100.931 99.690 100.517 0.717 0.713
99.206 99.647 99.426 99.426 0.221 0.222

Prom 0.649
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6.2.2.4 Precisiéon (Reproducibilidad)

La Figura 23. a, b y c, revela las curvas tipo promedio obtenidas para el Problema
1, el Problema 2 y el Problema 3 en un intervalo de concentraciones de 2 - 7 pg/mL,
el % CV global para el promedio del % cuantificado para cada curva fue para el
Problema 1: 0.468 %, el Problema 2: 0.431 % y el Problema 3: 0.511 % (Tablas 22
- 24, criterio de aceptacion < 3 %), los valores obtenidos indican que el método es

reproducible.

a) Problema 1 (2-7 pug/mL) b) Problema 2 (2-7ug/mL)
0.9 1.0
0.8 e
0.7 o 0.8 e
0.6 ¥ 2
©0.5 R « 06 o
m @ o
<0.4 RO < 0.4 "...
0.3 — .
0.2 LA 0.2 i
0.1
0 0.0
0 2 4 6 8 0 2 4 6
Concentracion [pug/mL] Concentracién [pg/mL]

c) Problema 3 (2-7ug/mL)
1.0
0.8 .0

0.6 ‘

ABS

0.4
0.2 [ S

0.0
0 2 4 6 8

Concentracion [pug/mlL]

Figura 23. Graficos de las curvas tipo de a) Problema 1, b) Problema 2 y c) Problema 3 en un intervalo de

concentracion de 2-7 pg/mL
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Tabla 22. Precision Reproducibilidad Problema 1 (Ciproxina® Medicamento de referencia)

% % % %

Concentracion

[ng/mL] Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion DE % CV
1 2 3 promedio

2 100.203 99.696 101.724 100.541 1.056 1.050

103.989 103.651 103.989 103.876 0.195 0.188

107.150 107.911 107.404 107.488 0.387 0.360

108.641 109.452 108.032 108.709 0.712 0.655

109.466 109.297 109.128 109.297 0.169 0.155

110.345 110.924 111.214 110.828 0.443 0.399

Prom 0.468

Tabla 23. Precision Reproducibilidad Problema 2 (Ciprobac® + Eufloxin)
% % % %

Concentracion

[ug/mL] Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion DE % CV
1 2 3 promedio

105.263 105.769 106.275 105.769 0.506 0.478

106.950 106.275 107.287 106.838 0.515 0.482

109.059 109.059 109.059 109.059 0.000 0.000

113.360 111.741 111.538 112.213 0.999 0.890

111.336 112.517 111.167 111.673 0.735 0.658

112.637 112.637 112.782 112.686 0.083 0.074

Prom 0.431

Tabla 24. Precision Reproducibilidad Problema 3 (Brubiol)

% % % %

Concentracion

Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion DE % CV
[hg/m] 1 2 3 promedio
2 96.872 93.893 95.382 95.382 1.490 1.562
99.669 100.662 100.000 100.110 0.506 0.505
104.543 103.550 104.295 104.129 0.517 0.496
106.276 106.276 106.673 106.408 0.229 0.216
107.266 107.266 107.431 107.431 0.166 0.154
108.115 107.973 108.256 108.115 0.142 0.131
Prom 0.511
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6.2.2.5 Selectividad

En el Figura 24. a, b y c, se exhibe la comparacién de la curva de calibracién con
la sustancia de referencia (STD), con el STD adicionado en cada uno de los
Problemas, el % CV global del promedio del % cuantificado del STD adicionado con
la curva del STD es de 2.115 %, 2.964 % y 2.932 % para el Problema 1, 2 y 3,
respectivamente (Tablas 25 - 27, criterio de aceptacion < 3 %), ninguno de los
valores sobrepas6 el criterio de aceptacion, por lo que se demuestra la no

interferencia de otros componentes en las formulaciones estudiadas.

a) STD adicionado Problema 1 b) STD adicionado Problema 2
0.8 0.8
0.6 / 0.6 //
2 o @ 0.4
3 04 - 2 -
0.2 I 0.2 o«
0.0 0.0
0 2 4 6 3 0 2 4 6

Concentracién [pg/mL] Concentracién [ug/mL]

—@—STD ADICIONADO CURVA STD —®—STD ADICIONADO CURVA STD

c) STD adicionado Problema 3

0.8
0.6 //
0.4

0 -

ABS

0.0
0 2 4 6 8
Concentracion [pg/mL]
—@— STD ADICIONADO CURVA STD

Figura 24. Graficos de la curva tipo STD con las curvas del STD adicionado en a) Problema 1, b) Problema 2

y ¢) Problema 3 en un intervalo de concentracion de 2-7 pg/mL
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Tabla 25. Selectividad Problema 1 (Ciproxina® Medicamento de referencia)

% % %

Concentracion

[ug/mL] Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion DE % CV
Curva STD STD adicionado promedio

100.571 105.194 102.883 3.269 3.178

99.656 103.612 101.634 2.797 2.753

99.652 103.337 101.495 2.605 2.567

99.792 102.484 101.138 1.903 1.882

100.517 102.775 101.646 1.596 1.571

99.426 100.477 99.952 0.743 0.743

Prom 2.115

Tabla 26. Selectividad Problema 2 (Ciprobac® + Eufloxin)
% % %

Concentracion

[ug/mL] Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion DE % CV
Curva STD STD adicionado promedio

P 100.571 105.022 102.797 3.148 3.062

99.656 105.447 102.551 4.095 3.993

99.652 104.369 102.011 3.335 3.269

99.792 104.135 101.963 3.071 3.012

100.517 104.151 102.334 2,569 2.511

99.426 102.187 100.807 1.952 1.937

Prom 2.964

Tabla 27. Selectividad Problema 3 (Brubiol)

% % %

Concentracion

[ug/mL] Cuantificacion Cuantificacion Cuantificacion DE % CV
Curva STD STD adicionado promedio

2 100.571 106.914 103.743 4.485 4.324

3 99.656 104.300 101.978 3.284 3.220

i} 99.652 104.025 101.839 3.092 3.036

5 99.792 104.135 101.963 3.071 3.012

6 100.517 104.094 102.305 2.529 2.472

7 99.426 101.602 100.514 1.538 1.530
Prom 2.932
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6.2.3 Resumen de resultados de la validacion con los medicamentos

La Tabla 28 resume los resultados obtenidos de la validacién para cada uno de los
parametros evaluados con los medicamentos, la validacion cumplié con todos ellos,

por lo que el método analitico propuesto quedo validado para todos los casos

expuestos.
. Resumen de los resultados de validacion
Problema 1
Pardmetro (Ciproxina® Problema 2 Problema 3

medicamento de Ciprobac®+Eufloxin Brubiol

Referencia)

R2 >0.99 0.999 0.999 0.999
Linealidad Error.relatlvo

debido a la 0.385 % 0.369 % 0.400 %

regresion <3 %

- —
% CV recuperacion 0.293 % 0.717 % 0.649 %
<3%

Repetibilidad
% CV % 0.293 % 0.717 % 0.649 %
cuantificado <3 %
Reproducibilidad
% CV global % 0.468 % 0.431% 0.511%
cuantificado <3 %
% CV de % prom
Selectividad cuantificado 2.115% 2.964 % 2.932 %
3%

Precision
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6.3 Disolucion

Cbémo ya se explicé en la metodologia, se realizaron los perfiles de disolucion para
cada una de las formulaciones a evaluar conforme las especificaciones de la NOM-
177-SSA1-2013, el % disuelto se calcul6 utilizando el método analitico previamente

validado obteniendo los siguientes resultados:

6.3.1 Perfiles de disolucion
6.3.1.1 Ciproxina ® (medicamento de referencia)

La Tabla 29 muestra el promedio del porcentaje disuelto en cada uno de los tiempos
de muestreo para el medicamento de referencia Ciproxina®, asi mismo se muestra
el % CV, el porcentaje minimo y maximo disuelto para cada punto, el
comportamiento de los perfiles de disolucién por tableta y perfil de disolucién
promedio de las mismas se muestran en las Figuras 25y 26, respectivamente. Los
resultados demuestran que las tabletas de Ciproxina® poseen una rapida
disolucion, dado que a los 30 min se disolvio alrededor del 102 % del principio

activo.

Tabla 29. % Disuelto en los perfiles de disolucion de

Ciproxina®

Promedio
% DE %CV Min. Max.
Disuelto
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
65.508 4.662 7.116 59.726 73.633
82.824 3.673 4.435 76.191 87.874
94.014 3.630 3.861 87.620 99.826
102.684 3.080 2.999 98.074 107.100
105.314 3.300 3.133 98.989 111.903
106.196 3.321 3.127 99.760 111.657
107.184 3.221 3.005 101.299 111.431
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Figura 25. Grafico de los perfiles de disolucion de 12 tabletas de Ciproxina®
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Figura 26. Grafico del perfil de disolucion promedio de Ciproxina®

Tolentino S. J.
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6.3.1.2 Ciprobac ®

Las tabletas de Ciprobac® también mostraron una disolucion rpida, dado que a
los 30 min se disolvié alrededor del 97 % del principio activo (Figuras 27 y 28). El
promedio del porcentaje disuelto en cada uno de los tiempos de muestreo para el
medicamento de Ciprobac®, no resulta en % CV mayores al 5 % como se puede

observar en la Tabla 30.

Tabla 30. % Disuelto en perfiles de disolucion de

Ciprobac®
Tiempo Promedio
.p % DE % CV Min. Max.
(min) .
Disuelto
0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
5 30.311 3.882 12.809 25.198 36.879
10 50.769 4,126 8.128 44.271 56.478

75.017 4728 6.303 66.313  80.821

97.908 4.146 4.235 90.949 103.427
102.946 2.413 2.344 96.444 105.329
105.707 2.387 2.259 101.834 109.637
109.105 3.849 3.528 102.224 116.123
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Figura 27. Grafico de los perfiles de disolucion de 12 tabletas de Ciprobac®
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Figura 28. Grafico del perfil de disolucion promedio de Ciprobac®
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6.3.1.3 Eufloxin

La Tabla 31 muestra el promedio del porcentaje disuelto en cada uno de los tiempos
de muestreo para las tabletas de Eufloxin, de igual modo se muestra el % CV, el
porcentaje minimo y maximo disuelto para cada tiempo, el comportamiento de los
perfiles de disolucion por tableta y el perfil de disolucién promedio de las mismas

se muestran en las Figuras 29 y 30, respectivamente.

Tabla 31. % Disuelto en perfiles de disolucion de
Eufloxin

Promedio
% DE % CV Min. Max.
Disuelto
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
36.124 7.223 19.995 24.655 45.460
64.691 5.540 8.564 58.300 74.150
81.399 5.773 7.092 73.193 89.922
90.332 4948 5.478 79.173 96.660
94.606 3.862 4.082 87.414 99.595
97.627 4322 4.427 90.621 105.803
101.168 4.178 4.130 94.087 107.915
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Figura 29. Grafico de los perfiles de disolucion de 12 tabletas de Eufloxin
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Figura 30. Grafico del perfil de disolucion promedio de Eufloxin
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En la Tabla 32 se presenta el promedio del porcentaje disuelto en cada uno de los
tiempos de muestreo para las tabletas de Brubiol, de igual modo se muestra el %
CV, el porcentaje minimo y maximo disuelto para cada tiempo, el comportamiento
de los perfiles de disolucion por tableta y el perfil de disolucion promedio de las
mismas se muestran en las Figuras 31 y 32, respectivamente. Lo resultados
muestran que las tabletas de Brubiol tienen una rapida disolucion, debido a que a

los 30 min se disolvio aproximadamente el 95 % de principio activo.

Promedio
% DE % CV Min. Max.
Disuelto
0.000 0.000 0.000 0.000 0.000
59.657 10.427 17.478 43.539 72.894
77.559 7.120 9.180 67.549 88.105
89.818 6.156 6.854 81.256 98.377
95.934 5.471 5.703 87.438 102.656
99.840 2991 2.996 94.107 104.460
101.258 2,501 2.470 96.805 105.639
103.236 3.147 3.048 96.522 106.800
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Figura 31. Grafico de los perfiles de disolucidn de 12 tabletas de Brubiol
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Figura 32. Grafico del perfil de disolucion promedio de Brubiol
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6.3.2 Prueba de desempefio de disolucion Q=80 % 30 min

Tolentino S. J.

En la prueba de desempefio todos los medicamentos cumplieron con el parametro

Q=80 % a los 30 min, ya que el porcentaje disuelto a este tiempo para las cuatro

formulaciones analizadas sobrepasé el valor Q, siendo éste de 102.684 %, 97.908

%, 90.332 % y 95.934 % para Ciproxina®, Ciprobac®, Eufloxin y Brubiol

respectivamente (Tabla 33).

Tabla 33. Promedio % disuelto en formulaciones

analizadas (Prueba de disolucion Q=80 % 30 min)

0.000
65.508
82.824
94.014
102.684
105.314
106.196
107.184

Ciproxina®

Ciprobac®

0.000
30.311
50.769
75.017
97.908
102.946
105.707
109.105

Eufloxin

0.000
36.124
64.691
81.399
90.332
94.606
97.627
101.168

Brubiol

0.000
59.657
77.559
89.818
95.934
99.840
101.258
103.236
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6.3.3 % CV Perfiles de disolucién candidatos para f2

Para realizar la comparacion de los perfiles de disolucién por el factor de similitud
f2 se corrobor6 que el % CV del primer punto de muestreo fuese <20 %y <10 %
en los puntos subsecuentes. Las cuatro formulaciones analizadas cumplieron con
el criterio mencionado (Tabla 34), por lo que todos los perfiles fueron candidatos
para compararse con el perfil de disolucion del medicamento de referencia a través
de la herramienta f2.

Tabla 34. % CV de los perfiles de disolucion

Tiempo

(min) Ciproxina® Ciprobac® Eufloxin Brubiol
0 0.000 0.000 0.000 0.000

5 7.116 12.809 19.995 17.478
10 4.435 8.128 8.564 9.180
15 3.861 6.303 7.092 6.854
30 2.999 4.235 5.478 5.703
45 3.133 2.344 4.082 2.996
60 3.127 2.259 4.427 2.470
75 3.005 3.528 4.130 3.048
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6.3.4 Evaluacion de los perfiles de disolucién por factor de similitud f

La Figura 33 presenta los perfiles de disolucion promedio de las formulaciones
analizadas, mientras que la Tabla 35 exhibe los valores obtenidos para el factor de
similitud f2 con las formulaciones de prueba, siendo de 57.688 para Ciprobac®,
59.320 para Eufloxin y 81.956 para Brubiol. Bajo el criterio de simiitud las tres
formulaciones de prueba resultaron ser similares con el perfil de disolucion del
medicamento de referencia ya que arrojaron valores f2 = 50, no obstante, la
formulacion Brubiol fue la formulacién con el perfil mas parecido al de referencia,

mismo que puede observase en la Figura 33.

120
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=
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Brubiol
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Figura 33. Grafico de los perfiles de disolucion promedio de las diferentes formulaciones de
ciprofloxacino, tabletas 500 mg analizadas

Tabla 35. Factor f, de las formulaciones de

prueba con el de referencia (Ciproxina®)

Formulacién Factor f2

Ciprobac® 57.688

Eufloxin 59.320

Brubiol 81.956
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El presente trabajo tuvo como finalidad evaluar la calidad biofarmacéutica de
tabletas de ciprofloxacino 500 mg de patente y genéricas, para descartar que ésta
sea un factor de desarrollo de resistencia microbiana ante dicho medicamento. Para
lo cual se realizaron diferentes pruebas farmacopéicas establecidas en la FEUM.
Se determino la validez del método analitico establecido para la cuantificacion del
porcentaje disuelto de farmaco y se siguieron los lineamientos para determinar la
intercambiabilidad de medicamentos de la NOM-177-SSA1-2013 a cuatro
formulaciones de tabletas de ciprofloxacino 500 mg, fabricadas y distribuidas en
México.

De manera general, todas las pruebas de calidad realizadas a las cuatro
formulaciones cumplieron con los criterios establecidos en las respectivas
monografias de la FEUM y la NOM-177-SSA1-2013, indicando que su proceso de

fabricacion sigue los lineamientos pertinentes.

Para la prueba de apariencia no se encontré ningun tipo de contaminantes o
deformaciones en las tabletas. Todas mostraron una apariencia homogénea (Figura
16), lo cual indica que en el proceso de fabricacion se tienen dimensiones y formas

estandarizadas para cada producto.

De igual modo, las tabletas de cada formulacién, presentaron una variacion menor
al 5 % en su peso (Tabla 7), indicando que en el proceso de fabricacién no existen

variables significativas que influyan en el peso de éstas.

Los resultados de friabilidad en todas las formulaciones (porcentaje de pérdida
menor al 1.0 %, Tabla 8), indican que las tabletas son resistentes al desgaste por
friccion durante su manipulacion y estan en concordancia con los resultados
obtenidos para el parametro de dureza. En el parametro de dureza no existen
desviaciones significativas entre tabletas de una misma formulacion, sin embargo,
entre tabletas de diferentes formulaciones existen variaciones importantes (Tabla

9), esto puede deberse a diferencias en el proceso de compresion y en sus
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excipientes, como puede ser la cantidad de aglutinante presente en la formulacion.
La dureza es un parametro que puede influir en el proceso de disolucion de las
tabletas,® por lo que aquellas formulaciones de mayor dureza como Ciprobac y
Eufloxin pudiesen retardar la disolucién del principio activo y por el contrario, las

tabletas de Brubiol, que poseen una menor dureza, pudiesen acelerar la disolucion.

El tiempo de desintegracion de las formulaciones de las tabletas fueron menores a
30 min, que es el limite de tiempo maximo permitido, sin embargo, los tiempos de
desintegracion entre las formulaciones son significativamente variables (Tabla 10).
La formulacién de Brubiol resulté con el menor tiempo de desintegracién de 3.06
min y la de Eufloxin con el mayor tiempo de desintegracion con 15.12 min. Esta
variacion puede atribuirse a la presencia de un tipo de desintegrante diferente en la
formulacién y a su dureza. Las tabletas de Brubiol, la formulacidn con menor
dureza, se desintegraron mas rapidamente que todas las demas, por otra parte, las
tabletas de Eufloxin, que es la formulacion con mayor dureza se desintegraron en

un mayor tiempo.

El ensayo de identidad realizado por CLAR (obtencién de cromatrogramas) todas
las formulaciones coincidieron con el parAmetro de identidad establecido para una
sustancia de referencia de ciprofloxacino, identificando asi la presencia del principio
activo en las formulaciones, y descartando la presencia de otros componentes
importantes tales como la impureza llamada C, establecida en la prueba de
impurezas (Figura 17, Tabla 11). Los resultados anteriores indican que los procesos
de fabricacién en todas las formulaciones estudiadas se realizan bajo procesos

controlados apegados a los lineamientos pertinentes.

Para la valoracion del principio activo, todas las formulaciones presentaron valores
dentro del intervalo de aceptacion establecido que es del 95 % - 105 % (Figura 18),
lo que indica que todas las formulaciones poseen la potencia necesaria para ejercer
su efecto, por lo que de esta forma no existe riesgo de desarrollar resistencia

microbiana debido a una dosis subterapéutica.
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Asi mismo, para la uniformidad de contenido, las tabletas cumplieron con los
intervalos de aceptacion farmacopéicos (Tabla 12), por lo tanto, éstas no repercuten
en la dosificacion para un tratamiento, por ende, su uso no llevaria a la formacion

de resistencia.

La aplicacion de un método analitico en un estudio de disolucion de tabletas, debe
proporcionar un alto grado de confianza y seguridad de aplicacién del mismo, dado
que influenciara la calidad de los resultados. En este estudio se realizo la validacion
del método analitico para la cuantificacion de ciprofloxacino por espectofotometria
UV bajo los lineamientos establecidos en la NOM-177-SSA1-2013, para todas las

formulaciones estudiadas.

Para llevar a cabo la validacion las formulaciones, las tabletas fueron dividas en
tres grupos llamados Problemas (Figura 13), considerando los criterios de: peso
promedio de cada formulacion, su porcentaje de principio activo y lo establecido en
la normatividad (la validacion del método analitico debe realizarse tanto del
medicamento de prueba como el de referencia en el medio de disolucion que se
empleara, NOM-177-SSA1-2013).

La validacion contemplé la determinacion de los parametros para el farmaco

(sustancia de referencia de ciprofloxacino) y para los medicamentos (Problemas).

Todos los parametros de validacion evaluados para el farmaco cumplieron los
criterios de aceptacion establecidos al obtener que el analisis del farmaco mostro
un comportamiento lineal en un intervalo de concentraciones de 2 - 7 ug/mL (Figura
19), mostré una precisién bajo las condiciones establecidas (Figura 20) y resulté
ser estable en un periodo de tiempo de 150 min y 24 h (Tabla 14), de igual forma
se evidencid que no existe influencia del filtro en las muestras, cumpliendo asi con
las especificaciones de la norma (Tabla 15). Este conjunto de resultados indica que
el sistema de medicion que se usa para el analisis del ciprofloxacino es confiable y
no mostrara influencia sobre la cuantificacion del principio activo cuando éste se

encuentre en una formulacién farmacéutica.
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Todos los parametros de validacion correspondientes a la evaluacién del
medicamento, fueron aceptables de acuerdo a cada uno de los criterios de
aceptacion establecidos para los mismos. Todos los medicamentos mostraron un
comportamiento lineal en un intervalo de concentraciones de 4 - 9 pg/mL (Figura
22), siendo exactos (Tablas 16-18) y precisos con porcentajes de cuantificacién de
aproximadamente 100 % (Figura 23, Tablas 19-21). En ninguna de las
formulaciones se identific6 que los excipientes contenidos en las mismas
contribuyeran de manera significativa en la cuantificacion del ciprofloxacino, como
lo evidencia el pardmetro de selectividad realizado usando la técnica del estandar
adicionado (Figura 24, Tablas 25 - 27).

En la prueba de disolucion puntual, todas las formulaciones analizadas presentan
mas del 80 % de principio activo disuelto a los 30 min (Tabla 33), mostrando ser
formulaciones de répida disolucién y que cumplen con el criterio farmacopeico

establecido.

Los perfiles de disolucion obtenidos en todos los medicamentos de estudio,
presentaron un comportamiento muy similar, es decir, existe un incremento del
porcentaje disuelto del farmaco conforme al tiempo transcurrido alcanzando mas
del 90 % disuelto antes de los 30 minutos, no obstante, la marca Ciprobac, mostré
una ligera menor velocidad de disolucion con respecto a las otras marcas

estudiadas (Figura 16).

Para poder comparar los perfiles con el factor de similitud f2, la normatividad exige
gue la variacion entre las 12 tabletas no debe ser mayor del 20 % para el primer
tiempo y 10 % para los tiempos subsecuentes, criterio que cumplieron todas las
formulaciones de los medicamentos estudiados (Tabla 34), por lo que todos
resultaron ser candidatos para la comparacion por el factor de similitud f2. Para la
evaluacion del factor de similitud se establecié como formulacion de referencia la

marca Ciproxina®.
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Al aplicar la prueba f2 se obtuvieron valores mayores a 50, lo cual los defini6 como
perfiles similares con respecto al medicamento de referencia, demostrando asi la
similitud de las formulaciones analizadas y la posibilidad de intercambiabilidad de

las marcas estudiadas (Tabla 35).

El perfil de disolucién de las tabletas de la formulacion Brubiol resulté tener una
mayor similitud con el perfil del medicamento de referencia, con un f2 de 81.956,
mientras que las otras formulaciones analizadas, Ciprobac y Eufloxin, tuvieron
valores f2 de 57.688 y 59.320, respectivamente, aunque estos valores demuestran
gue poseen perfiles similares al medicamento de referencia, es probable que si se
realizan pruebas de biodisponibilidad, éstas no cumplan con los parametros
especificados, ya que apenas alcanzan el valor de aceptacion para f2, lo cual podria

ser un factor para el desarrollo de resistencia microbiana.

Por otra parte, correlacionando los resultados de desintegracion y de dureza, con
los resultados de disolucion, se encontrd que Brubiol, la formulacién de mas rapida
desintegracion y menor dureza, tuvo una mayor disolucion del principio activo en
los primeros minutos resultando ser s6lo 9 % menor respecto al medicamento de
referencia, mientras que en las formulaciones con desintegracion mas lenta y de
mayor dureza, la disolucion de principio activo fue menor, siendo para Ciprobac y
Eufloxin, 54 % y 45 % menor respecto al medicamento de referencia, sin embargo

todas las formulaciones alcanzan el porcentaje disuelto requerido a los 30 min.

Estos resultados indican que existe gran correlacion entre la compresion de las
tabletas y los excipientes en la formulacién, con la velocidad de disolucién del

principio activo.

Los resultados en los perfiles de disolucién y su comparacion por factor de similitud
f2, revelan que no existe riesgo de desarrollar resistencia microbiana debido a una

mala disolucion del principio activo.
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Se logroé comparar la calidad biofarmacéutica de diferentes formulaciones de

ciprofloxacino, tabletas 500 mg de patente y genéricas.

Se demostré que todas las formulaciones analizadas cumplen con los
criterios de calidad que se establecen en la FEUM 11va ed., no existiendo

diferencias significativas entre ellas.

Siguiendo los parametros de la NOM-177-SSA1-2013, el método analitico
resulté valido para la cuantificacion del ciprofloxacino disuelto mediante la

técnica de espectrofotometria UV.

Conforme al factor de similitud f2, los perfiles de disolucién de las diferentes
formulaciones de medicamentos genéricos son similares al perfil de

disolucién del medicamento de referencia.

Conforme a lo obtenido, no hay evidencia para sugerir que el uso adecuado
de cualquiera de las formulaciones estudiadas podria promover el desarrollo
de resistencia microbiana, ya que cumplen con todos los criterios de calidad

establecidos.
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