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Il Comparacion biofarmacéutica de productos multifuente de tabletas de liberacion
inmediata de sultamicilina, presentes en el mercado colombiano.

Resumen.

La sultamicilina es un antibiético derivado de la asociacion quimica entre
ampicilina y sulbactam, de amplio uso en la practica clinica. En la actualidad en
Colombia no existe una monografia oficial para el control de calidad de los
productos formulados con sultamicilina, por esta razén en el presente trabajo se
desarroll6 y validé una metodologia analitica HPLC-UV para la cuantificacion de
sultamicilina en tabletas de liberacién inmediata. Esta metodologia se utilizé para
evaluar el desempeno de la liberacién in vitro del principio activo mencionado. Se
evaluaron las caracteristicas biofarmacéuticas de tres productos multifuente
frente al producto innovador, encontrandose que algunos de los productos
evaluados exhibian diferencias significativas en cuanto a los resultados
obtenidos. Adicionalmente, se encontré6 que solamente uno de los productos
evaluados resultd poseer similitud estadistica con el producto innovador en

cuanto a su perfil de liberacion in vitro.

Palabras clave: Sultamicilina, Metodologia analitica Caracteristicas

biofarmacéuticas, Comparacion estadistica, HPLC.
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Abstract

Sultamicillin is an antibiotic derived from the chemical association between
ampicillin and sulbactam, widely used in clinical practice. At present in Colombia
there is no official monograph for the quality control of products formulated with
sultamicillin, for this reason, an HPLC-UV analytical methodology for the
quantification of sultamicillin in immediate-release tablets was developed and
validated. This methodology was used to evaluate the performance of the in vitro
release of the active ingredient mentioned. The biopharmaceutical characteristics
of three multi-source products were evaluated against the innovative product,
finding that some of the products evaluated exhibited significant differences in
terms of the results obtained. Additionally, it was found that only one of the
products evaluated proved to have statistical similarity with the innovative product

in terms of its in vitro release profile.

Keywords: Sultamicilin, Analytical methodology Biopharmaceutical

characteristics, Statistical comparison, HPLC.
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Introduccion.

Segun la OPS los medicamentos genéricos surgen como una alternativa
costo efectiva con el fin de dar una mayor accesibilidad y disponibilidad
de medicamentos, a un menor costo. En Colombia se comercializan una
gran cantidad de medicamentos genéricos, los cuales son producidos
bajo las pautas de buenas practicas de manufactura (BPM), garantizando
de este modo el cumplimiento de parametros de calidad establecidos
para los productos farmacéuticos por el ente regulador nacional.

Dentro de los productos genéricos encontrados en el mercado
colombiano y de mayor demanda en la practica clinica, se encuentran los
productos formulados con sultamicilina ; la sultamicilina es un profarmaco
producto de la asociacion quimica mediante un doble éster entre la
ampicilina, un antibiético betalactdmico de amplio espectro y el
sulbactam, un inhibidor de la actividad de las betalactamasas
bacterianas.(Rogers et al., 1983) Una vez absorbida la sultamicilina
mediante la accion de estearasas se escinde en ampicilina y sulbactam
en cantidades equimolares. La sultamicilina provee mejoras en cuanto a

biodisponibilidad oral y actividad antibacteriana de los farmacos
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constituyentes (Betrosian & Douzinas, 2009). Dentro de los productos
encontrados en el mercado colombiano es posible encontrar tabletas con
0 sin recubrimiento, suspensiones y polvos para reconstituir. El precio de
la sultamicilina oscila entre los 600 pesos hasta casi 8000 pesos por
tableta, dependiendo el laboratorio productor. (MINSALUD, 2018)

Actualmente en Colombia no existe una monografia oficial para el control
de calidad de las tabletas de sultamicilina, por lo cual se hizo necesario
desarrollar y validar una metodologia analitica para la cuantificacién y
determinaciéon de los perfiles de liberacion in vitro de sultamicilina
presente en tabletas de liberacion inmediata. Ademas, se evaluaron las
caracteristicas biofarmacéuticas y cinética de liberacion in vitro de tres
productos frente al producto innovador, de tabletas de liberacion
inmediata de sultamicilina 375 mg, comercializadas en Colombia, con el
fin de establecer su cumplimiento respecto a criterios de calidad y

desempeno biofarmacéutico in vitro.






1. Capitulo 1. Generalidades.

1.1. Productos innovadores y
multifuente.

Un producto innovador es aquel preparado farmacéutico al que primero se le ha
concedido la autorizacion para ser comercializado y que se le ha protegido
comercialmente otorgandole patente por el producto desarrollado. Ademas, es el
producto que ha demostrado con certeza eficacia y seguridad. Los gastos a los que
incurre el laboratorio que fabrica el producto innovador, tanto de investigacion,
desarrollo y publicidad, hacen que en el costo del producto sea cargado el valor de
la inversion realizada, razon por la cual el precio de estos productos es mayor al
ser comparado con los productos competidores.(Claudia Patricia Vacca Gonzalez,

2006; IMS, 2015; WHO, 2015)

Los productos genéricos o como los denomina la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en las guias, Multisource (generic) pharmaceutical products: guidelines on
registration requirements to establish interchangeability (OMS). Los productos
multifuente, son aquellos preparados farmacéuticos que se configuran como un

equivalente o una alternativa farmacéutica, dichos productos pueden o no ser
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equivalentes terapéuticos. Si se demuestra la equivalencia terapéutica, entonces se

dice que los productos son intercambiables.(WHO, 2015)

OMS define como equivalentes farmacéuticos a dos productos que contienen la
misma cantidad molar del principio activo, en la misma forma farmacéutica, si
cumple con estandares comparables y si estan destinados a ser administrados por
una misma via. Una alternativa farmacéutica posee casi los mismos requerimientos
que un equivalente farmacéutico, sin embargo, dos productos son alternativas
farmacéuticas si poseen la misma cantidad de principio activo y ruta de
administracion, pero difieren en la forma farmacéutica (capsulas o tabletas) y
ademas en la forma quimica del principio activo; diferentes sales o ésteres del

mismo principio activo. (WHO, 2015)

Es importante aclarar que demostrar que dos productos son alternativas o
equivalentes farmacéuticos no implica necesariamente que se ha demostrado
equivalencia terapéutica, lo anterior debido a diferencias en los excipientes
utilizados en la formulacién, procesos tecnolégicos involucrados en la fabricacién y
algunas otras variables que pueden llevar a diferencias en el desempefio del

producto.(OPS, 2011; WHO, 2015)

La equivalencia terapéutica se da cuando dos productos son alternativas o
equivalentes farmacéuticos y posterior a la administracion de una misma dosis de
estos, se presentan esencialmente los mismos efectos en términos de eficacia y
seguridad. La equivalencia terapéutica puede ser demostrada mediante ensayos in

vivo o in vitro.(WHO, 2015)



Los productos multifuente son productos que entran al mercado después de que ha
vencido la patente del producto innovador. Estos productos son mas econdémicos
debido a que no se grava el producto con los costos derivados de la investigacion,
desarrollo o pago de derechos de uso, ademas se conoce que dichos productos no
invierten significativas sumas de dinero en publicidad, tal como lo hace el producto
innovador. Lo anterior hace que el producto multifuente se configure como una
alternativa econdmica mas favorable al ser comparados con el producto

innovador.(IMS, 2015; OPS, 2011)

Los productos multifuente deben cumplir con los mismos estandares de calidad,
seguridad y eficacia que posee el producto innovador. En Colombia el ente
reqgulador es el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
(INVIMA), dicha entidad es la encargada de vigilar el cumplimiento de las Buenas
Practicas de Manufactura (BPM), en las cuales se incluye tanto el cumplimiento de
los requerimientos de calidad como la posible intercambiabilidad del producto
farmacéuticos (OPS, 2011). EI INVIMA refiere que aproximadamente el 80 % de los
medicamentos comercializados en el pais son productos multifuente a los cuales
dicha entidad vigila en cuanto al cumplimiento de BPM por parte de los laboratorios
fabricantes, con el fin de garantizar de que los productos multifuente

comercializados sean seguros, eficaces y de la calidad requerida.(INVIMA)
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1.2 Caracteristicas Biofarmacéuticas

Los productos multifuente o genéricos se constituyen como una alternativa
econdmicamente mas favorable al ser comparadas con las formulaciones
innovadoras(OPS, 2011). Sin embargo, para establecer su posible equivalencia
farmacéutica es necesario realizar estudios comparativos, evaluando
caracteristicas biofarmacéuticas que permitan establecer este hecho (WHO, 2015).
La denominacion ensayos biofarmacéuticos involucran aquellos realizados con el
fin de comprobar que los productos evaluados cumplan, en términos de: identidad,
contenido, uniformidad de dosis, ensayo de disolucién y perfiles de disolucion los
requerimientos de calidad establecidos. (Franco-Ospina, Matiz-Melo, & P4§jaro-

Bolivar, 2012)

Las caracteristicas biofarmacéuticas descritas se definen a continuacion, de
acuerdo con la Farmacopea de los Estados Unidos (USP) indicando para cada una

de ellas el motivo por el cual se determinan. (USP, 2018)
Descripcion.

En una monografia identifica la presencia de un farmaco en un producto terminado
y el intervalo en el que en el se encuentra, ademas de informacion que se
considere relevante; estabilidad, posible impurezas etc. No obstante, existe
informacion tal como: forma, tamafio, color etc., que ayuda a la identificacién del
producto en cuestion y que es requerida con fines de registro. La descripcidon es

una determinacion visual de las caracteristicas que presenta el producto a evaluar.



Identidad

Este tipo de ensayos se lleva a cabo para establecer con certeza la identidad del
analito o sustancia evaluada, segun la naturaleza del analito es posible establecer
su identidad mediante la aplicacion de métodos tanto instrumentales o no
instrumentales. Los ensayos de identidad deben estar en la capacidad para
discriminar al analito de interés de sustancias estructuralmente relacionadas y que

posiblemente se encuentren en la muestra.

Es posible determinar la identidad de un analito, si este es analizado mediante
cromatografia, comparando los tiempos de retencion del analito frente a los
tiempos de retencion obtenidos para un material de referencia certificado del analito

en cuestion, analizado bajo las mismas condiciones cromatograficas.

Contenido

Este analisis se aplica para determinar la cantidad presente de principio activo en
una forma de dosificacion; comunmente se conoce como potencia y se expresa en

porcentaje de la sustancia encontrado.

Fuerza de ruptura

Determina la integridad mecanica de la tableta, se evalua determinando cual es la
fuerza requerida para causar que la tableta presente una ruptura en un plano
especifico. Usualmente en el lenguaje farmacéutico a esta caracteristica se le

conoce como dureza, sin embargo, esta denominacion puede llevar a confusion ya
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que, en ambito de la ciencia de materiales, la dureza implica determinar la fuerza

requerida para la indentacién de una sonda sobre un material especifico.

Uniformidad de dosis.

Este analisis pretende establecer que la cantidad presente de principio activo
dentro de cada unidad de dosificacidn sea uniforme y que se encuentre cercano al
valor declarado por el fabricante para cada lote de produccion. Dependiendo de la
cantidad del farmaco presente y el peso final de la unidad de dosificacion el ensayo
de uniformidad es posible determinarlo mediante el uso de dos metodologias, a

saber: variacion de peso o uniformidad de contenido.

El ensayo de uniformidad de contenido se realiza si la cantidad del activo presente
es menor de 25 mg o representa menos del 25 % del peso total de la tableta; en
caso contrario se aplica el método de variacidon de peso para determinar la

uniformidad de dosis.

Ensayo de disolucion

Este ensayo permite evaluar la liberacion del farmaco a partir de la unidad de
dosificacion, bajo condiciones que simulen el ambiente al que sera sometido el
producto cuando se dé su uso propuesto. Si la forma farmacéutica es de liberacion
inmediata; se requiere solo un tiempo de muestreo, mientras que para
formulaciones de liberacién modificada pueden requerirse hasta tres 0 mas tiempos

de muestreo.



Perfiles de disolucion

Los perfiles de disolucion permiten evidenciar la liberacion del farmaco en un medio
y bajo condiciones hidrodinamicas especificas, a través de un intervalo de tiempo.
Este tipo de estudio determina la cinética de liberacion in vitro y ademas permite la
comparacion en términos de desempefio de diferentes formulaciones; como por

ejemplo comparar productos innovadores frente a productos multifuente.

El conocimiento deficiente acerca de los medicamentos multifuente ha suscitado el
ambiente de incertidumbre actual respecto la adquisicidon y el uso de los mismos;
dicha incertidumbre se basa en aspectos como la falta de armonizacion en cuanto
a la definicion de medicamento genérico, la ausencia de reglamentacion clara
aplicable a este tipo de productos, los escasos incentivos para la oferta de los
productos multifuente por parte de los productores, la baja aceptacion de los
medicamentos genéricos por parte de los usuarios, prescriptores y comunidad en
general, anudado a la carencia de conocimiento respecto a las caracteristicas y
beneficios de los productos multifuente (Claudia Patricia Vacca Gonzélez, 2006;
OPS, 2011). Con el fin de subsanar esta situacion cobra importancia el desarrollo
de estudios biofarmacéuticos in vitro, los cuales proveen evidencia respecto a la

calidad y el desemperio de los medicamentos.

Debido a lo anteriormente expuesto se hacen necesarios los estudios comparativos
entre medicamentos multifuente, competidores o genéricos frente a un

medicamento de referencia (comparador). Este ultimo se considera como el
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producto que ha cumplido con todas las etapas que implican el desarrollo de un
nuevo farmaco y de la forma farmacéutica especifica que lo contiene, lo cual
asegura la consecucion y demostracion de seguridad y eficacia en este producto.

(OMS, 2001).

Mediante el Anexo 7 del informe 49 del afio 2015 de la OMS y la Resolucion 1124
de 2016 del Ministerio de Salud y Proteccidon Social en Colombia, se genera el
marco teorico en el cual se basa la evaluacion de caracteristicas biofarmacéuticas
con el fin de asegurar que los productos multifuente poseen la calidad, seguridad y
eficacia requeridas. (Colombia, 2016; WHO, 2015) La evaluacion de las
caracteristicas biofarmacéuticas, especificamente los perfiles de disolucién, se da
con base en pilares cientificos bien establecidos, uno de ellos es el sistema de
clasificacion biofarmacéutica, propuesto por Amidon en 1995 (Amidon, Lennernas,

Shah, & Crison, 1995; WHO, 2015)

1.2.1. Sistema de clasificacion
Biofarmaceéutico.

El sistema de clasificacién biofarmacéutica (BSC)(Amidon et al., 1995) se configura
como un método de clasificacidon de los principios activos, basados en la solubilidad
en agua y la permeabilidad intestinal que estos presentan. Cuando ademas de los
parametros previamente expuestos, se afiaden estudios de disolucién de los
productos y una examinacién exhaustiva y critica de los excipientes que
constituyen al medicamento, se tienen en cuenta los cuatro factores principales que

gobiernan el proceso de absorcion en términos de velocidad y cantidad. El



desarrollo y aplicabilidad del BSC se enmarca en formas de dosificacion solidas de

liberacion inmediata.

El BCS clasifica a los farmacos en 4 categorias asi:

Clase 1

Farmacos que poseen alta solubilidad y alta permeabilidad. Para los cuales la

bioexcencion es posible.

Clase 2

Farmacos que poseen baja solubilidad y alta permeabilidad. Para los cuales la

bioexcencion de la biodisponibilidad no es posible actualmente.

. Clase 3

Farmacos que poseen alta solubilidad y baja permeabilidad. Para los cuales la

bioexcencion de la biodisponibilidad se considera posible.

. Clase 4

Farmacos que poseen baja solubilidad y baja permeabilidad. Para los cuales la
evaluacion in vitro de la biodisponibilidad no se considera posible y se requieren

necesariamente de estudios in vivo para la evaluacién de biodisponibilidad.

Dependiendo de la solubilidad y la permeabilidad del farmaco, de la naturaleza de

los excipientes constituyentes de la forma farmacéutica y de las caracteristicas de
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disolucion, el BSC permite reemplazar los estudios de bioequivalencia in vivo por

estudios in vitro, a este proceso se le conoce como bioexencion (Colombia, 2016)

La aplicacion de bioexencion se da para ciertas formas farmacéuticas que cumplan
con los criterios establecidos por el BSC. La ventaja que exhiben los estudios in
vitro es la de disminuir los elevados costos y dificultades éticas derivadas de un
estudio in vivo. Las formas farmacéuticas que contengan un principio activo de

estrecho margen terapéutico no son elegibles para ser bioexentas segun BSC.

Bajo el BSC se tienen entonces que definir conceptos tales como solubilidad o
velocidad de disolucion que se adapten y apliquen al contexto en cuestion, es por

ello que BSC define que existen principios activos que presentan:

Alta solubilidad: Se considera un principio activo altamente soluble cuando la mayor
dosis terapéutica se disuelve en 250 mL o menos de agua. Dicho valor se debe

determinar a 37°C.

Alta permeabilidad: Una alta permeabilidad del principio activo se da cuando la
extension de absorcion en humanos es del 85% o mas basado en determinaciones
tales como balances de masa o en comparacion con una dosis intravenosa. Existen

numerosos métodos aceptados por la OMS para determinar la permeabilidad.

Las caracteristicas de la sultamicilina hacen que esta molécula se encuentre en la
categoria clase 2 segun la clasificacion biofarmacéutica, debido a que presenta

baja solubilidad y una alta permeabilidad a las membranas biologicas, (Ono,



Tomono, Ogihara, Terada, & Sugano, 2016) por lo cual no es una molécula para la

cual se pueda aplicar actualmente bioexencidn con fines regulatorios.

1.2.2. Estudios de liberacion in vitro.

Dentro de los factores a evaluar segun BCS se encuentran los perfiles de liberaciéon
in vitro, usados unicamente en el ambito del desarrollo de productos, sin embargo,
en anos recientes este tipo de ensayos ha surgido como un sustituto para

demostrar equivalencia para ciertas formas farmacéuticas. (WHO, 2015)

Las similitudes entre los perfiles de disolucion de formas farmacéuticas solidas de
administracion oral y que contienen un principio activo con propiedades adecuadas,
junto con estudios de la composicidon de los excipientes y analisis de riesgo
beneficio, pueden ser usados como criterios para proveer la posible
intercambiabilidad de productos multifuente con un producto comparador. El
informe 49 en el anexo 7 provee las condiciones especificas en las cuales el
ensayo de disolucion debe ser llevado a cabo sometiendo bajo las mismas

condiciones a los productos a evaluar:

v Se deben evaluar minimo 12 unidades de producto.

v Un minino de tres puntos (excluyendo el cero) deben ser incluidos, dichos
puntos deben ser los mismos para el producto multifuente como para el
comprador.

v Los intervalos de muestreo deben ser cortos
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v El minuto 15 es el tiempo critico en el cual se determina si el producto es
de disolucién muy rapida y determina si f2 debe ser calculado.

4 El estudio se realiza en al menos tres medios, los cuales asemejan el pH
fisiologico encontrado en el tracto gastrointestinal; pH 1,2 HCI 1,0 M,
buffer pH 4,5 y buffer pH 6,8.

v Si tanto los perfiles del producto multifuente y el comparador muestran
una disolucion de mas del 85% en 15 minutos, los perfiles se consideran
similares y no se requiere realizar ningun calculo matematico para

determinar similitud.

1.2.3. Evaluacion estadistica de los perfiles.

La similitud de los perfiles de disolucién es posible determinarla mediante el uso del

factor de similitud f2 definido como:

-0,5

f2 =50 log x 100

1+1zn: Rt — Tt)?
- ( )
t=1

En donde:
Rt: Cantidad disuelta del farmaco del producto comparador.
Tt: Cantidad disuelta del farmaco del producto multifuente.

Si el valor de f2 resulta estar entre 50 y 100, la diferencia entre los perfiles es

inferior al 10 %, y se considera que los perfiles de disolucion son similares.
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1.3 Validacion de métodos analiticos.

La USP define la validacién de un método analitico como el proceso por el cual se
establece, mediante estudios de laboratorio, que se cumplen las caracteristicas de
desempeno requeridas para la aplicacion del método. Las caracteristicas o
parametros tipicos usados en la validacion de metodologias se listan a

continuacion:(Rojas, 2017; USP, 2018)

Exactitud.

Precision.
Especificidad.

Limite de deteccion.
Limite de cuantificacion.
Linealidad.

Rango.

AN N N N NN

Robustez.

La finalidad de validar una metodologia analitica es la de proporcionar un alto
grado de confianza y seguridad en el método analitico y por ende en la calidad de
los resultados analiticos, derivados de la aplicacion del método propuesto vy

validado. (Rojas, 2017)

Generalmente las etapas que demandan el desarrollo y validacion de una

metodologia analitica son las siguientes:
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l. Diseno

Se realiza una revision bibliografica con el fin de conocer las propiedades
fisicoquimicas del farmaco (analito); como, por ejemplo, la estabilidad, solubilidad, y

posibles interferentes.

1. Desarrollo

El objetivo de esta etapa es la de generar un procedimiento analitico optimizado y
con la mayor eficiencia posible con el fin de aplicarlo para una actividad especifica;

como por ejemplo para la cuantificacion del farmaco presente en el medicamento.

1l. Validaciéon

Se considera como la etapa donde se evaluan mediante ensayos de laboratorio los

parametros propuestos para demostrar la idoneidad del método analitico.
Tipos de validacién

Dependiendo de los datos disponibles y/o los cambios realizados a las

metodologias analiticas tenemos tres tipos de validacion, a saber:

v' Validacién prospectiva: Se denomina asi al proceso de validar una
metodologia analitica nueva.

v' Validacién retrospectiva: Cuando se poseen datos histéricos y estos se
utilizan para probar la idoneidad del método analitico.

v' Revalidacion: Debido a cambios introducidos en las condiciones del método,

se hace necesario validar parcialmente el método analitico.
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Como se ha visto, la validaciébn de las metodologias analiticas requiere la
evaluacion de ciertos parametros de validacion, los cuales se definen a

continuacién segun USP(USP, 2018):

Exactitud:

La exactitud de un procedimiento analitico es la proximidad entre los resultados de la
prueba obtenidos mediante ese una metodologia analitica especifica y un valor que

se considera valor verdadero.

Precision.

La precision de un procedimiento analitico se define como el grado de
concordancia entre los resultados de las pruebas individuales cuando se aplica el
procedimiento analitico repetidamente a multiples muestreos de una muestra
homogénea. Dependiendo el numero de actores involucrados es posible tener tres

niveles de precision:

Repetibilidad: Indica la variacién obtenida al ejecutar el analisis de manera sucesiva,
bajo las mismas condiciones; es decir, utilizando, tanto el mismo instrumento,
analista, reactivos, durante el mismo dia. Este nivel de precisidon nos permite evaluar
el error puro de la metodologia analitica propuesta.(Rojas, 2017). La repetibilidad de
un procedimiento analitico habitualmente se expresa como la desviacion estandar o
la desviacion estandar relativa; coeficiente de variacion %CV, de una serie de

mediciones.
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Precision intermedia: Evalua la variacion obtenida al ejecutar el analisis dentro de un

mismo laboratorio, durante el dia a dia, donde se dan cambios en factores
importantes como: analistas, instrumentos y los dias en los que se lleva a cabo el
analisis. Mediante la aplicacion del analisis de varianza ANOVA es posible
determinar cual de los factores evaluados aporta mayor variabilidad al procedimiento

analitico.(Rojas, 2017)

Reproducibilidad: La reproducibilidad evalua la capacidad del método para arrojar

resultados similares cuanto se evaluia una misma muestra, pero en diferentes
laboratorios. Se considera como el nivel maximo de precisibn de una metodologia

analitica.(Rojas, 2017)

Selectividad / especificidad.

Se define como la capacidad del método analitico para determinar de manera
inequivoca el analito en presencia de aquellos componentes cuya presencia resulta
previsible, tales como impurezas, productos de degradacion y componentes de la
matriz. Se reserva el término especificidad cuando se trata de una metodologia
totalmente selectiva. Existen varios métodos para determinar la selectividad, uno de
los métodos utilizado con mayor frecuencia es la de HPLC, junto con detector de

arreglo de diodos (DAD).(Rojas, 2017; USP, 2018)
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Linealidad.

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener resultados
de prueba que sean proporcionales ya sea directamente, o por medio de una
transformacién matematica bien definida a la concentracion de analito en muestras

dentro de un intervalo dado. (Rojas, 2017; USP, 2018)

Rango.

Se define como el intervalo en el que el procedimiento analitico es capaz de generar

un adecuado nivel de precisidn, exactitud y linealidad. (Rojas, 2017; USP, 2018)

Robustez.

USP define robustez como la capacidad del método para permanecer inalterado tras
ser sometido a pequefios cambios o variaciones, como por ejemplo variaciones en
pH, flujo, temperatura, volumen de inyeccion, etc. La USP no considera a la robustez
como un parametro de validacion, unicamente define el termino, algunos autores
indican que es una parte importante en el disefio de la metodologia analitica y otros
autores lo consideran como un parametro que solo deriva en gastos de tiempo y

recursos por lo cual no lo tienen en cuenta. (Rojas, 2017; USP, 2018)

Segun la OMS se deben evaluar ciertas caracteristicas o parametros de validaciéon
de acuerdo con la naturaleza del analisis, tal como se resumen en la tabla 1.

(WHO, 2018)
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Tabla 1. Parametros funcionales importantes para validar diferentes tipos de
procedimientos analiticos.

Parametro Identidad Impurezas Potencia
Cuantificacion Limites
Exactitud + +
Precision + +
Robustez + + + +
Linealidad e Intervalo + +
Selectividad + + + +
(especificidad)
Limite de deteccion + +
Limite de cuantificacion +

Sin embargo, la farmacopea americana (USP) indica los parametros a evaluar
durante la validacion de un método analitico, los cuales dependen de la categoria

de la prueba a realizar; existen cuatro categorias a saber:(USP, 2018)

I.  Ensayos para la cuantificacion de ingredientes activos presentes en materias
primas o producto terminado.

II.  Ensayos destinados a determinar impurezas o productos de degradacion.

lll.  Analisis para la determinacién de caracteristicas de desempefio, como, por
ejemplo, la liberacion del farmaco desde una formulacion o en los ensayos
de disolucion.

IV.  Ensayos destinados a identificacién

Las caracteristicas de validacion para cada una de las categorias de ensayos

segun USP se encuentran consignadas en la tabla 2.
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Tabla 2 Elementos requeridos para la validacion segun USP. (USP, 2018)

Elementos requeridos para la validacion

caracteristicas analiticas Categoria Categoria Il Categoria Categoria

de desempefio | Cuantitativo  Pruebas 1l v
limite

Exactitud Si Si a a No
Precision Si Si No Si No
Especificidad Si Si Si a Si
Limite de deteccion No No Si a No
Limite de Cuantificacion No Si No a No
Linealidad Si Si No a No
Rango Si Si a a No

a: Puede ser requerido, dependiendo de la naturaleza de la prueba en especifico.

Las diferencias entre la OMS y USP en cuanto a los parametros que son
requeridos durante la validacion de un método analitico dejan a discrecion del
experimentador las caracteristicas de desempefio a evaluar para la validacion de la
metodologia propuesta, el experimentador debera establecer de acuerdo con las
necesidades metodoldgicas, las caracteristicas de validacion que considere mas

relevantes de ser evaluadas

Otros parametros o caracteristicas de importancia.

Idoneidad del sistema analitico.

La idoneidad del sistema analitico no se considera como un parametro de
validacién, no obstante evaluar la idoneidad del sistema permite verificar, a través
de ensayos que el sistema analitico se encuentra funcionando de una manera
adecuada y que este es apto para utilizarse en la aplicacion de la metodologia

analitica que se ha validado. Es importante aclarar que el sistema analitico
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comprende todos los factores involucrados en la consecucion del analisis, es decir,
analistas, los reactivos utilizados, el equipo instrumental y las condiciones

ambientales.(Rojas, 2017)

La idoneidad del sistema debe evaluarse previo a la ejecucién de los andlisis, ya
que en caso de que no se satisfagan los requerimientos de dicha prueba no sera
posible continuar con el analisis. Los parametros evaluados en el sistema de
idoneidad dependeran de la naturaleza de la metodologia analitica; para el caso
que nos atafe los parametros evaluados corresponden a los que generalmente se
realizan para un método cromatografico, dichos parametros o caracteristicas se

describen a continuacion (Rojas, 2017; USP, 2018):

Parametros de precision.

Se expresan como porcentaje de coeficiente de variacion (CV %) y se puede
determinar como la precision en los tiempos de retencion obtenidos de sucesivas
inyecciones de la misma muestra, como valor de aceptacion se tiene un %CV

menor al 2 %.

Parametros cromatograficos.

Dan cuenta del correcto desempefio del sistema cromatografico, en cuanto a

separacion y las sefales obtenidas.

v' Resolucioén: indica el grado de separacion entre sefiales generadas por dos
sustancias presentes, valores mayores de 2,0 indican una separacién éptima

de los analitos presentes en las muestras analizadas.
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v" Factor de capacidad: indica cuanto tiempo un analito se mantiene retenido
en la columna y da cuenta de la afinidad o interacciones que el analito posee
por la fase estacionaria, valores entre 1 y 15 se aceptan como validos para
esta caracteristica.

v' Factor de asimetria o tailing factor: simbolizado con la letra T, es un
indicativo de como las sefales obtenidas difieren de un comportamiento tipo
gaussiano, valores entre 0,8 y 2,0 se consideran adecuados para el sistema
de idoneidad.

v Numero de platos tedricos: permite determinar la eficiencia de la columna
cromatografica, ya que en cada plato en teoria se supone que se da un
equilibrio entre la fase estacionaria y el analito, dando como resultado el
proceso de separacidon, se considera que entre mayor sea el numero de
platos tedricos, mayor sera la eficiencia de la columna para separar un
analito en especifico. Se considera que un valor mayor de 1000 es

adecuado para el sistema.

Estabilidad de las soluciones:

Con el fin de garantizar la integridad de las muestras y soluciones bajo analisis es
necesario establecer la estabilidad de estas, usualmente la determinacién de la
estabilidad se realiza en las condiciones de analisis (temperatura ambiente), en el
automuestreador y en el medio donde se han preparado. Si el analisis demanda

poco tiempo; menos de un dia, la estabilidad se determina durante un dia, si el
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analisis demanda mas tiempo entonces la estabilidad se evalua durante el tiempo
que requiera el analisis. Para establecer la estabilidad se determina la
concentracion del analito al principio, durante y al final del analisis de estabilidad,
con el fin de determinar cual es el porcentaje de degradacion durante el tiempo de

analisis (Rojas, 2017).

1.4 Sultamicilina

Debido al problema generado por la resistencia a los antibiéticos, (OMS, 2016) se
han producido nuevos farmacos y/o asociaciones moleculares con el fin de
presentar una mejor respuesta frente a los microorganismos. Para el caso
especifico en primera instancia, la ampicilina, cuya estructura se presenta en la
figura 1, es un antibidtico betalactamico el cual pertenece al grupo de las amino
penicilinas y posee un amplio espectro de accién (Levin, 2002).El mecanismo de
accion involucra la inhibicidon de la sintesis de la pared bacteriana debido a la unién
del farmaco a proteinas presentes en la pared celular del microorganismo. A estas
proteinas se les conoce como proteinas de unién a penicilinas. (Akova, 2008;
Betrosian & Douzinas, 2009)

El uso extendido de este antibidtico, anudado a la utilizaciéon irracional,
inevitablemente ha generado resistencia elevada a este tipo de moléculas, debido a
la produccién por parte de los microorganismos de betalactamasas, estas ultimas
son enzimas generadas por las bacterias con el fin de inactivar el anillo beta-

lactdmico presente en los farmacos antibiéticos como la ampicilina. Las enzimas
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generadas inducen la ruptura del anillo beta-lactamico, el cual es esencial para que
la ampicilina genere su accién farmacoldgica (Betrosian & Douzinas, 2009; English,
Girard, & Haskell, 1984; Levin, 2002; Lode, Hampel, Bruckner, & Koeppe, 1989;

Rogers et al., 1983)

NH,

Figura 1 Estructura quimica de la ampicilina.
(DRUG BANK, 2018)
Se evidencia el anillo beta-lactamico necesario para ejercer su acciéon farmacolégica

Con el fin de poner un alto al mecanismo de resistencia, se han creado
combinaciones de farmacos acompanados de moléculas especificas que permitan
una desactivacién parcial o total de los mecanismos de defensa generados por las
bacterias. (A, Jum'a, & Karaman, 2014). Es entonces que la ampicilina se ha
comercializado en combinacién o mezcla fisica con sulbactam figura 2, este ultimo

se configura como un inhibidor de la actividad de las betalactamasas, el cual se



1-32 Comparacion biofarmacéutica de productos multifuente de tabletas de liberacion

inmediata de sultamicilina, presentes en el mercado colombiano.

suministra junto con antibidticos betalactamicos con el fin de proteger la actividad
terapéutica, mediante la inactivacion de la accion de las betalactamasas

bacterianas.

Figura 2 Estructura quimica del sulbactam.
Se evidencia la presencia del anillo beta-lactamico necesario para ejercer la proteccion de la

ampicilina, debido a que posee una alta similitud estructural con el sustrato de las betalactamasas

bacterianas. (DRUG BANK, 2018)

Las formulaciones de combinaciones entre ampicilina y sulbactam no se
administran por via oral debido a que la molécula de sulbactam posee una muy
baja biodisponibilidad oral, lo cual hace que la administracién de esta combinacién
se haga exclusivamente por vial parenteral(Akova, 2008; Betrosian & Douzinas,
2009; English et al., 1984; Lode et al., 1989; Rogers et al., 1983).El uso parenteral
de este medicamento requiere de conocimiento adecuado por parte del paciente
para su correcta administracion o que la misma se lleve a cabo en un ambito
intrahospitalario, ambos escenarios previamente expuestos implican costos
econdmicos mayores, derivados de fallas terapéuticas, ya sea debido al uso

inapropiado del medicamento o por la falta de adherencia al tratamiento, causado
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por las incomodidades generadas en el paciente para la administracién del
medicamento.

Es entonces que con el fin de mejorar la biodisponibilidad oral de la combinacién
entre ampicilina y sulbactam la industria farmacéutica ha generado la combinacion
entre ampicilina y sulbactam; pero no en mezcla fisica, sino mediante la union de
las dos moléculas a través de enlaces quimicos, especificamente un doble éster
(Betrosian & Douzinas, 2009 ). Se ha definido a este tipo de moléculas como
profarmacos mutuos, los cuales se constituyen como dos entidades quimicas, que
presentan actividad farmacoldgica, unidas entre si mediante interacciones
quimicas. Este mecanismo hace que una de las partes moleculares constituyentes
del profarmaco mutuo actue como un promotor de la otra parte del profarmaco y
viceversa. Los profarmacos mutuos pueden ser profarmacos bi o tri partita, en los
cuales la molécula transportadora presenta un sinergismo con el farmaco al cual
esta ligado. Cuando se administra oralmente sultamicilina, esta es absorbida y
durante este proceso hidrolizada mediante la accidén de estearasas, lo cual genera
cantidades equimolares de sus dos componentes constituyentes; ampicilina vy
sulbactam, que van a la circulacion sanguinea periférica generandose asi la
actividad antibi6tica por la accién de la ampicilina y la de inhibicion de la accion
enzimatica bacteriana por parte del sulbactam.(A et al.,, 2014; Betrosian &
Douzinas, 2009; English et al., 1984; Rogers et al., 1983).

La figura 3 y 4, muestran la estructura quimica de la sultamicilina y la reaccion de

hidrolisis respectivamente.
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Figura 3. Estructura quimica de la sultamicilina
La sultamicilina se genera por la combinacion quimica entre la ampicilina y el sulbactam mediante un

doble éster.(DrugBank, 2018-2019)
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Figura 4. Reaccion de hidrolisis de la sultamicilina.
En la cual se generan cantidades equimolares de ampicilina y sulbactam.

(Argekar & Kunjir, 1996)

Las concentraciones séricas alcanzadas de ampicilina al ser administrada como
sultamicilina son de aproximadamente tres a uno y medias veces las
concentraciones obtenidas al administrar una cantidad equivalente de ampicilina.

Los parametros farmacocinéticos son similares de los dos componentes de la
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sultamicilina, ambos se eliminan principalmente por via renal. La sultamicilina
posee una biodisponibilidad del 80% y su absorcidén no se ve afectada por la
presencia de alimentos.(Lode et al., 1989; Rogers et al., 1983)

Pese a que los valores de vida media de eliminacion tanto para la ampicilina y
sulbactam estan alrededor de una hora, las altas concentraciones séricas
alcanzadas, junto con su actividad antibacteriana sinérgica permiten que la
dosificacion de la sultamicilina pueda establecerse en un régimen de dos
administraciones en veinticuatro horas.(Lode et al., 1989)

Caracteristicas Fisicoquimicas de la sultamicilina.

Las caracteristicas fisicoquimicas de la sultamicilina tosilato di hidrato se presentan
en la tabla 3 (PMDA, 2018).

Tabla 3 Caracteristicas fisicoquimicas de la sultamicilina tosilato.

Propiedad Resultado.
Aspecto Polvo cristalino blanco a blanco amarillento
Formula C25H30N40982.C7H303S.2H20
molecular
Peso molecular 802,889
(g/mol)
Solubilidad Es soluble en Acetonitrilo, metanol o etanol (99.5) y muy poco

soluble en agua.

Higroscopicidad De acuerdo con el método de medicion del equilibrio de absorcion
de humedad a 25 ° C durante 7 dias, el aumento en la absorcion
de humedad fue de solo 2,19 %, incluso cuando se almacend
durante 7 dias en condiciones de alta humedad del 92 % HR, la
higroscopicidad de este producto fue baja.

Punto de fusion

(punto de Se torna amarillento gradualmente a partir de 140 ° C y se torna
descomposicién), marrén rojizo entre 150 y 160 ° C, fundiéndose vy
punto de descomponiéndose. El punto final no esta claro porque Ila

ebullicion, punto  descomposicién avanza gradualmente.
de congelacion
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Constante de 7,3 (por el método de titulacion por neutralizacion)
disociacién
acido-base. pKa
Coeficiente de
particion Sistema cloroformo / agua (pH 7): 197,9
Sistema hexano / agua (pH 7): <0,01

Rotacién +173a+187°D
especifica [a] 20:

Estabilidad sultamicilina.(PMDA, 2018)
Estabilidad de la sultamicilina tosilato en diversas condiciones.

Prueba de almacenamiento a largo plazo a temperatura ambiente

La sultamicilina tosilato fue almacenada en una bolsa de polietileno y se encontré
que era estable y sin casi ningun cambio en su apariencia. Cuando se almaceno
durante 39 meses en un crisol de aluminio se evidencio un ligero aumento en los
productos de degradacion, los contenidos de ampicilina, sulbactam y acido tosico
se mantuvieron casi sin cambios desde el comienzo de la prueba. (PMDA, 2018)

Prueba de estabilidad al calor.

Después de someter al activo a una condicién de 40 ° C durante 12 meses y 50 ° C
durante 4 meses, se evidencia una ligera tendencia a tonarse de aspecto
amarillento en comparacion con el inicio de la prueba. La valoracion mostré una

caida del 3 al 4% y la rotacién 6ptica cayo ligeramente. (PMDA, 2018)
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Estabilidad a la humedad.

Tiende a ponerse amarillos con el tiempo cuando se almacenan durante 6 meses a
25 ° Cy 65% RH (humedad relativa) y 75% RH. El contenido de humedad aumento
ligeramente, la rotacion o6ptica disminuy6 ligeramente y el titulo disminuyé

aproximadamente entre un 5y un 6%. (PMDA, 2018)

Estabilidad frente a la luz:

Cuando se almacenaron durante 3 semanas bajo luz solar directa y durante 6
meses bajo dispersion de luz en el interior, las muestras en ambas condiciones
fueron estables sin cambios en la apariencia, pH, titulo y otros elementos de

prueba. (PMDA, 2018)

Principales productos de degradacion obtenidos después de las pruebas de

estabilidad acelerada. (PMDA, 2018)

Los principales productos de degradacién encontrados tras el sometimiento del
activo a las condiciones de estabilidad previamente descritas son los citados a
continuacion:

¢ Ampicilina degradada Il: Ampicilina acido penicilico

e Producto de degradacion de ampicilina Ill: Ampicilina cuerpo penicilamina

e Producto de degradacion de sulbactam: Cuerpo de penicilamina sulbactam
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Estabilidad en solucién acuosa. (PMDA, 2018)

Tabla 4 Estabilidad de sultamicilina tosilato di hidrato en solucién.

Estabilidad de sultamicilina tosilato di hidrato Resultado
Condicion de Periodo Envase Apariencia  Cantidad
almacenamiento de Remanente
retencion %
Prueba de Temperatura 39 meses Sin cambio 98.7
almacenamiento a ambiente
largo plazo
Prueba Calor 40°C 12 meses Bqlsg de Blanco 96.8
polietileno .
severa amarillento
50°C 4 meses Blanco 97.6
amarillento
Humedad 25°C65%RH 6 meses Botella de Blanco 95.5
cristal amarillento
25°C75%RH 6 meses marrén Blanco 94 1
abierta. amarillento
Luz Interior 6 meses PTP Sin cambio 99.3

Sultamicilina base frente a diferentes sales.

Mediante la asociacion de la sultamicilina en su forma base con diversos reactivos

es posible la obtencidén de diferentes sales, las cuales presentan ventajas frente a

la sultamicilina base. La patente EP0092968A1, cuyo asignado actual es Pfizer®,

indica que la sal tosilato presenta un valor de solubilidad intermedio lo cual

promueve una mayor estabilidad que la que exhibe la sultamicilina base, (figura

5).Ademas de la estabilidad reducida de la sultamicilina base, esta también

presenta un dificil manejo en términos de produccion, por lo cual es evidente la

ventaja que posee la sal tosilato en cuanto a la formulacion de productos

farmacéuticos.(Barth, 1983)
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Table II
Apparent Solubility of Sultamicillin
Salts in Water and Simulated Gastric Juice
{(Without Pepsin, pE 1.2)

Apparent Solubility, mg/ml

Simulated
(Final Gastric {Final

salt Watexr pH) Juice pH)
Hydrochloride >94 (2.0) >79 (1.12)
Benzenesulfonate.ZHZO* 2.15 (3.4) 1.8 (2.0)
4~-Chlorobenzene- -

sulfonate.2H, 0% 3.3 (3.8) 6.3 (1.1)
*crystalline

Figura 5 Solubilidad de diferentes sales de sultamicilina.

Por lo anteriormente expuesto en el mercado colombiano la gran mayoria de
productos estan formulados con sultamicilina tosilato, sin embargo, existen
excepciones; en los cuales se ha formulado el producto con sultamicilina base.

(Colombia., 2018)

Metodologias analiticas para la cuantificacion de sultamicilina.

Se han propuesto diversas metodologias analiticas para el analisis y el control de
calidad de sultamicilina (Kumar et al., 2011; Laviana, Fernandez-Mari, Bayod, &
Blanco, 2003), sin embargo, actualmente no existe una monografia publicada en
las farmacopeas oficiales en Colombia, las cuales por disposicion del Decreto
677/1995 se establecen como: Estados Unidos de Norteamérica (USP), Britanica
(BP), Codex Francés, Alemana (DAB), Europea e Internacional (OMS) o la que en

su momento rija para la Unién Europea. En ninguna de ellas, se hace referencia
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especifica al control de calidad de tabletas de sultamicilina, mediante el
establecimiento de una monografia especifica para este fin. En algunas
farmacopeas como es el caso de la Britanica y Europea se encuentran monografias
referentes al control de calidad de la materia prima; sultamicilina Tosilato.
Unicamente la farmacopea japonesa, la cual no es oficialmente aceptada en el
territorio colombiano posee una monografia especifica para tabletas de

sultamicilina Tosilato.

1.4.1 La Sultamicilina en el mercado colombiano.

En el mercado colombiano se encuentran diferentes marcas de productos que
contienen sultamicilina como principio activo y cuya forma farmacéutica son
tabletas. El Ministerio de Salud y Proteccion Social de Colombia, a través
termdmetro de precios permite establecer los precios de los medicamentos tanto en
los canales comerciales como institucionales, con lo cual es posible determinar las
diferencias entre el costo de productos en el ambito comercial.

En la tabla 5, propuesta con base en la informacion presentada por el SISMED en
cuanto a los precios de los medicamentos para el afio 2018, se citan los diferentes
productos en el mercado de tabletas de sultamicilina, su precio de venta al publico

en general y el precio de venta institucional.(Colombia., 2018)
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Tabla 5. Precios de venta (en pesos colombianos) comerciales e institucionales por tableta
de 325 mg de sultamicilina presentes en el mercado colombiano.

MEDICAMENTO PRECIO DE VENTA PRECIO DE VENTA
COMERCIAL INSTITUCIONAL
INNOVADOR 7443,0 7443,0
G1 600,0 NR
G2 1000,0 NR
G3 1400,0 NR
G4 2243,0 1948,0
G5 2368,7 563,0
G6 2800,0 NR
G7 3641,9 1200,0
G8 3704,3 725,0
G9 4001,9 NR
G10 4925,0 NR
G11 5489,6 4997,0
G12 6549,3 NR
G13 6693,8 5163,6

NR: No Reporta

La tabla 5 permite evidenciar una importante diferencia respecto a precios, al
comparar el precio de venta por tableta del producto innovador frente los productos
multifuente, cuyos precios pueden ser hasta 10 veces menores que el precio del
producto innovador. Este es uno de los escenarios en donde los estudios
comparativos entre medicamentos genéricos frente al innovador cobran relevancia;
ya que, si es posible demostrar un comportamiento in vitro similar de las
formulaciones, también se hara posible la adquisicion de aquellos productos que

hubiesen cumplido con las caracteristicas de seguridad y eficacia requeridas para
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los medicamentos y de esa manera adquirir el medicamento que resulte ser la

mejor alternativa en términos de costo beneficio.
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2. Objetivos.

Objetivo general

v Comparar las caracteristicas biofarmacéuticas (identidad, contenido,
uniformidad de dosis, ensayo de disolucién y perfiles de disolucién) de
tabletas multifuente de liberacion inmediata, presentes en el mercado

colombiano, conteniendo sultamicilina como principio activo.

Objetivos especificos

v' Evaluar y comparar caracteristicas biofarmacéuticas de tabletas de
liberacion inmediata presentes en el mercado colombiano, conteniendo
sultamicilina como principio activo.

v' Desarrollar y validar una metodologia analitica para la cuantificacion de
sultamicilina en tabletas de liberacion inmediata.

v' Determinar estadisticamente la posible similitud entre los productos

evaluados.
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3. Metodologia

En el presente capitulo se aborda el desarrollo y posterior validacion de la
metodologia analitica para la cuantificacion de sultamicilina, tanto tosilato como
base, presentes en tabletas de liberacion inmediata, empleando HPLC con detector
UV. Dicha metodologia deberia presentar una alta eficiencia; ya que se pretendia
no solamente cuantificar el activo presente en las tabletas, sino ademas utilizarla
para obtener los perfiles de disolucién; lo cual requeria que el tiempo de analisis

fuera corto, sin sacrificar la idoneidad requerida para este tipo de analisis.

La metodologia obtenida se utiliz6 para evaluar tanto el contenido como el
comportamiento de disolucion in vitro de productos multifuente, especificamente

tabletas, conteniendo sultamicilina como principio activo.

La evaluaciéon de la calidad de los productos mediante la determinaciéon de las
caracteristicas biofarmacéuticas y la evaluacién de desempefio de los productos
mediante la obtencidén y posterior comparacion entre los perfiles de disolucion in
vitro se realizaron basados en el capitulo <02> y <1090> de la USP. Dichos
capitulos refieren las pruebas generales que se le deben realizar a tabletas de

liberacion inmediata, tanto para determinar su calidad como su desempefio in vitro.
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3.1 Instrumentos y equipos.

e HPLC con detector UV marca Hitachi Elite LaChrom ®
e HPLC con detector DAD marca Agilent. ®

e Equipo de disolucion SOTAX ® CH-4123.

e Balanza analitica marca Ohaus ® Adventurer AX224/E.
e Agitador Vortex V-1 Plus Boeco ®

e Agitador Magnético.

e Ultrasonido marca ELMA ® E 60 H

e Purificador de Agua Simplicity Milli Q. ®

e Potenciémetro Schott ® Instruments Lab 850.

e Material Volumétrico de vidrio. (balones aforados de 20, 25 mL )
o Estufa eléctrica.

e Micropipeta 100-1000 pL Select Pette ®

e Calibrador Mitutoyo ®

e Durometro digital marca Kraemer Elektronik ®

Los instrumentos y equipos empleados durante el estudio poseen certificados de

mantenimiento, calibracién y calificacion vigentes.



3-46 Comparacion biofarmacéutica de productos multifuente de tabletas de liberacién

inmediata de sultamicilina, presentes en el mercado colombiano.

3.2 Sustancias de referencia y reactivos.

o Sultamicilina Tosilato EP Material de referencia certificado (MSRC), LOTE
3,0 con 92,7% de pureza.

e Sultamicilina Tosilato material de referencia secundario.

e Ampicilina Material de referencia certificado

e Sulbactam Material de referencia certificado.

e Potasio Dihidrogeno fosfato marca Panreac 98-100,5 %

e Hidroxido de sodio 99,0 %. Marca Merck

e Dihidrogeno fosfato de sodio mono hidratado 99-102,0 % marca Panreac

e Acetato de sodio trihidrato 99-101 % marca Panreac

e Acido acético glacial marca Panreac.

e Trietil amina marca Panreac.

o Acetonitrilo LiChrosolv®

e Metanol LiChrosolv®

e Columna Onyx Monolithic C 18 S/N 070150-52 Phenomenex ®.

e Solucién de Acido fosférico al 85 %.
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3.3 Métodos

A continuacion, se describen los procedimientos empleados tanto para el desarrollo
y validacién de la metodologia analitica, como para la evaluacion de las

caracteristicas biofarmacéuticas de los productos bajo estudio.

3.3.1. Muestras. Criterios de seleccién de productos
evaluados.

Se seleccionaron cuatro productos, en los cuales se incluyeron tres productos
multifuente y el producto comparador de sultamicilina 375 mg, seleccionados a
partir de la base CUM de registros sanitarios vigentes del INVIMA. Como criterio de
seleccion de los productos multifuente evaluados se tuvo en cuenta el precio de
estos; se eligieron tres productos: uno con precio similar al comparador, uno de
valor intermedio y uno de precio bajo. Los productos fueron a adquiridos en la
ciudad de Bogota y para cada producto se evaluaron dos lotes. Con el fin de
propender por la confidencialidad del estudio, los productos bajo analisis se
rotularon con los numeros; 1, 2, 3 y 4. La tabla 6 relaciona los productos evaluados,
su identificacion durante el estudio, su precio promedio en el canal comercial y la

fecha de vencimiento.
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Tabla 6.ldentificacién, precio y fecha de vencimiento de los productos bajo estudio.

Precio promedio Fecha de vencimiento

por tableta en

Producto Identificacion
pesos Lote 1 Lote 2
colombianos.
Comparador 1 7500 10-2019 03-2020
Multifuente 1 2 3500 03-2019 07-2020
Multifuente 2 3 5500 05-2019 11-2020
Multifuente 3 4 2000 05-2019 09-2020

3.3.2. Desarrollo de la metodologia analitica para la valoracién de
sultamicilina presente en tabletas de liberacion inmediata.

El desarrollo de la metodologia se realiz6 mediante la busqueda de informacion en
la literatura asociada al tema, farmacopeas y articulos cientificos. Se realizaron
modificaciones y ajustes pertinentes; tanto en flujo, composicién de la fase movil,
pH de la fase movil y en el tipo de columna utilizada, con el fin de obtener una
metodologia eficiente y de facil consecucion para cuantificar el principio activo
sultamicilina presente en las tabletas y determinar la cantidad liberada de principio

activo durante la evaluacién del comportamiento in vitro de disolucion.
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3.3.3. Validacion de la metodologia analitica

Una vez obtenidas las condiciones cromatograficas adecuadas para el analisis, se
procedié a realizar la validacion de la metodologia analitica propuesta, bajo los
lineamientos establecidos por la conferencia internacional de armonizacion (ICH
por sus siglas en inglés), el anexo 7 del informe 49 de la OMS y en el capitulo
<1225> de la farmacopea americana (USP). Se evaluaron los siguientes

parametros:

3.3.3.1. Selectividad

La selectividad del método se determindé mediante el procedimiento de degradacién
forzada del analito, ya que no se poseian interferencias o productos de
degradacion para ser afiadidos a las muestras y determinar la selectividad por el

método de adicion de interferencias.

Se sometieron soluciones del farmaco a condiciones de estrés especificas;
exposicién a la luz, calor, refrigeraciéon y a temperatura ambiente con el fin de
generar productos de degradacion, los cuales poseen similitud estructural con el
farmaco, y se evaluaron los tiempos de retencion tanto del farmaco como los de los
productos de degradacion generados. El criterio de aceptacién es que ninguna
impureza deberia generar una senal que posea una resolucion menor a 1,5

respecto al pico o sefal de interés.

Se utilizé un procedimiento alternativo complementario para confirmar los

resultados de selectividad; dicha técnica fue la de HPLC asociado a detector de
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arreglo de diodos DAD. Este método evalua la coelucion de analitos en un mismo
pico o sefal. Mediante un algoritmo matematico compara el espectro a lo largo del
pico con el fin de determinar si existen otros compuestos que posean espectros
diferentes y que hayan coeluido con el analito de interés. Es asi como se determino
la pureza de pico en cada uno de los medios en los cuales se cuantificaria el
analito, es decir, en fase mévil para la cuantificacion y en pH 1,2 4,5 y 6,8 para la
obtencién de los perfiles. A partir de este analisis se obtuvo ademas la grafica de
isoabsorsorbancia o isoplot la cual permitié establecer con certeza la longitud de

onda de maxima absorbancia para la sultamicilina.

3.3.3.2. Linealidad

Linealidad del sistema.
Se determind mediante la obtencidén de una curva de calibracion, consistente en
cinco niveles de concentracion cada uno con tres replicas, como se observa en la

tabla 7.

Tabla 7.Puntos establecidos para la evaluacién de la linealidad y rango de la metodologia
analitica.

Nivel de Concentracion

concentracion (mg/mL)

0,050
0,075
0,100
0,125
0,150

A A~ O N =
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Linealidad del método.

La linealidad del método se evalué mediante la obtencién de una curva de
calibracion, haciendo uso los mismos niveles de concentracion referidos en la
evaluacion de la linealidad del sistema. Cada concentraciéon se obtuvo a partir de la
mezcla de estandar de sultamicilina tosilato junto con los excipientes que

comunmente se encuentran en este tipo de formulaciones.(Inc, 2009; Rojas, 2017)

Los valores de concentracidn definidos para determinar la linealidad se basaron, en
la posible concentracién que se hallaria durante la determinacion de los perfiles de
disolucién; teniendo una dosis por tableta de 375 mg dentro de un volumen de 900
mL de medio y asumiendo un 100 % de farmaco liberado, se obtuvo una
concentracion aproximada de 0,41 mg/ mL, posteriormente se realizé una dilucion 3
a 10 y se obtuvo una concentracion final de 0,125 mg/mL, este ultimo valor
correspondié a un valor cercano al valor de concentracién central de la curva de

calibracion propuesta, tal como se recomienda para la evaluacion de la linealidad.

Los puntos propuestos previamente para la elaboracion de la curva se
fundamentan en lo reportado por USP para la cuantificacién y determinacion de los
perfiles de disolucion; lo cual indica que para la cuantificacion de un analito en un
producto terminado el rango lineal debe encontrarse entre el 80 al 120 % de la
concentracion del analisis, mientras que para la prueba de disolucion se ha definido

una tolerancia de + 20 % sobre el valor Q especificado.
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Analisis estadistico y criterios de aceptacion para la linealidad.

El analisis estadistico se establecié mediante andlisis de variancia ANOVA y

prueba T a un nivel de confianza de p=0,05, los criterios de aceptacion se definen

en la tabla 8.

Tabla 8.Criterios de aceptacion para la evaluacién estadistica de linealidad.

Prueba Hipotesis Criterio de aceptacion
Para la correlacion Si el valor calculado para t es menor
Ho: No Existe correlacién significativa que el valor de t de la tabla para n-2
entre (xX) y (y). grados de libertad y una probabilidad
H+: La correlacion entre (x) y (y) es de error de 0,05, la hipétesis nula Ho
significativa. no se rechaza. De lo contrario, la
hipétesis Ho se rechaza y se acepta
la hipétesis alterna H1.
Prueba tde @ Parala pendiente Para ambas hipotesis, si el valor
Student Ho: La pendiente no es | calculado para t es menor que el
significativamente diferente de cero. valor de t de la tabla para n-1 grados
H1: La pendiente es significativamente de libertad y una probabilidad de
diferente de cero. error de 0,05 la hipotesis nula Ho no
Para el intercepto se rechaza. De lo contrario, la
Ho: El intercepto no es hipétesis Ho se rechaza y se acepta
significativamente diferente de cero. la hipétesis alterna H1.
H1: El intercepto es significativamente
diferente de cero.
Si el valor calculado para F es mayor
que el valor de F de la tabla de
Fisher para n-1 grados de libertad y
Analisis de Ho : La regresién no es significativa una probabilidad alfa de 0,05, la
Varianza H1 : La regresion es significativa hipétesis Ho se rechaza. En
(ANOVA) para consecuencia, se acepta la hipétesis
la regresion Ha.

lineal
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Ho: El desvid de la linealidad no es Si el valor calculado para F es mayor

Analisis de significativo que el valor de F de la tabla de
Varianza Ha: El desvio de la linealidad es Fisher para n-1 grados de libertad y
(ANOVA) para significativo una probabilidad alfa de 0,05, la
el desvié o hipétesis Ho se rechaza. En
falta de consecuencia, se acepta la hipétesis
ajuste. Ha.
3.3.3.3. Rango

El rango se determind de manera tedrica a partir de la curva de calibracion
obtenida. Se consideré como rango el valor de concentraciones entre el minimo y

maximo en donde se demostré adecuada precision exactitud y linealidad.

3.3.3.4. Precision.

La precision de la metodologia se evalué a dos niveles; repetibilidad y precision
intermedia:

Repetibilidad

Repetibilidad Instrumental:

Se analizaron de manera consecutiva de ocho a diez veces una misma muestra en
las mismas condiciones cromatograficas, con el fin de determinar la variabilidad
aportada por el instrumento. Valores de % CV menores de 2,0 se consideraron

como criterio de aceptacion.
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Repetibilidad del método.

Se realizaron nueve determinaciones, correspondientes a tres niveles de
concentracion cubriendo la concentracion de trabajo y para cada nivel de
concentracion se prepararon tres replicas; 0,7 0,1 y 0,125 mg/ mL. Valores de %

CV menores de 2,0 se consideraron como criterio de aceptacion.

Precision intermedia

Se determind en tres concentraciones diferentes, en dos dias diferentes, evaluando

a dos analistas distintos. Los criterios de aceptacion se presentan a continuacion:

Evaluacion mediante RSD

Los % CV calculados deben ser menores a 2,0 veces al valor de % CV encontrado

en la repetibilidad del método.

Evaluacion mediante ANOVA

Con el fin de calcular el efecto de cada uno de los factores evaluados; dia, analista
y nivel de concentracion se realizo un disefio matricial con cada uno de los factores
involucrados y posteriormente se llevo a cabo el analisis de varianza ANOVA, con

el siguiente contraste de hipdtesis:

Para un nivel de significancia de o = 0,05
Ho: el factor A no influye
H4: factor A influye

Se rechaza Hg cuando: F1> F caiculado.
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3.3.3.5. Exactitud.

Este parametro fue determinado mediante el procedimiento de enriquecimiento de
un placebo. Dicho placebo se preparé con los excipientes que comunmente se
encuentran en este tipo de formulaciones, posteriormente al placebo se le afadid
una cantidad conocida de sultamicilina tosilato, lo anterior se realiz6 en tres niveles
de concentracion con tres replicas. Finalmente se determindé el contenido de
sultamicilina tosilato presente en la mezcla mediante la aplicacion de la
metodologia analitica propuesta, se calcularon los factores de recuperacion, los
cuales corresponden al porcentaje de la muestra hallada frente al total que
teéricamente se agregdé. Los valores permisibles de recuperacion para
metodologias analiticas que pretendan cuantificar un analito de interés que se

encuentre cercano al 100 %, debe encontrarse entre 98-102 %.

Con el fin de establecer la idoneidad estadistica de la exactitud se realizaron dos

pruebas a saber:

Test de Cochran:

Se tiene el siguiente contraste de hipoétesis:

Ho: las varianzas no son significativamente diferentes.

H1: las varianzas son significativamente diferentes.

Gexp = (Varianza mayor )/ Z varianzas
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Si Gexp <Gtab (0=0,05, K, n) el resultado no es significativo y las varianzas no
difieren estadisticamente, K corresponde a los niveles de concentracién y n al

numero de réplicas por nivel, para nuestro caso K= 3 y n= 3.

Prueba de t.

Se tiene el siguiente contraste de hipodtesis:

Ho: La recuperacion media no es significativamente diferente de 100%

H1: La recuperacion media es significativamente diferente de 100 %.
100 — R
texp = ll ll * Jn

Donde R corresponde al valor de recuperaciéon encontrado y n al numero de

réplicas en el ensayo.

Si texp <itab (0=0,05, gl= n-1) la recuperacién es satisfactoria y no difiere

significativamente de 100 %.

3.3.3.6. Estabilidad.

La estabilidad de las soluciones de sultamicilina tosilato se determiné a partir de los
datos de selectividad conocidos, en donde se sometieron soluciones de
sultamicilina tosilato de concentracién conocida a condiciones de estrés, con el fin
de generar la degradacion parcial de analito, evidente con la aparicién de nuevas

sefales en el cromatograma. Ademas, se determiné el porcentaje de degradacion
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del analito mediante la cuantificacidn de una solucién de sultamicilina tosilato de

0,1 mg/mL, al inicio y pasadas 5 horas en el automuestreador.

3.3.3.7. Sistema de idoneidad.

El sistema de idoneidad fue evaluado mediante el calculo de parametros
cromatograficos tales como la resolucion, asimetria y numero de platos tedricos, los
cuales poseian valores de aceptacion de no menos de 2,0 para la resolucién, entre

0,8 y 2,5 para la asimetria y un numero de platos teéricos mayor a 1000.

3.3.4Evaluacion de caracteristicas Biofarmacéuticas

Como previamente se expuso, las caracteristicas biofarmacéuticas hacen
referencia a todas las caracteristicas de calidad que presenta un producto
farmacéutico, las cuales son dependientes principalmente de tres aspectos; los
excipientes, el principio activo y los métodos de fabricacion de la forma

farmacéutica.

Debido a que las tabletas de sultamicilina no poseen una monografia oficial en
Colombia, el establecimiento y evaluacion de las pruebas biofarmacéuticas a
determinar, se realizé teniendo como referencia procedimientos incluidos tanto en
la farmacopea americana version 41 en los capitulos <02> y <711> para tabletas de

liberacion inmediata como en el anexo 7 del informe 49 de la OMS.
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Las pruebas realizadas a los productos evaluados se relacionan a continuacion:

e Descripcion

Analisis visual de los productos evaluados.

e Analisis dimensional
El analisis dimensional de las tabletas se llevd a cabo mediante el uso de un

calibrador pie de rey debidamente calibrado.

e Fuerza de ruptura.
La determinacion de la fuerza de ruptura de las tabletas de sultamicilina se realizd
mediante el uso de un durémetro digital y bajo las directrices de la USP definidas

en el capitulo <1217>.

¢ Identidad
Se evaludé mediante la comparacion entre los tiempos de retencién obtenidos entre
el cromatograma del material o sustancia de referencia y el encontrado en los

cromatogramas de las muestras.

e Valoracién del farmaco
Se realizdé mediante la aplicacion de la metodologia analitica HPLC UV propuesta y
validada, para la cuantificacion de sultamicilina presente en tabletas de liberacion

inmediata.
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e Uniformidad de dosis
La prueba se realizé mediante el método de variacion de peso de la USP para
tabletas sin cubierta o tabletas recubiertas que contengan 25 mg o mas de un

farmaco, que corresponda al 25% o mas en peso, de la unidad de dosificacion.

Para el método de variacidon de peso se determinaron los pesos individuales de las
unidades de dosificacidon (tabletas) y junto con el valor de contenido se calcul6 el
valor de aceptacion. Se aceptaba un lote para un nivel L1 si para el analisis de 10
unidades se encuentra que el valor de aceptacion es menor de 15, si no se cumple
el nivel L1 seria necesario realizar el andlisis gravimétrico con 20 unidades mas,
con el fin de obtener 30 unidades de dosificacion y determinar el valor de
aceptacion en un nivel L2, cuyo criterio de aceptacién es que se encuentre un

porcentaje de variaciéon menor al 25,0 %.

. Ensayo de disolucién.

El ensayo se llevd a cabo bajo dos condiciones, a saber:

Condicién 1: segun lo reportado por la farmacopea japonesa en su edicion XVII
para tabletas de sultamicilina. Las condiciones para realizar el ensayo de disolucién

fueron las que se muestran a continuacion en la tabla 9:

Tabla 9.Condiciones de disolucion segun farmacopea japonesa. (Sciences, 2018-2019 )

Velocidad de rotacion (r.p.m.) 50
Aparato Paletas
Medio de disolucién Agua

Volumen del medio (mL) 900
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Criterio de aceptacién En 15 minutos no se ha disuelto menos
del 75% de sultamicilina tosilato.

Condicién 2: las condiciones descritas a en la tabla 10 se proponen, ya que es el
medio donde se simula de manera mas realista el sitio en donde finalmente el

farmaco se pretende liberar y posteriormente absorberse.

Tabla 10.Condiciones de disolucién propuestas.

Velocidad de rotacion (r.p.m.) 75
Aparato Paletas
Medio de disolucién HCI 0.1 M (pH 1.2)
Volumen del medio (ml) 900
Criterio de aceptacion En 15 minutos no se ha disuelto menos

del 75% de sultamicilina tosilato.

Al no existir una monografia oficial para las tabletas de sultamicilina tosilato, para el
criterio de aceptacion sometido a la segunda condicién, se establecié como lo

indica la farmacopea japonesa en su edicion XVII.

3.3.5Perfiles de disolucion

El comportamiento de disolucion in vitro se evalué mediante la obtencion de perfiles
de dos lotes de tres productos multifuente comparados frente al producto
innovador, en tres medios; pH 1.2, 4.5 y 6.8. El aparato utilizado fue paletas a 75
r.p.m. y un volumen de medio de 900 mL a 37.0 ° C. La obtencion de los perfiles de
disolucion se realizé con base en el anexo 7 del informe 49 de la OMS, y en el

capitulo <1090> de la USP, en donde se especifican los equipos, medios, unidades
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a evaluar, tiempos de muestreo y demas condiciones requeridas, las cuales se

resumen en la tabla numero 11.

Tabla 11.Condiciones de disolucion experimentales para la obtencion de los perfiles de
disolucién.(WHO, 2015)

Aparato 2: Paletas
Velocidad de rotacion (rpm) 75
Medio de disolucién Buffer Fosfato de Potasio pH 6,8

Buffer Acetato de Sodio pH 4,5
Acido Clorhidrico 0,1 M pH 1,2

Temperatura del medio (°C) 37+£0,5
Volumen del medio (ml) 900
Tiempo (minutos) 60
Tiempos de muestreo 5, 10, 15, 30, 45, 60.
(minutos)

Se omitié el punto de 90 minutos ya que, al observar los primeros perfiles
obtenidos, se pudo concluir que a partir del minuto 45 ya no se liberaba mas
farmaco al medio y se veia un marcado efecto de dilucion, atribuido a la reposicion

de medio que se daba en cada punto.

Durante el analisis, en cada tiempo de muestreo se tomd una alicuota de 10 mL,
posteriormente esta alicuota fue pasada a través de un filtro de 0,45 um y de este
filtrado se tom6 una alicuota para obtener una dilucién 3 a 10. Se realizé reposicion
de medio para cada punto de muestreo evaluado, con el fin de mantener las

condiciones SINK del medio de disolucion.
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Las muestras fueron dispuestas de manera aleatoria en cada una de las posiciones
del equipo de disolucién, para cada producto evaluado. Los cuatro productos
fueron evaluados de manera conjunta con el fin de someter a las mismas

condiciones a los productos y evitar posibles sesgos.

Manejo de residuos.

Debido a la gran cantidad de residuos generados durante la consecucion de los
perfiles de liberacién in vitro, el manejo de los desechos se realizé bajo las
directrices de la Universidad Nacional de Colombia, sede Bogota, en cuanto a
manejo de residuos. Previa a su disposicion final, los residuos fueron sometidos a
un proceso de inactivacion (Fukutsu, Kawasaki, Saito, & Nakazawa, 2006),
haciendo uso de una solucion de hipoclorito de sodio al 5,0 %, con el fin de
desactivar el anillo betalactamico y de ese modo evitar posibles problemas de

resistencia.

3.3.6 Evaluacion estadistica

La comparacion de los perfiles de disolucidén se realizé a través de la evaluacion
mediante el calculo del area bajo la curva (ABC), la eficiencia de la disolucién (ED),

y el factor de similitud (f2).

El ABC fue calculado mediante el método de los trapecios, una vez obtenidos los
valores de ABC se utilizaron los mismos para determinar la eficiencia de disolucién.
Para el calculo de f2 se utilizaron datos que exhibian una varianza de menos de 20

% para el primer punto de la curva y de menos del 10% para los siguientes puntos,
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teniendo en cuenta que solo debera considerarse un punto de la curva después de
que se haya alcanzado una disolucién del 85% del producto de comparacién. Se
requirieron un minimo de tres puntos (excluyendo el tiempo cero) para realizar el

calculo de f2.

Para establecer la similitud entre perfiles el valor calculado de f2 deberia ser igual o

superior a 50.
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4. Capitulo 4. Resultados y discusion.

4.1 Desarrollo y validacion de la metodologia analitica
para la valoracion de tabletas de sultamicilina.

4.1.1 Obtencién de espectro de absorcion molecular.

Se prepard una solucién de concentracion de 0,1 mg / mL de sultamicilina tosilato y
se realizd un barrido UV desde 200 nm hasta 450 nm, con el fin de determinar la
longitud de onda en donde el activo presentaba una mayor absorcion. Dicho

espectro se presenta a continuacion en la figura 6.

ID de muestra sultami 1
Método AdHoc

ID de usuario AJSV LAFUN

Absorbancia

250300 350 400 450
Longitud de onda

Figura 6.Espectro de absorcién molecular EAM de Sultamicilina Tosilato 0,1 mg/mL.

A partir del espectro previamente obtenido se establecié como longitud de onda de

cuantificacion 215 nm, la cual es la longitud de onda que presenta mayor absorcion
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y ademas este valor es consistente con las metodologias propuestas por otros
autores. (Argekar & Kunjir, 1996; Kumar et al., 2011; Laviana et al., 2003; Rogers et

al., 1983)

4.1.2. Sistema cromatografico.

Columna

La fase estacionaria consistid en una columna monolitica fase asociada C18. El
uso de este tipo de columnas provee una mayor eficiencia en cuanto al analisis, ya
que dichas columnas son capaces de resistir altas presiones derivadas de altos
flujos. Ademas, las muestras no requieren poseer una alta pureza para ser
analizadas. El proveedor de dichas columnas asegura que es posible reducir los
tiempos de retencion de forma significativa, cuando se comparan con las columnas
convencionales. (Phenomenex, 2007; Sklenarova et al., 2012). Lo anterior se
confirmé ya que por lo referido en la literatura para el analisis de sultamicilina
tosilato por HPLC y haciendo uso de las columnas empacadas convencionales, los
tiempos de analisis requeridos contemplaban un tiempo minimo de 10 minutos. El
uso de la columna monolitica permitié un tiempo de analisis de 2,5 minutos, lo cual
corresponde a una reduccion significativa del tiempo de analisis requerido, con lo
cual se obtiene un menor gasto de solventes, un mejor aprovechamiento de los

recursos y por ende una metodologia analitica mas eficiente.
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Fase movil.

Segun la literatura los solventes utilizados para el analisis HPLC UV de
sultamicilina en diversas matrices, consistian usualmente en mezclas de buffer de
fosfatos a pH 3,0 y Acetonitrilo o metanol. En estos ultimos solventes la solubilidad

de la sultamicilina es alta.

El pKa de la sultamicilina tosilato es de 7,3, lo cual significa que esta molécula es
una base débil y que a este valor de pH se encuentra disociada en un 50 %, con el
fin de que la sultamicilina se encuentre en su mayoria disociada se requiere que el
pH sea 1/2 veces el valor de pKa. El buffer de fosfatos a pH 3,0 hace que cumpla la
condicion previamente expuesta, de este modo se propende por una mayor
solubilidad, una menor interaccién entre la molécula de sultamicilina y la fase

estacionaria apolar, resultando en un proceso de separacion mas eficiente.

Metodologias farmacopéicas existentes.

La farmacopea japonesa XVII, en la monografia para tabletas de sultamicilina,
especificamente para el ensayo de disolucién indica las siguientes condiciones,

consignadas en la tabla 12, para el analisis por HPLC.
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Tabla 12.Condiciones cromatografias para la cuantificacion de sultamicilina presente en
tabletas, segun farmacopea japonesa XVII.

Detector UV A 222 nm

Columna C18 acero inoxidable d= 4.6
mm, L:15cm
Fase movil Buffer de fosfatos pH 5.5
Flujo Ajustar hasta que el tiempo de

retencion se de 8 minutos

Composicién de la fase mévil.

Con la informacioén recolectada se procedié a realizar un primer analisis con una
proporcion de 80:20 ACN: buffer de fosfatos pH 3.0, esto con el fin de determinar si
la separacion de los componentes era efectiva. El resultado de dicha corrida es

mostrado a continuacién en la figura 7.

NOMBRE DE LA MUESTRA: STD SULTAMICILINA 0.1 MG ML 2
VIAL : 2 )
VOLUMEN DE INYECCION: 10

2000 2000
z ] 2
€ 1000 L1000
0 T\ 0
0 1 2 3 4

Minutes

Figura 7.Cromatograma de Sultamicilina Tosilato 0.1 mg/mL 80: 20 ACN: Buffer Fosfato pH
3.0 1 mL/ min
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El cromatograma obtenido permite evidenciar dos sefnales o picos, los cuales por lo
reportado en literatura hacen referencia al tosilato y a la sultamicilina
respectivamente. (Argekar & Kunjir, 1996; Laviana et al., 2003; Rogers et al.,
1983).Lo anterior fue confirmado ya que al analizar muestras de tabletas cuyo
principio activo era sultamicilina base, solo se evidencié la segunda sefial o pico,

perteneciente a sultamicilina base.

Con el fin de obtener una fase moévil adecuada y econdmicamente viable se
procedié a disminuir la proporcion de Acetonitrilo en la mezcla, obteniendo una
proporcion optima de 65: 35 buffer de fosfato pH 3,0 y ACN a un flujo de 1, 4 mL/

min.

NOMBRE DE LA MUESTRA: STD 0.1 70 30
VIAL : 2 )
VOLUMEN DE INYECCION: 10

2000 - 2000
2 2
€ 1000 L1000 ©
N\
]
d = = g
0 1 2 3 4

Minutes

Figura 8.Cromatograma de Sultamicilina Tosilato 0.1 mg/mL 70:30 Buffer Fosfato pH 3.0:
ACN Flujo 1 ml/ min.
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NOMBRE DE LA MUESTRA: STD 0.1 6040 1,2 ml min
VIAL : 2 )
VOLUMEN DE INYECCION: 10

2000 - 2000
- ?
1000 - 1000
. A [

] .l \ /‘\
. J
0 1 ]J \..!/ I 0
T T T T T T T
0 1 2 3 4
Minutes

Figura 9.Cromatograma de Sultamicilina Tosilato 0.1 mg/mL 60:40 Buffer Fosfato pH 3.0:
ACN flujo 1.2 mL / min.

NOMBRE DE LA MUESTRA: std 6535 14
VIAL : 2 )
VOLUMEN DE INYECCION: 10

2000 1 - 2000

mAU
mAU

1000 - 1000

Minutes

Figura 10.Cromatograma de Sultamicilina Tosilato 0.1 mg/mL 65:35 Buffer Fosfato pH 3.0:
ACN flujo 1.4 mL / min.

No obstante, dado que las condiciones previamente definidas no proveian una

adecuada simetria en el pico de interés, se adiciond a la mezcla trietil amina, como
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par iénico, el cual se afiade usualmente como modificador para mejorar la forma de
los picos y controlar el tiempo de retencion de los compuestos aminados, tal es el
caso de la sultamicilina. (Chuang, Ragan, & Prasad, 1994). De esa manera la
asimetria, la forma y el ancho de las sefiales se vio significativamente mejorada. La
fase movil finalmente consistié entonces en una mezcla de Buffer de fosfato pH 3,0,
Acetonitrilo y TEA (65:35:0,1), el pH final de la mezcla era de aproximadamente
3,65. El cromatograma obtenido con el uso de esta fase movil se presenta en la

figura 11.

NOMBRE DE LA MUESTRA: STD 0.1 mgmL + TEA
VIAL : 4 )
VOLUMEN DE INYECCION: 10

2000 1 - 2000
L 7
1000 - 1000

] :
I\ [
- I |‘| /\
[\
0 A N . I 0
0 1 2 3

Minutes

Figura 11.Cromatograma de Sultamicilina Tosilato 0.1 mg/mL 65:35 Buffer Fosfato pH 3.0:
ACN TEA flujo 1.4 mL / min.

Las condiciones cromatograficas propuestas permitieron obtener tiempos de

retencién cortos, sefiales adecuadas y que cumplen el sistema de idoneidad
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propuesto, todo dentro de un tiempo de analisis de 2,5 minutos, el cual es un
tiempo de analisis que se consideré adecuado, no solo para cuantificar el activo
presente en las tabletas, sino también para determinar el comportamiento de
liberacion in vitro (ensayo de disolucion y perfiles de liberacién) de los productos
evaluados. Las condiciones cromatograficas propuestas permiten obtener un
tiempo de analisis aproximadamente 70 % menor cuando se compara con la

metodologia HPLC indicada por la farmacopea japonesa edicion XVII.

4.2. Validacion de la metodologia analitica para la valoracion
de sultamicilina.

A continuacion, se presentan los resultados correspondientes a cada uno de los

parametros de validacién seleccionados.

4.2.1. Selectividad.

En la tabla 13 se presentan las condiciones de estrés a las que fue sometido el
activo, sultamicilina tosilato 0,1 mg/ mL, asi mismo los cromatogramas obtenidos

en cada una de las condiciones descritas.
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Tabla 13.Cromatogramas de correspondientes a muestras de sultamicilina tosilato 0,1 mg/
mL, sometidas a condiciones de estrés.

Sultamicilina Tosilato 0,1 mg / mL en fase moévil
25-30 °C HR% 50 % después de 3 horas.

Sultamicilina Tosilato 0,1 mg / mL en fase mévil
en el automuestreador a temperatura ambiente de
25-30 °C HR% 50 %

2000

mAU

1000

2000

mAU

- 1000

-
w

Minutes

20001

mAU

1000 4

- 2000

mAU

- 1000

Minutes

Sultamicilina Tosilato 0,1 mg / mL en fase moévil
bajo la exposicion de la luz durante cuatro dias

Sultamicilina Tosilato 0,1 mg / mL en fase mévil a
4,5 °C 20 % HR después de 5 meses

mAU

2000 4

1000

2000

mAU

- 1000

(&)
w

Minutes

Sultamicilina Tosilato 0,1 mg / mL a pH acido (HCI

mAU

0,1 Molar)

2000

1000

- 2000

mAU

- 1000

Minutes

mAU

2000

1000

0

2000

mAU

- 1000

0

0

T T T
1 2

Minutes

3

Sultamicilina Tosilato 0.1 mg / mL a pH Basico

mAU

(NaOH 0.02 Molar)

2000 1

1000

[~ 2000

mAU

[ 1000

Minutes
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Sultamicilina Tosilato 0,1 mg / mL a 80 °C durante
30 minutos

2000 [- 2000

AU
mAU

1000 - 1000

Minutes

Mezcla de excipientes generalmente presentes en
la formulacion de tabletas de sultamicilina

mAU

tosilato.

2000

1000

I 2000

I 1000

Minutes

Los cromatogramas previamente presentados en la tabla 13, indican, de manera

visual la ausencia de otras sefiales correspondientes a impurezas producidas tras

el sometimiento del activo a las condiciones estrés utilizado, que generen baja

resolucion respecto a la senal de la sultamicilina. La selectividad se evalud tanto

con el material de referencia certificado como tabletas, obteniéndose resultados

similares.

Como técnica confirmatoria de la selectividad del método analitico se utilizé HPLC-

DAD vy se obtuvieron las purezas de pico en cada uno de los medios utilizados; a

saber: fase movil; pH 1,2 4,5y 6,8. Los resultados se muestran a continuacion:

mAU
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Sample Name: STD 0.1

Purity results peak 2 at 1.499 min.

mAU Data : 002-0201.D
60 Signal : DAD1 A
404 Peak : 2 at 1.499 min
Date : 07-Mar-19, 15:44:43
20
0 e

= S —
Calculated
2990000909990000¢
2é0 ZAO ZéO ZéO GBO GéO 350 GéO 330 nm| 1T4 1 TG min|

—> The purity factor is within the calculated threshold limit. <-

Purity factor : 999.912 (17 of 17 spectra are within the calculated threshold limit.)
Threshold : 993.050 (Calculated with 17 of 17 spectra)

Figura 12.Pureza de pico Sultamicilina tosilato material de referencia en fase maévil.

Sample Name: P1 FM

Purity results peak 2 at 1.473 min.

mMAUT Data : 002-0201.D
80 Signal : DAD1 A
60 Peak : 2 at 1.473 min
40 Date : 15-May-19, 17:39:52
20
04 A L
T T L T T
0 1 2 3 miry
L\/\ K !
| . I
Calculated
29%%0000000000%?
2&0 2)10 ZéO 2&0 3(')0 32‘0 3«{0 eéo aéo nm| 1{4 1 !6 minf

-> The purity factor is within the calculated threshold limit. <-

Purity factor : 999.969 (19 of 19 spectra are within the calculated threshold limit.)
Threshold : 999.893 (Calculated with 19 of 19 spectra)

Figura 13. Pureza de pico Sultamicilina tosilato tabletas en fase mavil.

Sample Name: P1 12

Purity results peak 2 at 1.481 min.

mAU ] Data : 006-0601.D
80 Signal : DAD1 A
60 Peak : 2 at 1.481 min
40 Date : 15-May-19, 18:26:37
204
04 L 1
— T (i — — 4 ™
0 1 2 3 miry

~—
L NS

Calculated
0000000000900

T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm 1.4 16 min|

-> The purity factor is within the calculated threshold limit. <-

Purity factor : 999.957 (19 of 19 spectra are within the calculated threshold limit.)
Threshold : 999.903 (Calculated with 19 of 19 spectra)

Figura 14.Pureza de pico Sultamicilina tosilato tabletas en pH 1,2.



4-75

Sample Name: P1 45

Purity results peak 2 at 1.484 min.

mAU
60
404
204
LE L
T T e T T
0 1 2 3 miny
N\
\ /N
N\
L «:{,,,,,,,,A,\;;Z,, _
Il
Calculated
_ o0, P ol
T T T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380 nm| 14 16 min|

-> The purity factor is within the calculated threshold limit. <-

Purity factor : 999.962 (18 of 18 spectra are within the calculated threshold limit.)
Threshold : 999.889 (Calculated with 18 of 18 spectra

Figura 15.Pureza de pico Sultamicilina tosilato tabletas en pH 4,5.

Sample Name: P1 68

Purity results peak 2 at 1.485 min.

mAU
40
30
20
10
0 f—
mi
/ \
/ N
) N
. J‘—r"‘——‘v——,,,,,, P~
Calculated

o
Iro
=

T T T T T T T T T
220 240 260 280 300 320 340 360 380nm

-> The purity factor is within the calcula

Purity factor : 9 8
Threshold : 999.800

Figura 16.Pureza de pico Sultamicilina tosilato tabletas en pH 6,8.

La selectividad mediante la obtencion de la pureza de pico se evalué tanto con el
material de referencia certificado, estdndar secundario y a los cuatro productos bajo
analisis, obteniéndose resultados similares a los previamente mostrados para cada

una de las muestras evaluadas.

Gracias al analisis por HPLC DAD se pudo obtener el isograma, mostrado en la
figura 17, en donde se aprecia que la longitud de onda de mayor absorcién de la

sultamicilina tosilato se encuentra en 215 nm.
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Figura 17.Isograma (longitud de onda vs tiempo) sultamicilina tosilato 0.1 mg / mL.

Gracias a los resultados obtenidos se pudo establecer que la metodologia
propuesta resulté ser selectiva para la cuantificaciéon y evaluacién del desempefio

de liberacion de sultamicilina presente en tabletas de liberacion inmediata.

4.2.2. Linealidad.

Tabla 14.Resultados de linealidad para el sistema y el método.

Sistema Método
Concentraciéon Replica Area Concentracion Replica Area
mg/mL Sultamicilina mg/mL Sultamicilina
0,049 1 6647052 0,051 1 6780154
2 6552892 2 6658908
3 6667225 3 7318760
0,074 1 10125204 0,076 1 10237783
2 9593896 2 10147595
3 9592633 3 10651368
0,098 1 13148435 0,101 1 13222430
2 13179619 2 13457629
3 13340089 3 14108234
0,123 1 16348787 0,126 1 16457678
2 16349524 2 16890264
3 16061134 3 17211132
0,148 1 19526926 0,152 1 19275884
2 19171617 2 19592871
3 19963288 3 20766823




4-77

Los datos consignados en la tabla 14 corresponden a areas bajo la curva,
integradas mediante el software EZChrom Elite Chromatography Data System
desarrollado por Agilent Technologies, para la sefal correspondiente a
sultamicilina. En total se evaluaron 5 concentraciones a partir de tres replicas
independientes, para un total de 15 datos. Con los datos de area obtenidos vy
mediante el método de minimos cuadrados se obtuvo la curva de regresion tanto
para el sistema como para el método, las cuales se muestran en las figuras 18 y 19

respectivamente.

22000000
17000000

12000000

N

@©
)
—
< 7000000
y = 1E+08x + 200467
R?=0,9976

2000000

0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

-3000000 .,
Concentracion mg/mL

Figura 18.Curva de regresion para el sistema.
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22000000
[ ]

17000000
12000000

®

D 7000000

< y = 1E+08x + 499467
R2=10,9918
2000000
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12 0,14 0,16

-3000000

Concentracion mg/mL

Figura 19.Curva de regresion para el método.

Evaluacion estadistica de la linealidad.

La tabla 15 resume los resultados de las pruebas estadisticas realizadas y si se
rechaza o no la hipoétesis planteada.

Tabla 15.Resultados de las pruebas estadisticas para evaluar la linealidad.

Evaluacion estadistica de la linealidad

Prueba Parametro Valor sistema método Valor Resultado
evaluado calculado de
tablas
Correlacion tr 76,79 108,65 t- es mayor que t de tablas, se
rechaza H, y se dice que
existe una correlacion

significativa entre Xy Y
ta es menor que t de tablas, se
acepta Ho, el intercepto es
igual a cero
Pendiente to 77,67 40,7 t, es mayor que t de tablas, se
rechaza H, y se dice que la
pendiente es diferente de cero.
Regresion Feal 6032,5 1656,2 47 Fca €s mayor que F tablas, Ho
se rechaza, la regresion es
significativa.
ANOVA Desvio o Fea 0,5 0,2 3,7 Fca €s menor que F tablas, Ho
falta de se acepta, el desvio o falta de
ajuste ajuste no es significativo.

Intercepto ta 0,83 1,62 2.16
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La prueba t se utilizd con el fin de evaluar la idoneidad de la correlacion entre X'y
Y, la pendiente y del intercepto, tanto del sistema cromatografico como del método.
Se encontrd que el valor de t: calculado resulté ser mayor que t reportado en tablas,

por lo que se concluye que existe correlacion significativa ente los valores de Xy Y.

En los resultados encontrados para la prueba t, se determiné un valor de ty
calculado mayor al reportado en tablas; con lo cual la hipétesis propuesta se
rechaza y se dice que la pendiente es estadisticamente diferente de cero. Caso
contrario con el intercepto, ya que el valor encontrado ta resulté ser menor que el
valor de t reportado por tablas, con lo cual se acepta la hipétesis propuesta, dando
como resultado que el punto de corte de la recta con el eje Y no resulta ser

estadisticamente diferente de cero.

La prueba ANOVA evidencia que la regresion es significativa tanto para el método
como para el sistema, ya que, en ambos casos, F calculado resulté ser mayor que
F de tablas, dando como resultado la aceptacion de la hipdtesis propuesta.
Ademas, para el desvio se encontré que F calculado era menor que el valor de F
reportado por tablas es entonces que se acepta la hipétesis propuesta y se dice
que el desvid no es significativo. Los resultados derivados del tratamiento
estadistico permitieron determinar que el parametro de linealidad cumple con los

requerimientos establecidos en las normas aplicables.
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4.2.3. Precision.

Repetibilidad instrumental.

Los resultados correspondientes a la precision instrumental se encuentran
consignados en la tabla 16:

Tabla 16.Resultados de la precision instrumental. Inyecciones sucesivas de sultamicilina
material de referencia certificado 0,1 mg / mL

Repeticion Area
Sultamicilina
13582870
13633248
13651103
13592856
13648879
13412700

O WON =

7 13410698
8 13522948
Promedio 13556912,75

desviacion 98888,13
%RSD 0,73%

El valor de % de RSD resulté ser menor que 2,0 % con lo cual es posible afirmar
que el sistema cromatografico funciona de manera adecuada y no aporta una

variacion significativa al analisis.

Repetibilidad del método.

Los resultados de la repetibilidad del método y del sistema son derivados de
determinaciones en tres niveles de concentracion con tres replicas en cada nivel,

para un total de 9 determinaciones; los resultados se muestras en la tabla 17.
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Tabla 17.Resultados de la repetibilidad del método.

Repetibilidad del método.

Concentracion 0,07 0,10 0,12
mg/mL
Area 9890129 13287272 16337074

10005620 13411699 16507974
10208320 13507952 16454837

Promedio 10034689 13402308 16433295
Desviacion 161074,9755 110639,34 87463,1004
% RSD 1,61% 0,83% 0,53%

Los datos reportados en la tabla 17 evidencian que existe un aumento de la
variacion a medida que se disminuye la concentracion, este comportamiento es
congruente con lo reportado en la literatura, dicho comportamiento fue descrito por
Horwitz, él establecié que la perdida de precision es proporcional a la disminucion
de concentracion.(Rojas, 2017).El valor de RSD encontrado tanto para el sistema
como el método resultdé ser menor de 2,0 %, lo cual, la metodologia analitica
propuesta cumple con lo establecido en los criterios de aceptacion para la

repetibilidad.

Precision intermedia.

La precision intermedia se determind utilizando el modelo matricial que se presenta
en la tabla 18.
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Tabla 18.Resultados de la precision intermedia.

Precision intermedia

Concentracion Area
mg/mL Analista DiA 1 DIA 2
0,075 1 9890128,5 9829032
10005620 10116891
2 10118547 9830015
10115235 9828049
0,1 1 13586242,5 13287272
12912284,5 13411699
2 13300898 13412700
13273646 13410698
0,125 1 16507974 15959790,5
16454837 16337073,5
2 15655584 16344945
15634622 16329202

Evaluacién estadistica de la precision.

Tabla 19.Evaluacion estadistica de la precisién intermedia. Suma de cuadrados de cada

factor evaluado.

FC = (SY)2124 4,149E+15
SCT= (3Y2)-FC 1,547E+14
SCA= (TA1)2/12 + (YA2)2/12) - FC 4,548E+10
SCD=  (YD1)2/12 + ¥D2)2/12) - FC 1,716E+10
SCR= (YR1)2/12 + (YR2)2/12) - FC 474623863

Tabla 20.Evaluacién estadistica de la precision intermedia. ANOVA de la precision.

FUENTE gl SC CM Fcalc. F. tab.
Analista 1 4,5475E+10 45475225121 0,0058806 4,35
Dia 1 1,716E+10 17160047386  0,0022190 4,35
Replica 1 474623863 474623862,5 0,0000614 4,35
Error 20 1,5466E+14 7,73311E+12
Total 23 1,5473E+14 6,72719E+12
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El resultado del andlisis de varianza permite evidenciar que ninguno de los valores
de F calculados resultdé ser mayor que el reportado por tablas, por lo que es posible
decir que los factores evaluados durante la precision intermedia; Analista, Dia y

Replica, no aportan una variacion significativa a la metodologia propuesta.

4.2.4. Exactitud.

Se utilizé el método de placebo cargado para evaluar la exactitud de la metodologia
propuesta, dicho método indica que se deben utilizar los excipientes que
usualmente se encuentran en una tableta, realizar una mezcla con las proporciones
adecuadas y adicionar una cantidad conocida del activo, con el fin de determinar su
recuperacion al ser sometida la muestra a las condiciones de analisis. Los

excipientes y proporciones utilizados se muestran en la tabla 21.

Tabla 21.Excipientes y proporciones utilizados para realizar la exactitud por el método del
placebo cargado.

# INGREDIENTE FUNCION PROPORCION CANTIDAD paralg
EN mg (mg)
1 Sultamicilina Principio activo 52.1 375.12 697.02
2 Almidon de Diluente, 14 100.8 138.724
maiz desintegrarte,
aglutinante
3 Estearato de Lubricante 0,8 5.76 7.927
magnesio
Poli etilenglicol Aglutinante 2 0.144 0.198
5 Lactosa Diluente. 34 244.8 336.901
anhidra

TOTAL 100.92 726.624 1000
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La exactitud se evalud en tres niveles de concentracién en dos dias diferentes, se

determiné el porcentaje de recuperacion, tal como se muestra en la tabla 22.

Tabla 22.Resultados de porcentaje de recuperacion en tres niveles de concentracion.

Concentracion % recuperacién

97%
0,075 99%
101%

102%
0,10 97%
99%

105%

0,124 100%
99%

Promedio 99,9%

Pruebas estadisticas

Los resultados referentes a las pruebas estadisticas para evaluar la idoneidad de la

exactitud encontrada se encuentran consignados en la tabla 23.

Tabla 23.Resultados de las pruebas estadisticas para evaluar la exactitud.

Test de prueba t G tablas t tablas
Cochran
G exp texp 0,87 2,31
0,50 0,015

Gracias a los valores reportados en la tabla 23 para las pruebas estadisticas, es
posible determinar que los valores tanto de G experimental como de t experimental
son menores que los reportados por tablas para cada estadistico con un valor de

confianza de 0,05. Con lo que podemos concluir respectivamente que las varianzas
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no son significativamente diferentes y que la recuperacion promedio no difiere de
manera significativa de 100 %. Lo anterior nos permite afirmar que la metodologia

propuesta cumple con el parametro de exactitud.

4.2.5. Rango.
Se demostrdé que en el rango evaluado; 0,050 0,75 0,10 0,125 y 0,150 mg/mL, el

método cumplia los parametros de selectividad, linealidad, precision y exactitud.
Por lo cual se establecié6 como el rango de cuantificacion las concentraciones

previamente descritas.

4.2.6. Estabilidad

Los cromatogramas reportados en la prueba de selectividad permitieron establecer
la ausencia de senales correspondientes a productos de degradacion del analito,
cuando soluciones de este se sometieron a las condiciones de estrés descritas en
el ensano de selectividad. Los datos de porcentaje de degradacién se muestran en

la tabla 24.

Tabla 24.Resultados de porcentaje de degradacion de sultamicilina tosilato en solucién 0,1
mg/ mL después de 5 horas.

Ensayo Area sefal sultamicilina Porcentaje
inicial Después de 5 de
horas degradacion
Dia 1 13515118 13191643 2,4 %

Dia2 13234547 12940848 2,2 %
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Segun los datos de estabilidad reportados por la literatura,(PMDA, 2018) la
molécula de sultamicilina tosilato no resulta ser higroscépica, lo cual favorece a su
estabilidad, y es estable en suspensién o solucion saturada, con una tasa residual
después de 39 meses de 98,7 %. No obstante, durante el analisis de la estabilidad
se encontré un porcentaje de degradacion de aproximadamente 2,3 % después de
5 horas, razén por la cual el tiempo requerido de analisis de los perfiles de
disolucién se estableci6 como maximo 3,5 horas, con el fin de promover la

estabilidad de las muestras analizadas.

4.2.7. Sistema de idoneidad.

Los parametros cromatograficos seleccionados para determinar la idoneidad del
sistema fueron: la resolucion entre los picos, la asimetria de pico y el numero de
platos tedricos. Los datos de cinco repeticiones sucesivas se presentan a

continuacioén en la tabla 25.

Tabla 25.Resultados del sistema de idoneidad.

Numero
Repeticiéon Resolucion Asimetria de
platos
tedricos
1 2,81 1,38 1115
2 2,79 1,42 1104
3 2,80 1,37 1101
4 2,80 1,43 1128
5 2,78 1,38 1110
Promedio 2,80 1,40 1111,60
Desviacion 0,011 0,027 10,644

RSD % 0,41 1,94 0,96
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Los resultados obtenidos de resolucion, asimetria y numero de platos teéricos se
encuentran por encima del valor establecido como criterio de aceptacion, con lo
cual es posible concluir que la metodologia analitica propuesta cumple con los

criterios de idoneidad cromatografica.

4.3 Evaluacion de caracteristicas Biofarmacéuticas.

Los resultados y la discusion de estos se realizan para cada una de las
caracteristicas biofarmacéuticas evaluadas.

Descripcion y caracteristicas organolépticas

Los resultados de la prueba de descripcion se encuentran consignados en la tabla
26. Los productos evaluados consistieron en su mayoria en tabletas de color
blanco con o sin ranura, tras la revision de los registros sanitarios en la base de
datos del INVIMA se encontraron que la descripcion reportada para los productos

era congruente con resultado encontrado para la caracteristica evaluada.

Tabla 26.Resultados de la prueba de descripcion y caracteristicas organolépticas.

Resultado
Prueba P1 P1 P2 P 2 lote P3 P3 P4 P4
lote 1 lote 2 lote 1 2 lote 1 lote2 lote1 lote 2
Descripcién y Tabletas Tabletas blancas, Tabletas Tabletas,
caracteristicas blancas, capsulares, blancas, capsulares,
organolépticas capsulares, biconvexas, sin capsulares, biconvexas, sin
biconvexas, sin ranura biconvexas, ranura
ranura ranuradas por

una cara.
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Analisis dimensional.

Tabla 27. Resultados del analisis dimensional.

Resultado
Prueba P1lote P1lote P2lote1 P2lote2 P3lote1 P3lote2 P4dlote1 P4lote?2
1 2
*Analisis d= d= d= d= d= d= d= d=
dimensional 6,2+0,02 6,3+0,01 5,3+0,005 5,6+0,005 5,4+0,012 5,1+0,09 5,0+0,07 5,0+0,09
(mm) h= h= h= h= h= h= h= h=

6,7+0,03 6,8+0,04 7,140,025 7,140,040 8,1+0,065 8,1+0,119 8,940,066 8,9+0,118

d= Diametro, h= Altura.

Los resultados del analisis dimensional, presentados en la tabla 27, refieren un
tamano de unidad de dosificacién promedio de 5,5 mm para el diametro y de 7,7
mm para la altura de las tabletas, no se encontraron variaciones significativas
respecto a la altura y al didmetro entre los lotes uno y dos de un mismo producto,
sin embargo, entre marcas comerciales es posible encontrar formulaciones que

presentan un tamano de tableta ligeramente mayor.

Valoracion.

Tabla 28.Resultados encontrados referentes al contenido de sultamicilina por producto y
lote evaluado.

Resultado
Prueba P 1 lote 1 P 1 lote 2 P 2 lote 1 P 2 lote 2
Va'°.’,/f°i"’" 105,040,032 105,4+0,021 101,140,045 101,540,019
Prueba P 3 lote 1 P 3 lote 2 P 4 lote 1 P 4 lote 2
Valoracion 103,2+0067 102,9+0017 88,940,011 92,3+0,023

%

El procedimiento de manejo de muestras para la cuantificacion se encuentra

consignado en el anexo A del presente trabajo.
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Al ser la unica monografia disponible para las tabletas de sultamicilina, se eligio
criterio de aceptacion para el contenido, el consignado en la farmacopea japonesa
ediciéon XVII. Tres de los cuatro productos evaluados; productos uno, dos y tres,
cumplen con el criterio de aceptacion propuesto por la farmacopea japonesa
ediciéon XVII para tabletas de sultamicilina tosilato, cuyo valor se deberia encontrar
entre 90-105 %. Solamente el lote numero uno del producto cuatro se encuentra
fuera de especificacion con un valor de 88.9 %. El lote dos del producto cuatro se
encuentra muy cercano al limite inferior de especificacion, con un valor de 92.3 %,

sin embargo, cumple.

Es posible decir que el no cumplimiento por parte del lote uno del producto cuatro
sea debido a que a la fecha del analisis se encontraba muy cercano de su fecha de
caducidad, no obstante, los productos dos y tres presentaban una fecha de
caducidad para el lote uno cercana a la fecha de analisis, sin embargo, los
productos dos y tres cumplieron con la prueba de contenido. Se pueden atribuir los
resultados encontrados para el contenido del producto cuatro, con la estabilidad
inferior que presenta la sultamicilina base respecto a la sultamicilina tosilato. Lo
anterior es derivado de la patente EP0092968A1, en la cual se indica que la
sultamicilina tosilato presenta una mayor estabilidad y mejorias en cuanto a
propiedades de flujo, que hacen de esta sal de particular de eleccién para la

formulacién de productos a base de sultamicilina.
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Fuerza de ruptura (kp).

Tabla 29.Resultados de fuerza de ruptura encontrados.

Resultado
Prueba P 1 lote 1 P 1 lote 2 P 2 lote 1 P 2 lote 2
Fuerza de
ruptura 33,4422 26,4+0,97 36,9462 37’8;5’9
(kp)
Prueba P 3 lote 1 P 3 lote 2 P 4 lote 1 P 4 lote 2
Fuerza de
ruptura 40,3+7,3 38,9+2,7 40,4+0,79 40,0+2,7
(kp)

Esta prueba permite establecer la capacidad que posee la unidad de dosificacion al
ser sometida al estrés del uso diario, transporte y manipulacion, con el fin de que
mantenga su integridad y la elegancia que un producto farmacéutico debe poseer.
La literatura indica que generalmente existe una relacion entre el mecanismo de
liberacion del farmaco desde una matriz sélida y el valor de fuerza de ruptura que la
matriz exhiba; entre mas fuerza sea requerida para que la unidad de dosificacion se
rompa, es decir entre mas dureza presente la tableta, la velocidad con la que el
farmaco se libera desde la tableta es menor y viceversa. (Franco-Ospina et al.,

2012)

En los resultados consignados en la tabla 29 se encontré que el producto uno,
quien es el producto comparador, poseia el menor valor de fuerza de ruptura y
presentaba un mayor porcentaje de liberacion tanto en el ensayo de disoluciéon
como en los perfiles de disolucion obtenidos. La fuerza de ruptura encontrada para
el producto cuatro fue la que presentd un mayor valor, este producto ademas

presentd el menor porcentaje de liberacidon tanto en las pruebas de disolucién como
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en los perfiles de disolucion. Los productos dos y tres poseian valores de fuerza de
ruptura intermedios, lo cual se vio relacionado con los valores intermedios de

porcentaje de farmaco liberado.

Los resultados de la evaluacién de esta caracteristica afirman lo reportado por la
literatura en cuanto a la influencia de la fuerza de ruptura y el mecanismo de

liberacion del farmaco.(Franco-Ospina et al., 2012).

Uniformidad unidades dosificacion.

Tabla 30.Resultados de la prueba de uniformidad de unidades de dosificacion.

Resultado

Prueba P1 P1 P2 P2 P3 P3 P4 P4
lote1 lote2 Ilote1 lote2 lote1 lote2 lote1 Ilote?2
Uniformidad 15,7 20,0 14,8 11,3 20,7 30,1 26,1 41,9
unidades
dosificacion L1
Uniformidad 13,7 17,4 X X 17,5 25,3 23,4 36,0
unidades
dosificacion L2
X: No se requirié su evaluacion en un nivel L2.

La realizacion de este ensayo permitio establecer la variacién hallada entre las
unidades de dosificacion de cada lote de producto evaluado. La uniformidad de
unidades de dosificacion se realizé por variacion de peso dado las caracteristicas
de la formulacién. En la tabla 30 se encuentran los resultados de la prueba, se
encontré que solo el producto dos generaba un valor de aceptacion calculado
segun USP, menor de 15,0 con lo cual fue el unico producto que en primera
instancia cumplié con el nivel L1. Para los demas productos bajo estudio fue

necesario llegar hasta el nivel L2, en donde la variacion proveniente de los pesos
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individuales de treinta unidades de dosificacion deberia ser menor al valor de
aceptacion de 25,0 reportado por USP. Aun con la evaluacién a un nivel L2, el lote
dos del producto cuatro produjo un valor de variacion mayor al valor de aceptacion
reportado, por lo cual se establecié el no cumplimiento de esta prueba por parte del

producto evaluado.

La prueba de uniformidad de unidades de dosificacién da cuenta del grado de
homogeneidad del principio activo encontrado en las unidades de dosificacion, asi,
valores de variacién pequenos (nivel L1 y L2 segun USP), indican que se ha dado
la incorporacion del activo a la unidad de dosificacion, para el caso especifico,
tabletas, de manera homogénea. El no cumplimiento de esta caracteristica implica
que existe una variacién significativa respecto al contenido del activo en la tableta,
lo cual puede derivar en la administracion incorrecta de la dosis y en por ende en

algunos casos provocar fallo terapéutico.(Franco-Ospina et al., 2012; USP, 2018)

Disolucion.

El ensayo de disolucién se llevé a cabo en dos condiciones previamente descritas
en las tablas 9 y 10, las variaciones se realizaron en cuanto a la velocidad de
rotacidon de las paletas y el medio de disolucién utilizado. El criterio de aceptacién
para ambas condiciones fue el descrito por la farmacopea japonesa para tabletas
de sultamicilina tosilato; en donde si se encontraba una liberacién mayor al 75 %

en 15 minutos se consideraba como aceptable.
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Tabla 31. Resultados de las pruebas de disolucién en cada una de las condiciones
evaluadas.

Resultado

Prueba P1lote P1lote P2lote P2lote P3lote P3lote2 P4lote P 4Ilote
1 2 1 2 1 1 2

Disolucion % 95,4+24 91,4421 80,5+2,5 72,4+1,9 87,0£2,8 90,72+2,0 79,4+3,0 83,113,6
pH 1,2,900
mL, paletas,

75 rpm

Disolucion % 82,5+2,1 86,6+2,3 55,2+2,8 44,0+4,9 67,5+1,6 79,5+29 2,7+0,1 2,340,1
900 mL Agua,
paletas, 50

rpm

En los resultados reportados en la tabla 31 se encontraron valores de porcentaje de
activo disuelto menores en la condicién uno, la cual corresponde a las condiciones
referidas por la monografia para tabletas de sultamicilina tosilato por la farmacopea
japonesa XVII. La condicién uno, implica el peor caso al que podria enfrentarse el
activo en términos de solubilidad, ya que el medio, agua, exhibe un pH neutro, la
molécula de sultamicilina con un pKa de 7,3 se encuentra en su mayoria como
forma base, dicha forma es menos soluble, ademas la velocidad de rotacién de 50
r.rp.m. es inferior a la reportada por las guias para la evaluacion de las
caracteristicas de los productos multifuente. Unicamente el producto uno cumplié
con la prueba de disolucién en la condicién uno referida por la farmacopea
japonesa, los demas productos exhibieron una liberacion menor al valor de
aceptacion indicado en esta condicion. El producto cuatro presentd una liberacion

de tan solo el 2,5 % en la condicién uno, esto quizas es atribuible a la utilizacién de
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la sultamicilina base para formular el producto, la cual como previamente se ha
discutido, presenta una menor estabilidad, solubilidad y peores propiedades de flujo

referentes a la formulacion.

En la condicion dos, donde el pH era de 1,2 la sultamicilina tosilato se encuentra en
su mayoria en forma idnica y por ende mas soluble en un medio polar como lo es el
HCI 0,1 M, la velocidad de rotacién se ajusté a lo reportado por las guias para la
evaluacion de los productos multifuente. La condicién dos refiere caracteristicas
que asemejan en mayor medida a las que in vivo sera sometido el medicamento y
posteriormente el farmaco liberado, ya que se trata de un producto de liberacién
inmediata, en donde el objetivo es que el farmaco sea liberado desde la forma
farmacéutica en un 85 % en menos de 30 minutos. Los productos asi evaluados,
en su mayoria exhibieron una liberacién mayor al 75 % en 15 minutos, con lo cual
cumplirian con el criterio de aceptacidon para esta prueba. No obstante, el
porcentaje de farmaco liberado del lote dos del producto dos, se encuentra por

debajo de la especificacion en ambas condiciones evaluadas.

Una mayor o menor liberacion del farmaco en un medio especifico es dependiente
de factores fisicoquimicos propios de la molécula, tecnolégicos y de formulacion del

producto en cuestion.
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4.4 Perfiles de disolucion.

Los resultados de los perfiles de disolucion para cada producto se muestran a

continuacion:

Tabla 32.Resultados de liberacién (%) en pH 1,2.

% sultamicilina liberado pH 1,2

Tierr_ipo Producto 1 Producto 2 Producto 3 Producto 4
min
( Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
72,7£3,5 75,0+1,6 51,1441 458+16 58,143,2 54,8+11,5 70,6+3,3 74,5+21
10 92,2+1,6 89,7+1,7 72,920 64,0+2,0 79,6+3,3 81,516,3 79,0+2,5 84,0+2,5
15 954+24 91,4+21 80,5+2,5 724419 87,0+2,8 90,7+2,0 79,4+3,0 83,1+3,6
30 95,2+2,3 89,8+2,1 86,3t2,9 824+2,2 89,1429 89,6+1,6 80,1t2,6  82,8+2,6
45 93,0+1,9 87,8416 86,6+3,3 84,7+2,3 87,323 87,2+1,8 77,842,1 80,5+2,5
60 90,8+2,0 85,2+1,8 84,7t2,0 84,2+2,3 85,5423 84,7+1,9 76,2+21  77,5+2,1
Tabla 33.Resultados de liberacién (%) en pH 4,5.
% sultamicilina liberado pH 4,5
Tierppo Producto 1 Producto 2 Producto 3 Producto 4
(miv) Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 66,0+£3,7 70,9+1,5 46,7424 39,1+1,8 54,1+3,3 445+11,5  9,841,9 10,3+1.6
10 82,2+49 82,5+1,8 63,7£3,2 551+£1,8 74,3+45 69,1+6,6 159+1,1 14,4410
15 84,1451 83,5+1,9 71,9440 63,6£1,9 82,8452  80,5+2,7 19,9+1,4  17,841,2
30 82,9t4,8 82,6+2,3 77,0+4,5 71,7£21 83,8450 84,9+3,9 25,7+1,7 23,2+1,3
45 81,4453 80,9+2,6 78,5t4,5 745+26 83,0+4,3 82,131 29,9424  26,8+1,3
60 79,0t5,2 77,521 76,9t4,5 77,2422 80,9+4,3 79,0+3,2 32,1+2,6 28,9+1,1
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Tabla 34.Resultados de liberacién (%) en pH 6,8.

% sultamicilina liberado pH 6,8

Tierppo Producto 1 Producto 2 Producto 3 Producto 4
min
(i) Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2 Lote 1 Lote 2
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 ND ND
9,140,60 11,7+1,2 4,3+0,41 4,74+0,40 5,18+0,6 5,70+1,3 ND ND
10 14,3+1,4 17,3+1,9 6,0+0,65 6,7+0,50 7,58+1,0 10,73%1,5 ND ND
15 15,6+1,5 18,3+2,1 7,0+0,70 7,6+0,60 8,92+1,1 13,52+1,6 ND ND
30 14,1+1,5 16,3+1,6 8,5+0,74 8,2+0,80 9,99+1,2 14,49+1,6 ND ND
45 11,7+1,2 12,1414 8,4+0,70 7,9+0,80 9,42+1,0 12,94+1,7 ND ND
60 9,3+0,90 8,6+1,2 7,6+0,67 6,9+0,80 8,34+0,90 10,28+1,6 ND ND

ND: No Detectado.

De cada lote de producto se evaluaron 12 tabletas, los resultados se calcularon
como el promedio de las unidades evaluadas. Las muestras se procesaron segun

lo descrito en la metodologia.

A continuacion, se presentan los analisis correspondientes a los resultados de los

perfiles de disolucion:
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Se calcularon valores de area bajo la curva ABC y la eficiencia de disolucion para
cada lote de los cuatro productos evaluados. Los resultados se muestran a

continuacion en la tabla 35.

Tabla 35.Resultados de area bajo la curva y eficiencia de disolucién para cada producto
evaluado.

AREA BAJO LA CURVA
producto 1 producto 2 producto 3 producto 4
pH lote 1 lote 2 lote 1 lote 2 lote 1 lote 2 lote 1 lote 2
1,2 5282,50 5040,50 4653,75 4411,00 4845,75 4875,75 4482,00 4654,25
4,5 4639,00 4635,75 4180,25 3879,00 4578,83 4462,83 1402,25 1268,25
6,8 729,75 818,50 432,00 426,25 506,70 705,90 0,00 0,00

EFICIENCIA DE DISOLUCION
producto 1 producto 2 producto 3 producto 4
pH lote 1 lote 2 lote 1 lote 2 lote 1 lote 2 lote 1 lote 2
1,2 88,0% 84,0% 77,6% 73,5% 80,8% 81,3% 74,7% 77,6%
45 77,3% 77,3% 69,7% 64,7% 76,3% 74,4% 23,4% 21,1%
6,8 12,2% 13,6% 7,2% 7,1% 8,4% 11,8% 0,0% 0,0%

3000 - m1,2
u4,5

Area Bajo la Curva

m6,8

0 -
producto 1 producto 2 producto 3 producto 4

Producto

Figura 26. Area bajo la curva (ABC) para los dos lotes de cada uno de los productos
evaluados en tres pH diferentes.
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Comparacion estadistica areas bajo la curva.

Con el fin de determinar la variacién del area bajo la curva (ABC) de los lotes uno y
dos de cada producto evaluado, se realizd una prueba t, con un intervalo de

confianza del 95,0 % de donde se deriva la tabla 37.

Tabla 36.Resultados de la prueba t: evaluacion de variabilidad interlote.

Marca pH Lote ABC = SD
12 1 5012,4 + 1947
' 2 5040,7 | £ | 175,0
1 45 1 4638,4 + 4953
’ 2 4698,8 +  200,2
6.8 1 7296 * 1258
’ 2 818,7 + 1528
12 1 46555 + 2354
’ 2 4410,7 | +| 201,2 | *
1 4180,4 =+ 409,2
2 4.5 2 39324 | 187,6
6.8 1 437,3 + 66,3
’ 2 4266 + 69,0
12 1 48449 + 226,8
’ 2 4875,7 +  169,6
1 4578,8 + 446,2
3 4.5 2 45241  + 253,8
1 512,7 + 103,8
6.8 2 7059 |+ 1457 | **
12 1 44828 + 209,3
’ 2 4653,2 + 220,3
1 14026 + 186,9
4 4.5 2 1286,5 = 117,44
1 -—- * -—-
6,8 5 . i

---: La liberacion en pH 6,8 del producto cuatro fue cero. Las diferencias entre las areas bajo la
curva (ABC) entre lotes de la misma marca, se determinaron mediante prueba t de Student. p < 0,05
se considera estadisticamente diferente.

La tabla 37 permite establecer que no existen variaciones significativas entre los
valores de ABC para el producto uno en los tres pH evaluados, el mismo

comportamiento exhibe el producto cuatro, salvo que este ultimo no presenta
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liberacion en el pH 6,8, por lo cual la prueba estadistica no pudo ser aplicada. Los
productos dos y tres presentan una variacion interlote en el pH 1,2 y 6,8
respectivamente. Mediante un analisis de ANOVA y posteriormente DUNNETT'S se
determiné ademas de la variaciéon de los valores de ABC entre los productos
evaluados en cada pH, cual de ellos resultaba ser estadisticamente diferente del
producto uno, el cual es el producto comparador. Los resultados se evidencian en

la figura 27.
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Figura 27 .Variacion encontrada para los cuatro productos en cada uno de los pH
evaluados. Las diferencias entre las areas bajo la curva (ABC) entre marcas se determinaron
mediante analisis de varianza (Anova) y prueba de Tukey post hoc. p < 0,05 se consideraron
significativas.
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Se encontré que el unico producto que no presentaba una variacién significativa
respecto al producto uno resulto ser el producto tres, excepto en pH 1,2, donde si
existe una diferencia significativa entre los valores de ABC entre el producto uno y
tres. Estos resultados son congruentes con el valor encontrado para f2, en donde el
unico producto estadisticamente similar resulto ser el producto tres. Los demas
productos evaluados exhiben una alta variacion al ser comparados frente al
producto uno en todos los tres valores de pH evaluados. La figura 28 brinda un
panorama global del comportamiento del ABC de cada producto evaluado en cada

medio evaluado.

60001

Marca 1 Marca 2 Marca 3 Marca 4

Figura 28.Comportamiento del ABC exhibido por cada producto en tres valores de pH
diferentes.

Se evidencia una clara influencia del pH del medio de disolucion respecto al valor
area bajo la curva encontrado; a medida que aumenta el pH el valor de ABC

disminuye de manera significativa. Mientras que los productos uno y tres presentan



4-104  Comparacion biofarmacéutica de productos multifuente de tabletas de liberacion

inmediata de sultamicilina, presentes en el mercado colombiano.

valores de ABC similares en los tres pH evaluados, el producto 4 presenta una

marcada disminucién del ABC, sensible al aumento de pH del medio.

Los resultados referentes a los perfiles de disolucion dan cuenta de la gran
variacion que presentan los productos de sultamicilina tabletas 375 mg,
comercializados en Colombia, ya que solo uno de los productos resulta poseer
similitud en cuanto a la cinética de liberacién in vitro. Lo anterior es posiblemente
atribuible al uso de diferentes sales como principio activo y a procesos tecnolégicos

involucrados.

4.5 Evaluacion estadistica.
Factor de similitud F2

La tabla 36 consigna los valores de F2 para cada uno de los productos evaluados.

Tabla 37. Valores de f2 calculados para cada producto evaluado.

Factor f2
Producto 1  Producto 2 Producto 3 Producto 4
pH 1,2 100,0 39,7 52,7 49,7
pH 4,5 100,0 39,8 52,0 11,6
pH 6,8 100,0 58,0 67,7 43,4

El factor f2 para el producto 1 se determiné como control.

Los perfiles obtenidos dan cuenta de la cinética de liberacion que presenta la
sultamicilina en los tres pH evaluados, los resultados de ABC evidencian que el pH
donde se da la mayor liberacién de la sultamicilina es el pH 1,2, seguido por el pH

4,5y pH 6,8. Los resultados hacen posible evidenciar la marcada relacion existente
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entre el porcentaje liberado de farmaco y la solubilidad que presenta la molécula de

sultamicilina, en cada uno de los medios evaluados.

Los perfiles permiten evidenciar que el producto cuatro exhibe un menor porcentaje
de liberacion en pH 4,5 y no detectable en pH 6,8, atribuible al hecho del uso de la

sultamicilina en forma de base y no de la sal tosilato.

Segun la normatividad si un producto presenta una liberacion de mas del 85 % al
minuto 15 no es necesario realizar la evaluacion de similitud mediante el uso del
factor f2, los resultados consignados en la tabla 32, evidencian que los unicos
productos presentaron una liberacién superior al 85 % en el minuto 15 fue el
producto uno y tres en ambos lotes, con lo anterior es congruente con lo referido
por la normatividad aplicable para este caso. El factor de similitud f2 indica que
existen diferencias significativas entre los perfiles de los productos dos y cuatro
frente al producto comparador, en los pH 1,2 y 4,5, mientras que en el pH 6,8 el
unico producto que presenté una diferencia significativa fue el numero cuatro.
Mediante la aplicacion del factor f2 es posible afirmar que el producto tres fue el
unico que presenta similitud en los perfiles de liberacion in vitro, cuando se
compara con el producto innovador. Un valor de f2 por encima de 50 significa que
existe una diferencia menor al 10% entre el producto evaluado y el producto

comparador.
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Relacion entre caracteristicas biofarmacéuticas y la eficiencia de disolucion.

La figura 29 relaciona las caracteristicas biofarmacéuticas que poseen mayor
relacion con el desempefo de liberacion que presentan los productos de

sultamicilina evaluados.
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Figura 29. Comparacion de los resultados encontrados.

La figura 29 evidencia que existe una relacion directa entre el contenido encontrado
en cada producto evaluado, la eficiencia de disolucién a pH 1,2 y la velocidad de
disolucién en la condicién uno (pH 1,2). Mientras la fuerza de ruptura resulta ser
una caracteristica inversa frente al porcentaje de sultamicilina liberada al medio

desde la unidad de dosificacion.

Solamente el producto comparador cumple cuando se evalua en la condicion dos
de disolucién, lo que da cuenta de que el comportamiento cinético de liberacion in

vitro no solamente es atribuible a la especie quimica con que se ha formulado el
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producto; ya que tanto el producto uno, dos y tres presentaban sultamicilina tosilato
como principio activo. Por lo cual los procesos tecnoldgicos y de formulacion
utilizados resultan ser de suma importancia y afectan de manera directa del

desempeno del producto.

Implicaciones clinicas

Gracias a los resultados obtenidos tanto de caracterizacién biofarmacéutica como
de la obtencién de los perfiles de liberacién in vitro, permiten establecer que existen

diferencias entre los productos bajo estudio.

Se conoce que la sultamicilina posee una ventana terapéutica amplia y se podria
considerar que las variaciones encontradas no afectarian de manera significativa el
desempefio de los productos en la practica clinica (Betrosian & Douzinas, 2009;
Ferreira et al., 2006; LOPEZ, 1998).En clinica se hace uso de los indices
farmacocinéticos y farmacodinamicos (PK/PD) que son usados como predictores
para determinar la eficacia clinica de un farmaco antibiotico, asi la eficacia de los
farmacos betalactamicos, como es el caso de la sultamicilina, radica en que las
concentraciones séricas se encuentren durante el tiempo necesario y suficiente por
encima de la concentracion minima inhibitoria CIM y no de la concentracion del
farmaco, se puede entonces decir que la eficacia es tiempo dependiente.(Meibohm

& Derendorf, 1997; Ono et al., 2016)

El panorama mostrado previamente implica que la sultamicilina debe alcanzar una

concentracion sérica por encima de la CIM, la cual es especifica para cada
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microorganismo, y mantenerse durante el tiempo requerido para ejercer su accion.
Un producto que presente una liberacién reducida, que contenga un farmaco que
exhiba baja solubilidad y poca estabilidad en el medio fisiolégico implicaria que el
tiempo sobre la CIM se viera significativamente reducido y de este modo llevar a
fallos terapéuticos y de manera conjunta a un aumento de la resistencia por parte

de las bacterias productoras de betalactamasas.

Implicaciones econémicas

La caracterizacion biofarmacéutica de los medicamentos que contienen una
molécula que por su naturaleza no requiere estudios de bioequivalencia, cobra
importancia al momento de establecer la posible similitud entre el producto de
referencia y uno competidor o multifuente ; ya que si se encuentra que en el
mercado existe un producto que presente similitud con el producto innovador y
cuyo precio sea inferior, seria éste el producto de eleccidén en el ambito de la
adquisicién de tecnologias sanitarias. Resultaria una practica errénea realizar la
adquisicion de medicamentos Unicamente basados en el precio que estos
presenten en el mercado en donde se comercialicen, ya que como evidencian los
resultados del estudio, no todos los medicamentos presentes en el mercado y que
contengan la misma molécula como principio activo, presentan caracteristicas

biofarmacéuticas y de desempeno similares con el producto innovador.
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V.

Capitulo 5. Conclusiones y
Recomendaciones

5.1.1. Conclusiones.

De la culminacion del presente trabajo se desarrollé y validé una metodologia
analitica HPLC UV para la cuantificacion y determinacién de los perfiles de

liberacion in vitro de tabletas de liberacion inmediata de sultamicilina.

Se evaluaron tres productos presentes en el mercado colombiano consistentes en
tabletas de liberacion inmediata de sultamicilina 375 mg en cuanto a sus
caracteristicas biofarmacéuticas, encontrandose diferencias respecto al producto
innovador referentes al contenido del activo, la uniformidad unidades de
dosificacion. Ademas, gracias a la metodologia desarrollada y validada se
obtuvieron perfiles de liberacién in vitro en tres pH diferentes, en donde se
encontré que solo un producto era similar en cuanto a liberacion con el producto

comparador.

Los resultados permiten evidenciar que la mayoria de los productos evaluados no
se pueden considerar un equivalente o alternativa farmacéutica, ya que difieren
en cuanto a algunas de las caracteristicas evaluadas, lo anterior es debido quizas
a la carencia de una monografia oficial para tabletas de sultamicilina tosilato, lo

que propicia la falta de armonizacion en cuanto a los criterios de calidad
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requeridos para los productos fabricados en el pais y de ese modo se genera la

variabilidad encontrada durante el estudio.
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A. Anexo: Preparacion de muestras.

Preparacion Buffer de fosfato pH 3,0.

Se pesaron 2,7 g de Dihidrogeno fosfato de sodio mono hidratado, se transfirieron
a un balén aforado de 1000 mL, se afadié 1,0 mL de trietilamina y se completé a
volumen con agua tipo uno. Se someti6 a agitacion durante 2 minutos,

posteriormente se ajusté a pH 3,0 con acido fosférico al 85%.
Preparacion de fase movil

Para obtener 1000 mL de fase movil, se transfirieron 650 mL de Buffer de fosfato
pH 3,0 a un balén aforado de 1000 mL y se completé a volumen con Acetonitrilo

grado HPLC.
Solucién madre de sultamicilina tosilato material de referencia certificado.

Se pesaron 10,8 mg de sultamicilina tosilato MSRC y se transfirieron a un balén
aforado de 20 mL, se completdé a volumen con fase movil. Se obtuvo una solucién

madre con una concentracion de 0,5 mg/mL.



116 Comparacion biofarmacéutica de productos multifuente de tabletas de liberacion

inmediata de sultamicilina, presentes en el mercado colombiano.

Preparacion de los puntos requeridos para la curva de calibracion.

Se tomaron alicuotas de la solucion madre de sultamicilina tosilato MSRC las
cuales fueron aforadas con fase movil, el volumen de las alicuotas, de la fase

movil y la concentracion final se describe en la tabla 38.

Tabla 38.Valores de volumen y concentracién requeridos para la preparacion de la curva
de calibracion, a partir de la solucién madre de sultamicilina tosilato.

Punto Concentracion Volumen Volumen Concentracion

solucién de la final solucién
madre alicuota (mL) sultamicilina
sultamicilina (mL) tosilato
tosilato (mg/mL)
(mg/mL)
1 1,0 0,050
2 1,5 0,075
3 0,5 2,0 10,0 0,100
4 2,5 0,125
5 3,0 0,150

Preparacion acido clorhidrico 0.1 M, pH 1,2.

Se tomaron 8,3 mL de acido clorhidrico al 37 % y se transfirieron a un balén
aforado de 1000 mL, se completd a volumen con agua destilada y se sometioé a

agitacion magnética durante 10 minutos.

Preparacion solucion buffer Acetato de sodio pH 4,5.

Se pesaron 3,0 gramos de acetato de sodio tri hidrato y fueron transferidos a un
balén aforado de 1000 mL, se adicionaron 1,6 mL de acido acético glacial y se
completé a volumen con agua destilada. Se sometié a agitacion magnética

durante 10 minutos.
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Preparacion solucion buffer fosfato de potasio pH 6,8.

Se pesaron 6,80 gramos de potasio dihidrogeno fosfato y 0,89 gramos de
hidroxido de sodio, se transfirieron a un balén aforado de 1000 mL y se completo
a volumen con agua destilada. Se ajusté a pH 6,8 con hidréxido de sodio 1,0 M.

se sometid a agitacidn magnética durante 10 minutos

Cuantificacion de sultamicilina presente en las tabletas

Preparacion de estandar de sultamicilina tosilato 0,10 mg/mL.

A partir de la solucién madre de sultamicilina 0,5 mg/mL, se tomd una alicuota de
2,0 mL la cual fue transferida a un valor aforado de 10,0 mL y se completé a
volumen con fase mévil, de este modo se obtuvo una concentracion de trabajo de

0,10 mg/ mL.

Preparacion soluciones muestra de tabletas de sultamicilina.

A partir de los valores de los pesos promedio de 20 tabletas se calcul6 la cantidad
de mezcla que en teoria contendria 10,0 mg de sultamicilina, la cantidad
calculada fue trasferida a un balén aforado de 20,0 mL, se completdé a volumen
con fase movil y se sometié a ultrasonido durante cinco minutos. Posteriormente
la solucion fue filtrada por una membrana de 0,45 ym y se tomd una alicuota de
2,0 mL la cual fue transferida a un balén aforado de 10, 0 mL y se completd a
volumen con fase moévil, con el fin de obtener una solucion de muestra que en

teoria deberia poseer una concentraciéon de 0,1 mg/mL.
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Preparacion placebo para determinar la exactitud.

El método de placebo enriquecido se realizd6 mediante |la adicion de cantidades
conocidas de sultamicilina tosilato material de referencia certificado a la mezcla

de excipientes que se citan en la tabla 39.

Tabla 39.Cantidades de sultamicilina tosilato y excipientes.

# INGREDIENTE FUNCION PROPORCION CANTIDAD paralg
EN mg (mg)
1 Sultamicilina Principio activo 52.1 375.12 697.02
2 Almidoén de Diluente, 14 100.8 138.724
maiz desintegrarte,
aglutinante
3 Estearato de Lubricante 0,8 5.76 7.927
magnesio
4  Polietilenglicol Aglutinante 2 0.144 0.198
5 Lactosa Diluente. 34 244.8 336.901
anhidra
TOTAL 100.92 726.624 1000

Con el fin de obtener los tres niveles de concentracién para la evaluaciéon de la
exactitud se tomaron cantidades de mezcla que teéricamente contuvieran 10,0
mg de sultamicilina y se procedi6 tal como se describe en Preparacién soluciones

muestra de tabletas de sultamicilina.
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Formula para el calculo de % de sultamicilina encontrado para cuantificacion y

disolucion:

. A * B\ /D\ 7100
% Sultamicilina = ( v )(E) (T)

Donde:

A: Promedio de areas de la sefal correspondiente a Sultamicilina base en la
muestra.

B: Concentracion estandar de sultamicilina.

C: Promedio de areas de la sefial correspondiente a Sultamicilina base del
estandar.

D: Volumen Final
E: Volumen Alicuota.

F: Cantidad tedrica presente de sultamicilina.
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