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CAPITULO |
INTRODUCCION Y OBJETIVOS

1.1.INTRODUCCION

La biodisponibilidad es un término que se refiere a la proporcion y grado de ingrediente activo
inalterado o fraccién activa que se absorbe a la circulacion sanguinea a partir de un medicamento
y el tiempo que requiere para llegar al sitio de accién para ejercer su efecto. La forma de evaluar

la biodisponibilidad es mediante un estudio de bioequivalencia.

Un medicamento genérico es un producto que contiene el mismo ingrediente activo y la misma
forma farmacéutica que el producto innovador, que se comercializa con un nombre genérico o
una marca y que puede ser fabricado por mas de una industria farmacéutica después de que la
patente del medicamento innovador ha expirado.

Dado a que existen diferencias en el proceso de manufactura y en la formulacién en dichos
medicamentos, éstos necesitan establecer una equivalencia terapéutica respecto al medicamento
del innovador, mediante estudios in vivo. En los estudios de bioequivalencia se evalla la
biodisponibilidad entre equivalentes farmacéuticos. Por tanto, dos formas de dosificacion oral se
considera que son bioequivalentes si tanto la velocidad como el grado de absorcion son los
Mismos.

En México de acuerdo con el Consejo de Salubridad General existen criterios para determinar el
tipo de prueba de intercambiabilidad (prueba A, B o C) de acuerdo a las caracteristicas de dichos
medicamentos.

El sistema de clasificacion biofarmacéutico (SCB) es un marco cientifico que clasifica a los
principios activos, de acuerdo a su solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal, parametros que

estan involucrados en la velocidad y cantidad absorbida de principio activo. (Hedaya A., 2012).

Existen entidades internacionales como la OMS (Organizacion mundial de la Salud) y la FDA
(Food and drug administration), que han adoptado al SCB para aprobar la bioexencion; término
que se refiere a la exencion de estudios in vivo, es decir, eximir a un medicamento genérico de
estudios de bioequivalencia, en situaciones en donde se demuestre que los datos in vitro puedan
ser considerados suficientes para demostrar la intercambiabilidad de un producto. (P Wagh M.,
2010).
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El ketoprofeno es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo, derivado del acido propiénico, con
propiedades analgésicas y antipiréticas. En México se encuentra categorizado en el cuadro
basico de medicamentos del Consejo de Salubridad General (CSG) en el grupo No. 21 de
reumatologia y traumatologia, en una presentacion de capsulas de 100 mg, con una indicacion
terapéutica para dolor leve o moderado de origen reumatolégico o traumatico, artritis reumatoide,

osteoartritis y dismenorrea.

El ketoprofeno es un acido débil, catalogado como un farmaco clase Il (baja solubilidad/ alta
permeabilidad) de acuerdo al SCB. Conforme a los criterios establecidos en la guia Technical
Report Series, No. 937 de la OMS la bioexencion basada en el SCB, podria aplicar también para
medicamentos que contengan un farmaco clase |l, que demuestren que presentan una rapida
disolucién en una solucion amortiguadora a pH 6.8 y un perfil de disolucion similar al producto de
referencia en los medios de disolucién de pH 1.2, 4.5 y 6.8. De igual forma establece que se
habria que evaluar el tipo y cantidad excipientes ya que, estos ultimos, podrian afectar la

velocidad, fraccion disuelta asi como la absorcion del farmaco.(Chavda HV, 2010).
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1.2.Objetivos generales.

Evaluar los perfiles de disoluciéon de productos comerciales conteniendo ketoprofeno, empleando
los medios de disolucion recomendados por el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico y

determinar si son candidatos a bioexencion.
1.3.Objetivos particulares.

v" Validar el método analitico para cuantificar ketoprofeno en solucién de acido clorhidrico
0.1 N a pH 1.2, solucion amortiguadora de acetatos 0.05 M a pH 4.5, Solucién
amortiguadora de fosfatos 0.2 M a pH 6.8.

v/ Evaluar el comportamiento de la libreraciéon del farmaco mediante modelos cinéticos de
disolucion.

v' Comparar los perfiles de disoluciéon de los productos genéricos con el innovador en las
condiciones antes mencionadas.

v' Determinar si los productos cumplen con el criterio de rapida disoluciéon a pH 6.8.
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CAPITULO 2
MARCO TEORICO

2.1. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico

El sistema de clasificacion biofarmacéutico (SCB) es un marco cientifico propuesto por Amidon
en 1995, para clasificar a los principios activos, tomando como base la solubilidad acuosa y la
permeabilidad del farmaco a través del tracto gastrointestinal. (Hedaya A., 2012).

El SCB es considerado una herramienta que permite la estimacién de la contribucion de tres
factores: disolucion, solubilidad y permeabilidad intestinal, los cuales afectan la absorciéon de
farmacos en formas farmacéuticas de liberacion inmediata para su administracion por via oral.
(Chavda HV, 2010).

Dicho sistema esta basado en la primera ley de Fick, la cual explica que las moléculas son
transportadas a través de una membrana permeable mediante un proceso de difusion pasiva, de
una region de alta concentracion a una de menor concentracion mediante un gradiente, sin un

aporte externo de energia. La siguiente ecuacion describe dicho proceso.

Donde Jw es el flujo del farmaco a través de la pared intestinal en cualquier posicion y tiempo,
Pw es la permeabilidad de la membrana y Cw es la concentracion de farmaco en la superficie de
la membrana intestinal. (Hedaya A., 2012; Shargel Leon, 2005).

A continuacion se describen los tres factores considerados por el SCB, que rigen el grado de

absorcion de los farmacos:
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2.1.1. Solubilidad

La solubilidad es un proceso estatico en el cual, una cantidad maxima de un soluto se disuelve
en una masa o volumen especifico de disolvente, a una temperatura dada. (Sinko J. Patrick,
2011). De acuerdo con el SCB, un farmaco se considera altamente soluble cuando la dosis mas
alta del farmaco se disuelve en 250 mL o menos de medios acuosos, en el rango de pH de 1.2-
6.8 a 37°C. (WHO, 2014).

2.1.2. Permeabilidad

La permeabilidad es el paso limitante de la velocidad de absorcién. La permeabilidad se basa
indirectamente en el grado de absorcion de un farmaco en humanos y directamente en la
velocidad de transferencia de masa a través de la membrana intestinal humana. (Chavda HV,
2010; FDA, 2015).

De acuerdo al SCB, un farmaco se considera altamente permeable cuando el grado de absorcion
en humanos es 2 al 85% de una dosis administrada, basado en el balance de masa o comparado

con una dosis de referencia intravenosa. (WHO, 2014).

2.1.3. Disoluciodn

Para la exencién de un estudio de bioequivalencia un producto de prueba de liberacién inmediata,
debe presentar ya sea un perfil de muy rapida o rapida disolucion, con base en las propiedades
del SCB. Un producto farmacéutico es considerado de muy rapida disolucion cuando no menos
del 85% de la cantidad etiquetada de farmaco, se disuelve en 15 minutos o menos, usando el
aparato | o Il y un volumen de 500 o 900 mL de medio acuoso.

Un producto es considera de rapida disolucion cuando no menos del 85% de la cantidad
etiquetada de farmaco, se disuelve en 30 minutos usando el aparato | o Il y un volumen de 500 o
900 mL de medio acuoso. (WHO, 2014).

El sistema de clasificacion biofarmacéutico categoriza la solubilidad y la permeabilidad de los
farmacos ya sea como alta o baja dando lugar a cuatro categorias, las cuales se presentan en la
tabla 1.
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Tabla 1. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico.

Alta solubilidad Baja solubilidad
< Clase | Clase ll
=)
g < Alta solubilidad Baja solubilidad
()
£
g Alta permeabilidad Alta permeabilidad
= Clase llI Clase IV
=)
%'_g Alta solubilidad Baja solubilidad
m o
% Baja permeabilidad Baja permeabilidad
o

2.1.4. Farmacos clase |

Los farmacos que se encuentran en esta clasificacion, son ejemplos tipicos de exencion de
estudios de bioequivalencia.

Estos farmacos de manera general tienen buena absorcion. Para estos compuestos, formulados
en formas farmacéuticas de liberacion inmediata, sila disolucién se lleva a cabo de manera muy

rapida, la velocidad de vaciado gastrico se convierte en el paso limitante de la velocidad.

Se espera cerca del 100% de absorcién, si al menos el 85% del producto se disuelve en 30
minutos a través del rango de pH establecido, por tanto, no es necesario contar con datos de
bioequivalencia para asegurar la comparabilidad del producto.

2.1.5. Farmacos clase Il

Los farmacos clase Il pueden presentar propiedades neutras, basicas o acidas. La disolucion in
Vvivo e in vitro de estos farmacos, depende de su solubilidad en el pH del tracto gastrointestinal,
de los factores de formulacién y de las condiciones del medio intestinal. Para los farmacos que
se encuentran dentro de esta clasificacion, la disolucion in vivo es entonces la etapa limitante de

la absorcion. (Kummar R. B., Karunakar A., 2011).

6




W MARCO TEORICO

Los farmacos clase Il de caracter basico, presentan un alta solubilidad y velocidad de disolucion
en el pH acido del estbmago, pero a valores de pH del intestino éstos pueden precipitar, a causa
de factores relacionados con la formulacion y a factores fisiol6gicos del tracto gastrointestinal,
mientras que los farmacos con caracter neutro no se ven afectados por el rango de pH que se del
tracto gastrointestinal. En el caso de los farmacos que tienen naturaleza acida, estos son
tipicamente &cidos carboxilicos que presentan propiedades acidas débiles con valores de pka en
el rangode 4 a 5. (Tsume Y., Mudie D. M., Langguth P., Amidon G. E., Amidon G. L., 2014).

Lo farmacos clase Il con propiedades acidas son insolubles en el pH gastrico en estado de ayuno,
debido a que el valor del pH del medio es menor al valor de su pka, sin embargo, son altamente
solubles en el pH intestinal por lo que la OMS los ha considerado como candidatos para
biexencion. (WHO, 2014).

2.1.6. Farmacos clase lll

Para esta clase de farmacos, la permeabilidad es el paso limitante para la absorcién y aunque se
disuelven de manera muy rapida, éstos poseen una alta variabilidad en la velocidad y grado de

absorcion.

2.1.7. Farmacos clase IV

Estos farmacos suelen tener una biodisponibilidad pobre, ya que no son bien absorbidos a través
de la membrana intestinal. De igual forma, la biodisponibilidad es suceptible a los cambios en la
formulacién. En la tabla 2 se presentan ejemplos de la clasificacion de algunos de farmacos
utilizados en la clinica. (P Wagh M., 2010).
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Tabla 2. Clasificacion Biofarmacéutica de farmacos.

Alta Solubilidad Baja Solubilidad
3
< Clase | Clase Il
% Diltiazem Propanolol Flurbiprofeno Ketoprofeno
GE) Labetolol Fenilalanina Naproxeno Desipramina
o | Captopril Antipirina Diclofenaco Itraconazol
% Enalapril L-dopa Piroxicam Verapamil
2 Metoprolol Glucosa Carbamazepina Fenitoina
©
s Clase IlI Clase IV
§ Famotidina Atenolol Furosemida
g | Cimetidina Aciclovir Ciclosporina
@ | Ranitidina Nadolol Terfenadina
% Hidroclorotiazida
©
s}

2.2.Estudios in vivo

Puesto que un producto genérico no requiere informacién acerca de seguridad y eficacia, es
necesario que presente evidencia acerca de estudios de bioequivalencia con respecto al
producto de referencia. Dichos estudios son la base para establecer si el desempefio in vivo del
producto de prueba es similar al del producto innovador, asi como para demostrar la
intercambiabilidad de un producto.

Se denominan equivalentes farmacéuticos a dos medicamentos que contienen el mismo
ingrediente activo (misma sal), estan presentes en la misma forma farmacéutica, en la misma
cantidad y que se administran por la misma via de administracion.

Debido a la diferencia en el proceso de fabricacidén y el uso de excipientes empleados para la
forma farmacéutica, pueden existir diferencias en el desempefio in vivo.

Un estudio de bioequivalencia es la evaluacion de la relacion entre dos equivalentes
farmacéuticos o alternativas farmacéuticas, con el fin de determinar que producen
biodisponibilidades en términos de concentracion plasmatica maxima (Cpmax) Yy tiempo maximo
(Tmax) Y area bajo la curva (AUC) cuando son administrados en condiciones clinicas controladas.
(WHO, 2014).
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La Organizacién Mundial de la Salud define el término biodisponibilidad como la velocidad vy el
grado en el que un ingrediente activo se absorbe a partir de una forma farmacéutica y éste se
encuentra disponible en el sitio de accion. (WHO, 2014)

Los estudios de biodisponibilidad proveen informacion util, relacionada con la influencia de la
formulacién en el proceso de absorcion asi como el efecto de los alimentos sobre la absorcion
del farmaco. (FDA, 2015).

2.3.Bioexencién

La Bioexencion es un término que han empleado diferentes entidades internacionales como la
FDA, la OMS y la EMA (basado en el SCB) el cual se refiere a que, para la aprobacion del
producto de liberacién inmediata, no es necesario llevar a cabo los estudios de biodisponibilidad
y/o bioequivalencia cuando el farmaco cumpla con ciertos criterios de solubilidad y permeabilidad.
En estos casos los estudios de disolucion pueden ser empleados como sustituto, para tomar la
decision de si dos productos farmacéuticos son equivalentes. Ello se justifica por el costo que
implica llevar a cabo este tipo de estudios, ademas de que se exponen a voluntarios sanos a
medicamentos que no requieren. (P Wagh M., 2010).

2.3.1. Criterios Internacionales para bioexencién

Entidades como la FDA y la EMA han establecido la bioexencion para productos de liberacién
inmediata que contienen farmacos de clase | y lll (de acuerdo al SCB), que ademas presentan
un perfil in vitro de rapida o muy rapida disolucién bajo condiciones especificas propuestas por
cada entidad. Es importante mencionar que la bioexencién aplica a formas farmacéuticas orales
de liberacion inmediata (que no se disuelvan en la cavidad oral) y que no contengan farmacos de
estrecho margen terapéutico.

Al igual que la FDA y la EMA, la OMS indica que un estudio de bioexencién basado en el SCB,
aplica para productos farmacéuticos que contienen farmacos clase | y clase Ill, pero ademas para
productos que contienen farmacos clase Il con la especificacion de que dichos farmacos deben
ser acidos débiles, presentar una alta permeabilidad y una alta solubilidad a pH 6.8 ain cuando
no sean altamente solubles en pH 1.2 0 4.5. De manera general, dichas entidades establecen
gue, para llevar a cabo estudios de bioexencion para formas farmacéuticas de liberacion

inmediata, es necesario presentar la siguiente informacion:
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1) Clasificacion del farmaco mediante el SCB.

2) Condiciones de disolucion.

3) Consideraciones relacionadas con los excipientes.

En la tabla 3 se presenta la comparacion de los s criterios para la bioexencion, establecidos en
la guia de la OMS 2006, el borrador de guia de la FDA del 2015, intitulado: Exencién de estudios
de biodisponibilidad y bioequivalencia para formas de dosificacion orales de liberacion inmediata

basados en el SCB y la Guia sobre investigacion en bioequivalencia de la EMA 2010.

Tabla 3. Comparacion entre los criterios para bioexencion de farmacos, establecidos por guias

de la OMS 2006, la FDA 2015 y la EMA 2010.

Borrador de la guia

Alta Solubilidad de un
farmaco SCB
37+ 1°C).

alta* es soluble en 250
mL o menos de medio
acuoso en el rango de
pH de 1.2-6.8.

Cuando la dosis mas alta
es soluble en 250 mL de
solucién acuosa en el
rango de pH 1-6.8.

Criterios Guia OMS 2014 EDA 2015 Guia EMA 2010
Bioexencion de Clase I, Il'y Ill Clase Iy Il Clase Iy Il
farmacos ALY y y
Cuando la dosis méas Cuando la dosis Uinica mas

alta  administrada es
soluble en 250 mL de
solucién acuosa
principalmente a valores
depH 1.2,45y6.8.

Alta Permeabilidad de un
farmaco SCB.

Cuando el grado de absorciéon en humanos es = 85% **

Cuando el grado de absorcion en humanos es = 85% de una dosis administrada.**

Criterios

Muy rapida disolucién. Debe disolverse el 85% del farmaco en 15 minutos.
Réapida disolucion. Cuando no menos del 85% de la cantidad etiquetada se

disuelve en 30 minutos.

Disolucion
SCB.

Condiciones

eAparato: I a 100 rpm
olla75 rpm.
s\/olumen de medio:
900 mL.

eMedio de disolucion:
pH1.2,45y6.8a
37+0.5°C.

eAparato: | a 100 rpm o
Ila 50 rpmo 75 rpm
(siempre y cuando esté
argumentado).
esVolumen de medio:
500 mL.
eMedios de disolucion:
HCI 0.1 N o fluido gastrico
simulado sin enzimas,
buffer pH 4.5 y buffer pH
6.8 o fluido intestinal
simulado sin enzimas a
37+0.5°C.

eAparato: | a 100 rpm
olla50 rpm.
s\Volumen de medio:
500 ml.

eMedio de disolucion:
0.1 HCl o fluido géstrico

simulado sin enzimas,

buffer (pH 4.5) y buffer
(pH 6.8) o fluido intestinal
simulado sin enzimas a

37+0.5°C.
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Clase |. Producto de
prueba y de referencia
deben presentar rapida
disolucion en medios a
pH1.2,45y6.8.

Clase Il. Tanto el
producto de prueba como

Clase |. Deben ser altamente

surfactantes en la
formulacion.

cuantitativamente muy similar al
producto de referencia.

el de referencia deben | solubles y permeables. Tanto el Class ! Me(;ilcamefnto d_e
presentar un perfil de | producto de prueba y referencia p:g(seeﬁtenyun eermre dzre:ﬁ:a
Criterios para rapida  disolucion  en | deben presentar un perfil de Fépida disoluc%n 0 répidg
fArmacos medio a pH 6.8. rapida disolucién. ) disolucion
candidatos a EI produfcto de_pruet()jag/el Cliase tIII. IIIEDII farmaco es ’
. > e referencia eben | altamente soluble. .
bioexencion mostrar  perfiles  de | Tanto el producto de prueba Clase lIl. Medicamento d_e
disolucién  similares*en | como el de referencia deben pruebat y de fllre;erenma
los tres medios (pH 1.2, | presentar un perfil de muy rapida p[e%en den lun_ pertil-demuy
45y6.8). disolucion. rapida disolucion.
Clase |lll. Producto de
prueba y de referencia
deben presentar un perfil
de muy rapida disolucién
enpH 1.2,45y6.8.
Son cuantitativa y
cualitativamente iguales.
Eva.lu.amon ) .de Comgosmon dé—:lbproducto de Identificar su impacto en:
Excipientes gxmplentes en términos | prueba ebe ser | 4 Motilidad gastrointestinal
e tipo y cantidades de | cualitativamente y

e Susceptibilidad a
interacciones con el farmaco.

e Permeabilidad del farmaco

Excepciones al
SCB

El SCB no aplica para
farmacos de estrecho
margen terapéutico ni
para tabletas que se
desintegran en la cavidad
oral.

El SCB no aplica para tabletas
masticables, tabletas que se
desintegran en la cavidad oral y
farmacos de estrecho margen
terapéutico.

El SCB no aplica para tabletas
sublinguales, formulaciones
de liberacion modificada y
farmacos de estrecho margen
terapéutico.

*La dosis mas alta recomendada por la OMS (si el principio activo aparece en el listado de
medicamentos esenciales de la OMS).
**Fundamentado en balance de masa o en comparacion con una referencia intravenosa.
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2.3.2. Bioexencion de farmacos clase Il con propiedades acidas débiles

Debido a que farmacos como el ketoprofeno o el ibuprofeno presentan propiedades acidas
débiles, son insolubles en el pH gastrico en estado de ayuno, pero altamente solubles en el pH
intestinal, y dado que la disolucién in vivo, es el paso limitante de la absorcion, se podria
presentar una correlacion entre los estudios in vivo y los estudios de disolucion in vitro.

A valores de pH intestinal, en estado de ayuno (cerca de 6.5) estos farmacos presentan una
solubilidad mayor a 1.0 mg/mL, lo que resulta en una rapida disolucion del farmaco.

Estos farmacos son clasificados como clase Il, porque presentan baja solubilidad en el pH
gastrico, ya que en esta region el pH es menor al del pka. Dado que en el intestino delgado el
tiempo de transito es mas largo, estos farmacos tienen suficiente tiempo para disolverse, por lo
gue la OMS ha considerado la bioexencién para los acidos débiles de alta permeabilidad, que se

disuelven rapidamente a valores de pH caracteristicos del intestino delgado. (Chavda HV, 2010).

2.4.Disolucioén

Para que un farmaco ejerza su efecto terapéutico, debe llegar a la circulacion sistémica. Previo a
dicho proceso, es necesaria su absorcion, la cual comprende los procesos de liberacion del
farmaco de la forma farmacéutica y su disolucion.

Para formas de dosificacion orales de liberacion inmediata, el proceso incluye:

1. Desintegracion del producto farmaceéutico y la subsecuente liberacion del farmaco.
2. Disolucién del farmaco en un medio acuoso.

3. Absorcion del farmaco a través de las membranas, hacia la circulacién sistémica.

En los procesos de desintegracién, disolucion y absorcion de un farmaco, la velocidad a la que
éste llega al sistema circulatorio, esta determinada por el paso mas lento en dicha secuencia. El

paso mas lento de una serie de pasos cinéticos es denominado el paso limitante de velocidad.

La disolucién de un farmaco es un proceso cinético, que representa el paso final de la liberacion
del farmaco para su posterior absorcion y efecto terapéutico. (Sinko J. Patrick, 2011)

La absorcion depende de las caracteristicas de la preparacion farmacéutica empleada y de las
caracteristicas fisicoquimicas del farmaco.

Para farmacos con solubilidad acuosa limitada, la velocidad de disolucion es el proceso mas lento.
(Sinko J. Patrick, 2011).

12
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2.4.1. Velocidad de disolucion (Modelos de disolucion).

2.4.1.1. Modelo de capa de difusion

Noyes y Whitney en 1897 describieron la velocidad de disolucion de un farmaco sélido a traves
del tiempo (dc/dt) en un volumen de liquido, basado en la segunda ley de fick. La siguiente

ecuacion demostrd tener una cinética de primer orden:

T =k(C—C) ()

En donde dc/dt es la velocidad de disolucion del farmaco. C la cantidad de principio activo a
tiempo t en el volumen total de disolvente (g/cm3), Cs es la concentracion del principio activo a
saturacion (g/cm?®) y k se conoce como la constante de proporcionalidad de primer orden. (Shargel
Leon, 2005).

Nernst y Brunner modificaron la ecuacion de Noyes-Whitney para aplicar la ley de difusion y
establecer relacion entre la constante de velocidad y el coeficiente de difusion.

En 1904 Nemnst propuso la teoria de modelo de pelicula, en donde explica que una particula

sélida en un medio liquido es sometida a dos procesos:

1. La solucién del sélido en la interfase, con la formacion de una delgada capa estatica o
pelicula h alrededor de la particula.

2. Ladifusion desde esa capa en el limite con la masa del liquido.

En el primer paso, la solucién es casi siempre instantanea. En el segundo paso, la difusion es

mucho mas lenta y por lo tanto es el paso limitante de la velocidad.

En el mismo afio Brunner amplié la ecuacion incluyendo el coeficiente de difusién D, el espesor

de la capa estacionaria h y el volumen del medio de disolucién v, llegando a la siguiente ecuacion:

d DS

T=ke—=(-C) (@)
En donde la constante k2 se conoce como la constante de velocidad de disolucion intrinseca
(caracteristica de cada compuesto quimico). (Gannaro Alfonso R., 2000)

La ecuacion que describe la teoria de Noyes y Whitney modificada por Nernst y Brunner es la

siguiente:

13
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E=2(C-0) (3)

Dicho modelo asume que el farmaco disuelto se encuentra en una solucién saturada (capa
estacionaria) que difunde de una region de mayor concentracidbn a una region de menor
concentracion mediante un gradiente sin un aporte externo de energia. (Hedaya A. Mohsen,
2012).

Este modelo de disolucion, indica que el farmaco se encuentra en forma de particulas sélidas con
un area superficial igual a S, y que las particulas sélidas estan rodeadas por una capa de
disolvente (sin condiciones de agitacion). El grosor de la capa estacionaria es *h”y el coeficiente
de difusion del farmaco en la capa estacionaria es igual a D (Figura 1). La concentracién del
farmaco en la superficie de las particulas sélidas es igual a la concentracion de saturacion del
farmaco Cs, y C la concentracion del farmaco en el disolvente y dc/dt como la velocidad de
disolucién. (Hedaya A. Mohsen, 2012).

Capa k-
Estacionaria “h” % Volumen de la
Solucién con una
Concentracion=C

Figura 1. Modelo de capa de difusion. Modificado de (Hedaya A., 2012).
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2.4.2. Factores que afectan la velocidad de disolucién

La ecuacion 3 asienta los parametros que afectan la velocidad de disolucién del farmaco, los

cuales se enuncian a continuacion:

2.4.2.1. Areasuperficial S

La velocidad de disolucion incrementa con el aumento en el area superficial de las particulas
soélidas. El area superficial se puede incrementar con la reduccion del tamafio de particula.
(Hedaya A., 2012).

2.4.2.2. Coeficiente de difusion D

El coeficiente de difusién de un farmaco a través de un medio de disolucién esta inversamente
relacionado a la viscosidad del medio de disolucion. La composicion de los alimentos es uno de
los factores que pueden afectar la viscosidad del tracto gastrointestinal y por lo tanto la velocidad
de disolucion después de una administracion oral.

La temperatura también puede tener efecto en el coeficiente de difusion D, ya que al incrementar
la temperatura, incrementa la energia cinética de las moléculas lo que provoca un aumento del
coeficiente de difusion. (Hedaya A., 2012; Shargel Leon, 2005).

2.4.2.3. Grosor de la capa estacionaria h

El espesor de la capa estacionaria afecta inversamente la velocidad de disolucion del farmaco.
La agitacion modifica la capa estacionaria con la reduccion del espesor de ésta y por tanto, si se
incrementa la velocidad de disolucién, el espesor disminuye. De igual forma la viscosidad del
contenido del tracto gastrointestinal puede afectar la velocidad de mezclado de las particulas de
farmaco con el contenido del tracto gastrointestinal, lo cual modifica el espesor de la capa

estacionaria y la velocidad de disolucion del farmaco. (Hedaya A., 2012).

2.5.Condiciones sink

En las pruebas de disolucion in vitro, se debe asumir que se presentan las condiciones sink que
prevalecen in vivo. El término sink se define como aquella condicién en la que el volumen de
medio debe ser cuando menos tres veces mayor que el volumen requerido para formar una

solucion saturada de farmaco. (Shargel Leon, 2005).
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Es por ello que se emplea un gran volumen de medio de disolucién o un bien el medio es repuesto
en forma constante con disolvente fresco a una velocidad especificada. (Gannaro Alfonso R.,
2000).

2.6.Perfil de disolucién

Un estudio comparativo de perfiles de disolucion es una prueba in vitro, la cual evalGa la velocidad
y el grado de disolucion de un farmaco, que se lleva a cabo en un intervalo de tiempo establecido,

usualmente en medio acuoso y bajo condiciones especificas.

El perfil de disolucion es una importante herramienta para comparar la liberacion del farmaco de
diferentes productos conteniendo el mismo principio activo o bien de diferentes lotes de un mismo

producto.

2.7.Modelos cinéticos de liberacion

La disolucion de un farmaco a partir de una forma de dosificacion ha sido descrita mediante
modelos cinéticos, en los cuales la cantidad de farmaco (Q) es funcién del tiempo, t 0 Q= f(t).
Algunas definiciones analiticas de Q (t) comunmente usadas son: orden cero, primer orden,
Hixson-Crowell, Weibull, Higuchi y Korsmeyer-Peppas. (Costa, P., 2001).

Los modelos cinéticos de liberacion son de gran importancia para predecir el mecanismo de
liberacion del farmaco ya que dichos modelos describen la cantidad de farmaco disuelta de la
forma de dosificacién en funcién del tiempo.

2.7.1. Cinética de orden cero.

La cinética de orden cero describe el sistema cuando la velocidad de disolucion del farmaco es

independiente de la concentracién. La ecuacion que describe a este modelo es:
Q1 = Qo + kot

Endonde Q; esigual a la cantidad de farmaco disuelta en el tiempo t, Qo a la cantidad de farmaco
inicial y Ko igual a la constante de liberacion de orden cero. (Costa, P., 2001).

2.7.2. Cinética de primer orden
En la cinética de primer orden, la velocidad de disolucién del farmaco depende de la

concentracion.

La cinética de primer orden se puede describir con la siguiente ecuacion:
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kyt
2303

logQ, = logQ, +

En donde Q: es la cantidad de farmaco liberado en el tiempo t, Qo es igual a la cantidad de

farmaco liberado en el tiempo cero y K1 es igual a la constante de liberacion de primer orden.

Las formas de dosificacion que principalmente siguen este modelo, son aquellas las que el

farmacos solubles en agua y se encuentran en matrices porosas.

2.7.3. Modelo de Higuchi

Higuchi desarrollé6 un modelo tedrico para estudiar la liberacion de farmacos solubles en agua y
poco solubles a partir de una variedad de matrices incluyendo semisoélidos y sélidos.

Higuchi describe a la liberacion del farmaco como un proceso que cumple con la primera ley de
Fick y describe la disolucion de muchos tipos de formas de dosificacion de liberacion modificada.

1
f = Kyt2

En donde Kn es igual a la constante de disolucion de Higuchi
Es una ecuacion matematica que describe la liberacion del farmaco de un sistema matricial

- Laconcentracion inicial de farmaco en la matriz es mas alta que la solubilidad del farmaco.
- Ladifusion del farmaco ocurre Unicamente en una dimension.

- Las particulas del farmaco son mas pequefias que el grosor de la capa de difusion.

- Lahinchazén de la matriz y la disolucién es insignificante.

- Ladifusividad del farmaco es constante.

- El'medio de liberacion se mantiene en condiciones sink. (Shaikh H. K., 2015).

2.7.4. Modelo Korsmeyer-Peppas

En 1983 Korsmeyer et al, desarrollaron una relacion que describe la liberacion de un farmaco a
partir de un sistema polimérico.
La ecuacion que describe dicho modelo es la siguiente:

[oe]
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En donde Ct/C es la fraccion de farmaco liberado al tiempo t, k la constante de velocidad, n es el

exponente de liberacion.
Existen varios mecanismos durante este proceso:

- Difusion de agua dentro de la tableta.
- Disolucién de la matriz polimérica.

- Paso de agua a través de la tableta.
- Formacion de gel

- Geometria de la tableta es cilindrica.

2.7.5. Modelo cinético de Weibull

El modelo de Weibull es una ecuacion empirica, principalmente utilizada para la comparacion de
perfiles de liberacion de farmacos a partir de algun tipo de matriz.

Este modelo puede ser aplicado a casi todos los tipos de curvas de disolucién. Cuando se aplica
a la disolucion de farmacos o a la liberacion de formas de dosificacion, la ecuacion de Weibull

expresa la fraccion acumulada del farmaco m, en solucion al tiempo t mediante la ecuacion.
—(t-T)"
m=1—exp|——
a

Debido a que es un modelo empirico no existe ninglin fundamento cinético relacionado con la
velocidad a es la escala de tiempo del proceso, Ti representa el tiempo de retardo antes del

comienzo de la disolucién o del proceso de liberacion.

El valor del parametro b caracteriza la forma de la curva ya que cuando b=1 la forma de la curva

es exponencial, cuando b>1 la curva se torna sigmoidea con una curvatura hacia arriba, seguido

por un punto de inflexion y cuando b<1 la curva toma una forma parabdlica.
Debido a que es un modelo empirico éste presenta algunas limitaciones:

e No existe ningun fundamento cinético y puede Unicamente describir, pero no caracteriza
adecuadamente, las propiedades cinéticas de la disolucién del farmaco.

e Dichomodelo es limitado para establecer una correlacién in vivo/in vitro. (Costa, P., 2001).
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2.8.Comparacion de perfiles de disolucion

Para la comparacion de los perfiles de disolucion se emplean modelos independientes como el
factor de diferencia y el factor de similitud.
El factor de diferencia calcula el porcentaje (%) de diferencia de cada punto, entre dos curvas y

mide el error relativo entre dos curvas. El factor de diferencia se expresa de la siguiente manera.

Sl

t=1
Donde n es el numero de tiempos de muestreo, Rtes el valor de disolucién de a tiempo t del

producto de referencia, y Pt es el valor de disolucién del producto de prueba al tiempo t.

El célculo del factor de similitud es usado para comparar los perfiles de disolucion del producto
de prueba y de referencia, el cual puede ser mas exacto que depender de un solo punto, como
en la prueba de disolucion.

El factor de similitud (f.) es una medida de la similitud en porcentaje de disuelto entre dos curvas.

-0.5
-100

n

1
1+(—) R, — P,|?
—) > IR~ Pl

t=1

f> =50-log

En donde n es igual al nimero de tiempos de muestreo, Rt es igual al % disuelto promedio en el
tiempo t del medicamento de referencia y P: es igual al % disuelto promedio en el tiempo t del
medicamento de prueba.

Un valor de f, que se encuentra entre 50 y 100 indica similitud entre los productos, Cuando dos
perfiles son idénticos f, es igual a 100. (Dash S., 2010; Shargel Leon, 2005)

Para la comparacion de perfiles de disoluciéon se recomienda emplear 12 unidades de dosificacion

tanto para el producto de prueba como el de referencia.
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2.9.Procedimiento de Region de Certeza Multivariado.

La decision de utilizar la prueba de f, o Distancia estadistica Multivariada (MSD), depende de los
datos observados (varianzas de muestra 0 CV%) ademas de un limite de tolerancia.

La MSD se basa en una métrica de distancia de Mahalanobis, cuyo valor depende de las
varianzas agrupadas en cada punto de muestreo y las correlaciones entre dichos puntos.

El limite de similitud de la MSD no esta determinado. Mientras que el limite de decision para la f,
estatica se proporciona en las guias (f> 50), no se proporciona el limite de MSD, pero debe
determinarse caso por caso y depende de las diferencias entre lotes de referencia.

Una mayor variacién entre los lotes de referencia implica un limite de aceptacion mas amplio para
MSD. (Zhang L., 2016).

La NOM-177-SSA1-2013 establece que si el CV% del porcentaje disuelto es mayor al 20% para
el primer tiempo de muestreo y mayor al 10% para los tiempos subsecuentes, la comparacion de
los perfiles puede llevarse a cabo utilizando un procedimiento de region de certeza multivariado.
Asi como la FDA recomienda también emplear dicho procedimiento cuando el CV% del

porcentaje disuelto es mayor al 15%, tomando en cuenta las siguientes consideraciones:

1. Determinar los limites de similitud en términos de distancia estadistica multivariada (MSD)
basado en las diferencias inter lote en la disolucién de la referencia (estandar).

Estimar la MSD entre las disoluciones de prueba y de la referencia.

Estimar el intervalo de confianza del 90% de la MSD entre los lotes de pruebay referencia.

Comparar el limite superior del intervalo de confianza con el limite de similitud.

o M~ WD

El lote de prueba se considera similar al lote de referencia si el limite superior del intervalo

de confianza es menor o igual al limite de similitud. (FDA, 1997).
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2.10. Ketoprofeno

2.10.1. Propiedades fisicoquimicas

e Aspecto: El ketoprofeno es un polvo fino cristalino blanco, inodoro, no higroscépico.
e Peso molecular: 254.2806 g/mol
e Nombre quimico: Acido 2- (3-benzoilfenil) propanoico

e Estructura molecular:

H.C

HO O

Figura 2. Estructura molecular del ketoprofeno

e Pka experimental (25°C): 4.45 (asociado al grupo carboxilo, lo que le confiere
propiedades acidas débiles).
e Log P: Experimental 3.12.

e Punto de fusion: 95°C.

Solubilidad.

El ketoprofeno es un farmaco ligeramente soluble en agua, con un valor experimental de 0.010
mg/mL a temperatura ambiente (Shohin I. E., et al 2012) EIl ketoprofeno es considerado muy
soluble en disolventes como etanol, cloroformo, acetona, éter. (Wyeth Pharmaceuticals Inc.,
2005).

Debido a que el ketoprofeno es un acido débil, su solubilidad es dependiente del valor de pH. En
una solucién con un alto valor de pH, su solubilidad se ver& incrementada, ya que se encontrara

21




>

MARCO TEORICO

en su forma ionizada. Dichos factores juegan un rol importante para la interaccion entre el farmaco

ionizado y las especies béasicas del sistema buffer (Sheng J. J., 2009). Como se puede observar

en la tabla 4, el cociente de Dosis/Solubilidad para la dosis mas alta de ketoprofeno (100 mg),

indica que es altamente soluble a pH 6.8, mientras que en medio acido no lo es, dado que éste

se encuentra en forma no ionizada. (Hedaya A. Mohsen, 2012).

Tabla 4. Valores de solubilidad para ketoprofeno en diferentes soluciones amortiguadoras a
37°C junto con el cociente Dosis/Solubilidad (D/S) para la dosis maxima (100 mg).

_ . Criterio de aceptacion (D/S< 250 mL)
pH Medio S?r:quemﬂ")"d D/S (mL) Para ser considerado como un farmaco
9 altamente soluble (Si/No)
1.2 0.1 N HCI 0.13 769.2 No
4.6 - 0.49 £0.00 204 Si
6.8 . 40.76 £0.01 24 S

Nota. Modificado de (Shohin I. E., 2012).

2.10.2.

Mecanismo de accion

El ketoprofeno es un farmaco antiinflamatorio no esteroideo (AINE) derivado del acido propiénico

con propiedades analgésicas, antiinflamatorias y antipiréticas.

El mecanismo de accion del ketoprofeno se lleva a cabo mediante la inhibicion no selectiva de

las dos principales isoformas de las enzimas ciclooxigenasas (COX- 1y COX- 2), bloqueando asi

la biosintesis de prostaglandinas (PGs), las cuales son las principales mediadoras para generar

inflamacion, dolor y fiebre, que se producen a partir del acido araquidénico. El grupo acido

carboxilico del ketoprofeno es esencial para la actividad inhibitoria de la COX. (Sinha M., 2013).

La COX 1 se expresa constitutivamente y estd presente en casi todas las células. Es la

responsable de la produccion de prostaglandinas involucradas en la citoproteccion gastrica y, por

tanto, la inhibicion de éstas, puede estar relacionado con diversas reacciones adversas

gastrointestinales. La isoforma COX-2, es inducida por células inflamatorias cuando existe una

lesion o infeccion o puede ser activada por la presencia de interleucinas inflamatorias. (Sinha M.,

2013).

Los farmacos AINE derivados del &cido aril propionico con centro quiral generalmente son

comercializados como la mezcla racémica de los enantiomeros Ry S siendo éste el caso del
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ketoprofeno, el cual presenta un carbono asimétrico y por ende posee dos enantiomeros con
actividad biologica (S-(+)-ketoprofeno o dexketoprofeno y R-(+)-ketoprofeno). Se ha demostrado
gue en humanos el enantiomero S-(+)-ketoprofeno (Dexketoprofeno) ejerce la actividad inhibitoria
de la sintesis de prostaglandinas, mientras que el enantiomero R posee una actividad analgésica
significativa. (Levoin N. et al., 2004).

Fosfolipidos de membrana

Fosfolipasa A2

v

N Lipooxigenasa
Acido araquiddénico > Leucotrienos
CICLOOXIGENASA L. )
Quimiotaxis
KETOPROFENO Constitutiva (COX1)
Inducible (COX2) v
Endoperoéxidos
PGG2 PGH2
! I ! |
Prostaciclina PGD2 PGE2 PGF2 Tromboxano (TXA2)
PGl2
Antiag?elegante Dolor e inflamacién Trombosis y vasoconstriccion

plaguetario y vasodilataciéon

Figura 3. Sintesis y funcion de eicosanoides y mecanismo de accion del ketoprofeno.
Modificado de (Rivera Ordéfiez Arizbe, 2006).
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2.10.3. Propiedades farmacocinéticas.
2.10.3.1. Absorcion.

La absorciéon del ketoprofeno es rapida y casi completa cuando se administra oralmente. La
absorcion se lleva a cabo principalmente mediante un proceso de difusion pasiva, el cual esta
determinado por las propiedades fisicoquimicas del farmaco. (Faassen F., Vromans H., 2004). La
concentracion plasmatica maxima se encuentra en las primeras 2 horas después de la

administracion de una dosis Unica (Shohin I. E. et al. 2012).

2.10.3.2. Permeabilidad

La permeabilidad del ketoprofeno, determinada a través de estudios de perfusion intestinal en
humanos fue de 8.4 + 3.3 x10* cm/s, por lo que la FDA lo ha considerado como un farmaco

altamente permeable de acuerdo al SCB. (Shohin I. E. et al. 2012).

2.10.3.3. Distribucion
Presenta un volumen aparente de distribucion (Vd) de 7 a 14 L (0.1-0.2 L/Kg). (Shohin I. E. et al.
2012).

2.10.3.4. Unidn a proteinas plasmaticas.
La unioén del ketoprofeno a proteinas plasmaticas es mas del 99%, con union principalmente a
albumina. (Shohin I. E. et al. 2012).

2.10.3.5. Metabolismo
El metabolismo del ketoprofeno se lleva a cabo en el higado, mediante una reacciéon de
conjugacion (glucuronidacion) que genera una forma inestable acil- glucorénido. No se ha

demostrado la existencia de metabolitos activos del ketoprofeno. (Shohin I. E., et al. 2012; Wyeth

Pharmaceuticals Inc., 2005).
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2.10.3.6. Eliminacién

En un periodo de 24 horas los metabolitos glucurénido se excretan por via renal en un 65% -
75% aproximadamente. Menos del 1% de la dosis es excretada inalterada en orina. La vida
media de eliminacion reportada del ketoprofeno es de 2.05 + 0.58 h en un rango de 2-4 h. (Jamali
Fakhreddin, 1990; Shohin I. E. et al. 2012).

2.10.4. Indicaciones terapéuticas

El ketoprofeno esta indicado para el tratamiento del dolor leve o moderado relacionado con
dismenorrea, dolor de cabeza, migrafia, dolor post-operatorio y dental y el manejo de osteoartritis,
artritis reumatoide y espondilitis. (Shohin I. E., 2011)

En Meéxico el ketoprofeno esta incluido en el grupo No. 21 de reumatologia y traumatologia del
cuadro basico de medicamentos emitido por el CSG para primer nivel de atencién, con una
indicacion primordialmente para afecciones de tipo articular como son: Dolor leve o0 moderado de

origen reumatolégico, artritis reumatoide y osteoartritis.

2.10.5. Reacciones adversas.

La administracion a corto plazo, de manera general es segura, sin embargo, la administracion a
largo plazo ha demostrado la presencia de diversas reacciones adversas gastrointestinales
graves tales como: lesiones en la mucosa, sangrado, Ulceras pépticas, inflamacion del intestino
gue conducen a perforacidon, estenosis en el intestino delgado y grueso causando problemas
cronicos. (Sinha M., et al., 2013).

Las reacciones adversas mas comunes del ketoprofeno son rash, dolor de cabeza, mareo, dolor
abdominal, nausea, diarrea, retencion de fluidos, constipacion.

2.10.6. Presentacion y dosis

El ketoprofeno se encuentra comercializado en: Capsulas de 100 mg, Capsulas de liberacion
prolongada es de 200 mg, gotas pediatricas 100 mg/2mL, y polvo para solucién inyectable de 100
mg.

La dosis inicial recomendada es de 200 a 300 mg/dia a razon de 100 mg cada 8 0 12 horas. La
dosis de mantenimiento generalmente es de 100 a 200 mg/dia. La dosis maxima diaria

recomendada es de 300 mg. Debe tomarse con liquidos y, de preferencia, con los alimentos.
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2.10.7. Clasificacion biofarmacéutica y prueba de intercambiabilidad

El ketoprofeno no se encuentra incluido en la lista de medicamentos esenciales de la OMS, ni
tampoco ha sido categorizado dentro del sistema de clasificacién de biofarmacéutico por la
misma. (Lindenberg M., 2004). Sin embargo bases de datos como (TSRL), Inc. clasifican al

ketoprofeno como un farmaco clase Il. (Therapeutic Systems Research Laboratories, Inc.).

No obstante, al tomar en cuenta sus caracteristicas acidas débiles (pka 4.45), su alta
permeabilidad (Pef in vivo 8.4 + 3.3 x104), su baja solubilidad en HCI pH 1.2 (0.13 mg/mL), su
cociente de dosis solubilidad (D/S) de 250 mL a pH 6.8 (considerado altamente soluble), autores
como Shohin et al. le han asignado una clasificacion biofarmacéutica Il de acuerdo con lo
establecido en guias de la (WHO, 2014). Asi mismo como bases

En México, la prueba designada por el Consejo de Salubridad General para demostrar
intercambiabilidad a las capsulas conteniendo 100 mg de ketorpofeno es la prueba C
(Bioequivalencia) (COFEPRIS 2013).

2.10.8. Estudios de disolucién de ketoprofeno

Shohin E. I. y colaboradores en 2011 llevaron a cabo la comparacién de perfiles de disolucion
de productos de liberacion inmediata conteniendo 50 mg de ketoprofeno de comercializacién
autorizada en Rusia, del producto innovador y del producto de prueba, teniendo como proposito
su bioexencion.

Para dicho estudio emplearon 12 cdpsulas de cada producto, usando el aparato Il a 75 rpm, en
500 mL de los medios de disolucién recomendados por la FDA basados en el SCB: acido
clorhidrico pH 1.2, solucion amortiguadora de acetatos pH 4.5 y solucién amortiguadora de
fosfatos pH 6.8. Tomando alicuotas de 5 mL a los tiempos 10, 15, 20 y 45, con reposicion de
medio. Las muestras se evaluaron espectrofotométricamente a una longitud de onda de 260 nm.
Los resultados mostraron que tanto el medicamento innovador como el de prueba presentaron
un perfil de muy rapida disolucion en solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8 siendo, por tanto,
similares. En solucién amortiguadora de acetatos pH 4.5 presentaron un perfil de disolucion
similar, sin embargo, el solucion de HCI pH 1.2 los perfiles de disolucion no fueron similares. Este
hecho se atribuy6 a que la la formulacion del producto de prueba contenia lauril sulfato de sodio,
el cual pudo haber incrementado la solubilidad del ketoprofeno en el medio acido. Por lo anterir
el producto de prueba no cumplié con los criterios para la bioexencion de farmacos clase 1, siendo

considerados no equivalentes in vitro.

e
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En el laboratorio de biofarmacia se llevd a cabo la evaluacion de perfiles de disolucion del
producto de referencia y dos de prueba conteniendo 100 mg ketoprofeno usando el aparato Il a
50 rpm, en 900 mL de los medios recomendados por la OMS y la FDA. Se tomaron alicuotas de
5 mL alos tiempos 10, 15, 20, 45 y 60 minutos sin reposicion de medio. Se encontrd que tanto el
medicamento de referencia y el de prueba B presentaron un perfil de rapida disolucion en
solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8 (mas de 85 % en 30 minutos), en pH 4.5 los productos
fueron similares, sin embargo, en pH 1.2 los productos no presentaron similitud. El producto de
prueba A no present6 un perfil de rapida disolucion en pH 6.8, ni tampoco presentd similitud con
el producto de referencia a los valores de pH 4.5 y 1.2. Los resultados mostraron que los
productos de prueba no cumplieron con los criterios de bioexenciéon. (Marin Aguilar Mirelle
Marcela, 2015). Para complementar la informacion, en presente trabajo se evaluaron otros lotes

de los productos conteniendo este farmaco empleando las mismas condiciones descritra.
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CAPITULO 3
DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1.Instrumentos y equipos, reactivos y materiales
3.1.1. Instrumentos y equipos

- Disolutor VanKel VK 7000

- Espectrofotometro UV-Visible 1601 Shimadzu.

- Balanza analitica Sartorius.

- Potenciémetro Orion Star A211.

- Cromatografo de liquidos de alta resolucion SL-10A.

- Centrifuga Eppendorf 5416.

- Bafio ultrasénico Fisher Scientific Fs60.

- Agitador vortex MX-S de Science MED Finland Technology.

3.1.2. Reactivos

- Aguadestilada

- Aguagrado HPLC

- Metanol grado HPLC, J.T. Baker

- Perlas de Hidréxido de sodio grado reactivo, J.T. Baker
- Acido acético glacial, J. T. Baker

- Acido clorhidrico, J.T. Baker

- Acetonitrilo grado HPLC, J.T. Baker

- Estandar secundario de ketoprofeno 99.7% BH.

- Fosfato monobéasico de potasio grado reactivo, J.T. Baker.

3.1.3. Materiales

- Columna cromatografica ZORBAX Eclipse XDB-C18 4.6 x 150 mm, 5 um.

- TermoOmetro.

- Filtros de membrana de 0.45 ym.

- Matraces volumétricos de 10 mL; 100 mL, 500 mL, 1000 mL, 2000mL y 5000 mL

- Muestreadores para disolucién de plastico

28




DESARROLLO EXPERIMENTAL S

©

- Jeringas de 5 mL.

- Filtros de teflon de 35 pm, Full Flow.

- Tubos de ensayo 13 x 100 mm.

- Micropipeta Eppendorf de 100-1000 pL.
- Micropipeta Eppendorf de 500-5000 pL.
- Micropipeta Eppendorf de 1-10 mL.

- Puntas para micropipeta.

- Celdas de cuarzo.

- Barras magnéticas

3.2.Medicamentos empleados en el estudio

Para el estudio se emplearon: Un lote del producto Profenid, que es el medicamento de referencia
establecido por la COFEPRIS y un lote de cada uno de los medicamentos de prueba. Todos los
productos en presentacion de capsulas de liberacion inmediata conteniendo 100 mg de
ketoprofeno. A los productos de prueba se les asignaron las claves B y C. Los medicamentos

empleados para el analisis de los perfiles de disolucién se presentan en la tabla 5.

Tabla 5. Medicamentos empleados para el analisis de los perfiles de disolucién.

Producto Lote Fecha de | No. De registro Laboratorio
caducidad
Profenid ® 5MXA003 FEB 17 82573 SSA IV Sanofi-aventis de
(Referencia) México, S.A. de C.V.

Painsik ® (B) 1502167 FEB 17 248M2003 SSA Laboratorios Best,

S.A.de C.V.

v

Arthril ® (C) 15040707 ABR 17 054M96 SSA IV Laboratorios
QUIMICA SON'S,

S.A.DE C.V.
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3.3.Control de calidad

Se realizaron las siguientes pruebas de control de calidad: Identidad, Uniformidad de dosis y
valoracién. Las pruebas se llevaron a cabo conforme a lo establecido en la monografia individual
de capsulas de ketoprofeno de la FEUM undécima edicion.

3.3.1. Identidad

La verificacion de la identidad del ketoprofeno, se llevé a cabo por medio del procedimiento de la
valoracion por cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR).
Criterio de aceptacion: El tiempo de retencion (Tr) corresponde al obtenido con el de la

referencia.

3.3.2. Uniformidad de dosis

La uniformidad de dosis se demostré a través método de variacion de masa, pesando con
exactitud 10 unidades de dosificacion de manera individual. Se calcul6 el peso neto individual por
diferencia de peso bruto menos el peso de las capsulas vacias. Se calculé el contenido del
principio activo individual como el porcentaje de la cantidad declarada, relacionando el resultado
de la valoracion del farmaco.

Criterio de aceptacion: Contiene no menos del 92.5% y no mas del 107.5% de la cantidad de

ketoprofeno indicada en el marbete.

3.3.3. Valoracién

La metodologia a seguir fue la siguiente:
3.3.3.1. Preparacion de la solucidén concentrada de referencia.
Pesar con exactitud 12.0 mg de estandar secundario de ketoprofeno. Colocarlos en un matraz

volumétrico de 50 mL, disolver con una minima cantidad de fase mévil y llevar a volumen con

esta Ultima. Esta solucion tiene una concentracion de 0.24 mg/mL.
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3.3.3.2. Preparacion de la solucion de referencia.

De la solucién concentrada de referencia tomar una alicuota de 1.0 mL y colocarla en un matraz
volumeétrico de 10 mL, llevar al aforo con fase mévil. Esta solucion tiene una concentracion final
de 0.024 mg/mL.

3.3.3.3. Preparacion de la muestra

Pesar del polvo de 20 cépsulas lo equivalente a 200 mg de ketoprofeno, transferir a un matraz
volumétrico de 250 mL, disolver con 150 mL de fase movil y llevar a volumen con la misma.
Centrifugar la muestra a 3000 rpm durante 5 minutos. De la solucién anterior transferir 3 mL a un
matraz volumétrico de 100 mL y llevar al aforo con fase mavil. Filtrar, colocar en viales e inyectar
20 pL al cromatogréafo.

3.3.3.4. Condiciones cromatograficas

v' Deteccion: uv a una longitud de onda de 254 nm.

v" Columna: ZORBAX Eclipse XDB-C18 4.6 x 150 mm, 5 um (Agilent Technologies).
v Fase movil: Metanol: Agua: Acido acético (90: 110: 1)

v" Velocidad de flujo: 1.2 mL/min

e Para el Calculo de la cantidad de ketoprofeno se empleé la siguiente formula:

A
CD = ( "‘)
Aref

En donde C es la cantidad por mililitro de ketoprofeno en la preparacion de referencia, D es el

factor de dilucion de la muestra, Am el area del pico obtenida con la preparacion de la muestra.

Aretel area del pico obtenido con la preparacion de referencia.

Criterio de aceptacion: Contiene no menos del 92.5 % y no mas del 107.5% de la cantidad de

C1sH1403 indicada en el marbete.
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3.4.Validacién del método analitico para la cuantificacion de ketoprofeno
disuelto en los diferentes medios de disolucién recomendados por la

OMS.
Los parametros de validacion del método analitico fueron los siguientes:

Validacién con el farmaco:

v" Lineallidad
v" Precision

Validacién con el medicamento:

v Linealidad
v Exactitud
v Precision
- Repetibilidad
- Reproducibilidad
v Selectividad.

Dado que el método analitico habia sido validado anteriormente, no se realizaron los estudios de
estabilidad ni de influencia del filtro. En el caso de la estabilidad, se demostré que el ketoprofeno
es estable durante tres horas en la mesa de trabajo. Adicionalmente se encontré que la
adherencia del farmaco al filtro de teflon es baja, por lo que se utilizaron estos filtros en el estudio.
(Marin Aguilar Mirelle Marcela, 2015).

3.4.1. Validacion con el farmaco.
3.4.1.1. Preparacion de la curva de calibracion

Preparacién de la solucién stock

Pesar con exactitud 20.0 mg de estandar secundario de ketoprofeno. Colocarlo en un matraz de
100 mL vy llevar a volumen con una mezcla de metanol-agua (75:25 v/v), para obtener una
solucion stock con una concentracion de 200 pg/mL.

De la solucion stock tomar una alicuota de 10 mL y colocarla en un matraz de 100 mL. Llevar a
volumen con el medio correspondiente (HCI pH 1.2, solucién amortiguadora de acetatos pH 4.5
o0 solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8), para obtener una concentracion final de 20 pg/mL.
A partir de esta solucion realizar las diluciones que se muestran en la tabla 6, para la preparacion

de la curva de calibracion.
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Determinar la absorbancia a una longitud de onda de 258 nm utilizando como blanco el medio de

disolucion correspondiente.

Tabla 6. Preparacion Curva de calibraciéon de ketoprofeno en HCI 0.1 N, solucion amortiguadora
de acetatos pH 4.5 y solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8.

Solucién A iCﬁZi%ng?ec’Agczignugfélé[‘ 48U Aforo (mL) Concentracion
No. (mL) (ug/mL)
1 7 10 14
2 5 10 10
3 4 10 8
4 25 10 5
5 15 10 3
6 0.75 10 1.5

3.4.1.2. Linealidad.

En cada uno de los medios, se prepararon y analizaron 2 curvas de calibracion. Se calcul6 el
coeficiente de correlacion (r), la pendiente (m) y la ordenada al origen (b) y el error relativo debido

a la regresion (ERR %).Para este ultimo se empleé la siguiente ecuacion:

s
ERR (%) = ;'x x100

En donde:

Y y%2 — (pendiente * ), yx) — (ordenada * ). y)
Syl = n—2

Criterio de aceptacion: El coeficiente de correlacion debe ser mayor a 0.99 y el ERR % no

mayor al 2%.
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3.4.1.3. Precision.

Para cada una de las curvas, se determiné el factor respuesta a cada nivel de concentracion,
dividiendo la respuesta (absorbancia) entre la concentraciébn correspondiente (ug/mL).

Posteriormente se calculd el coeficiente de variacion (C.V. %).

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion del factor respuesta no debe ser mayor al
2%.

3.5.Validacion con el medicamento

La validacion del medicamento se llevo a cabo con los dos de los productos de prueba (Painsik
® y Arthril ®), en los tres medios de disolucion establecidos por el sistema de clasificacion
biofarmacéutico. La validacion de medicamento de referencia (Profenid ®) se encuentra
documentada en un trabajo anterior el cual demostré que es lineal, preciso y exacto en un
intervalo de concentracion de 1.5 a 14 pg/mL.

Para la validacion con el medicamento se pesaron con exactitud y de manera individual 10
capsulas conteniendo 100 mg de ketoprofeno, a las cuales se les retiré el contenido y se
homogeneizé. Se calculdé el peso neto individual por diferencia de peso y se calcul6 el peso
promedio. A partir de esta mezcla se pes6 con exactitud una cantidad equivalente a 20 mg de
ketoprofeno, que se colocaron en un matraz volumétrico de 100 mL y se llevo a volumen con una
solucion de metanol agua (75:25 v/v). La solucion se sonico durante 10 minutos. Esta solucion
tiene una concentracion aproximada de 200 pg/mL.

De la solucion anterior se tomé una alicuota de 10 mL y se colocé en un matraz aforado de 100

mL y se llevé a volumen con el medio correspondiente.

Las curvas de calibracion se prepararon de lamisma forma que las de la validacién con el farmaco
(ver tabla 8).

Los parametros a evaluar fueron los siguientes:
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3.5.1. Linealidad

Se prepararon tres curvas de calibracion por dia, durante tres dias y se determinaron los valores
de absorbancia a 254 nm

A partir de los valores obtenidos, se calcularon los siguientes parametros: pendiente (m),
ordenada al origen (b), coeficiente de correlacion (r), el error relativo a la regresion (ERR%) vy el
intervalo de confianza del 95% de la ordenada al origen.

Criterio de aceptacion: La linealidad se demostrara si el coeficiente de correlacion es igual o
mayor que 0.99, si el ERR% no es mayor al 3% y si el valor cero debe queda incluido en el

intervalo de confianza del 95% de la ordenada al origen.

3.5.2. Exactitud

La exactitud con el medicamento se evalué con el calculo de la desviacion absoluta (%DEA) para

cada nivel de la curva, mediante la concentracion experimental cuantificada.

Concentraciéon nominal — Concentracién experimental
%DEA = — - x 100
Concentracién nominal

Criterio de aceptacion. El valor de desviacién absoluta debe ser menor al 3% para cada nivel de

concentracion.

3.5.3. Precisién

Precisién como repetibilidad: De los valores de absorbancia de cada nivel de la curva, de las tres
curvas realizadas en el mismo dia, se calculd el coeficiente de variacion (C.V. %).
Criterio de aceptacion. El C.V. % debe ser menor al 3%

Precision como reproducibilidad. De las concentraciones experimentales cuantificadas de cada
nivel de la curva, de las tres curvas realizadas durante tres dias, se calculo el coeficiente de
variacion (C.V.%).

Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion global del porcentaje experimental

cuantificado debe ser menor al 3%.
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3.5.4. Selectividad

Para evaluar la selectividad, se prepararon soluciones del estandar de ketoprofeno y de los
medicamentos bajo estudio a una concentracion de 8 pug/mL en los 3 medios de disolucion 'y
se realiz6é un barrido en el espectrofotometro de 190 a 360 nm.

De igual forma se llevo a cabo la comparacion de las pendientes y ordenadas al origen obtenidas

de la validacion con el farmaco y las obtenidas con la validacion de medicamento

Criterio de aceptacion: No debe producir un error mayor al aceptado en precision y exactitud

que es de 3%.

3.6.Perfiles de disolucion
3.6.1. Preparacion de los medios de disolucion
3.6.1.1. Solucion de acido clorhidrico 0.1 N pH 1.2

En un matraz volumétrico de 1 L, colocar 200 mL de agua y de manera gradual adicionar 8.5 mL
de &cido clorhidrico concentrado (37.38 %). Dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar a

volumen con agua destilada.

3.6.1.2. Solucion amortiguadora de Acetatos 0.05 M pH 4.5

Para un litro de solucion, pesar 3.00 g de acetato de sodio trihidratado, colocar en un matraz
volumétrico de 1 L, adicionar lentamente 1.7 mL de acido acético glacial, ajustar el pH si es

necesario.

3.6.1.3. Solucion amortiguadora de fosfatos 0.2 M pH 6.8

Pesar con exactitud 27.22 g de fosfato monobasico de potasio, colocarlo en un matraz volumétrico
de 1L y disolver en un volumen minimo de agua y llevar a volumen (0.2 M).

Para 200 mL de solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8, colocar 50 mL de la solucion de
fosfato monobéasico de potasio (0.2 M) y 22.4 mL de una solucion de NAOH 0.2 M, llevar a

volumen con agua destilada.
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3.6.2. Desgasificacion del medio de disolucion

El medio de disolucion de desgasificé de acuerdo al método establecido en la FEUM undécima
edicion. El procedimiento consiste en calentar el medio de disolucion a 45° C e inmediatamente

filtrar a vacio a través de un filtro con tamafio de poro de 0.45 um, con agitacion vigorosa.

3.6.3. Estudios de perfiles de disolucion

Los perfiles de disolucién se llevaron a cabo analizando 12 unidades de dosificacion del producto
de referencia (Profenid ®) y de cada uno de los productos de prueba, conteniendo 100 mg de
ketoprofeno. Se empled el aparato Il a 50 rpm con un volumen de 900L (+ 1 del volumen) de los
medios correspondientes HCI pH 1.2, solucion amortiguadora de acetatos pH 4.5 y solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 6.8 a 37 °C + 0.5°C. Para mantener las unidades de dosificacién
en el fondo del vaso se usaron sinkers de tres puntas. Se tomaron muestras de 5 mL, filtradas a
través de un filtro de teflon a los siguientes tiempos: 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minutos, sin
reposicion del medio. Las muestras se leyeron al espectrofotbmetro a 258 nm.

3.6.4. Cuantificacion de los perfiles de disolucién

La concentracion de ketoprofeno en cada una de las muestras se calculdé mediante la
interpolacion de los datos de absorbancia en la ecuacion de la recta de la curva preparada el

mismo dia de la realizacion del perfil de disolucién. Empleando la siguiente ecuacion:

Y, —A
K=

Donde: Y; es la respuesta (absorbancia), A es la ordenada al origen y B la pendiente de la curva

de calibracion.

= Célculo de los miligramos de principio activo disuelto en el volumen de muestra tomada

al i-ésimo tiempo de muestreo (E;).
E; = (X)(Fd)(v)

En donde Ei son los miligramos de principio activo disueltos en el volumen de la muestra tomada
al i-ésimo tiempo de muestreo, Xi es la concentracién de principio activo en mg/mL al i-€ésimo

tiempo de muestreo, Fd es el factor de dilucion y v el volumen de la muestra tomada en mL.

= Célculo de los miligramos de principio activo disueltos al i-ésimo tiempo de muestreo (Di).
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Vi=V, —[(n—1)v]

N-1

D= COEDE) + )
i=0

Donde:

Di = Miligramos de principio activo disueltos al i-€simo tiempo de muestreo.

Xi= Concentracion del principio activo en mg/mL al i-eésimo tiempo de muestreo.

Fd= Factor de dilucion de la muestra.

Vi= Volumen del medio de disolucion al i-€simo tiempo de muestreo en mL.

Ei= Miligramos del principio activo disueltos en el volumen de muestra tomada al i-€simo tiempo
de muestreo.

Vo= Volumen inicial del medio de disolucién en mL.

n= NUmero de extracciones.

V= volumen de muestra tomada en mL.

= Célculo de porcentaje disuelto a cada tiempo.

D
%Disuelto = ls *100

Donde:

Di= miligramos de principio activo disueltos al i-€simo tiempo de muestreo

Dosis= Dosis reportada en el marbete (100 mg).
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3.6.5. Comparacion de los perfiles de disolucién

Debido a que los perfiles de disolucion presentaron coeficientes de variacion mayores a 20% en
el primer tiempo de muestreo y mayores a 10% en los tiempos posteriores, no se llevé a cabo la
comparacion mediante el factor de similitud f,. De acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013 se empleo
un procedimiento de region de certeza multivariado, utilizando la macro de Excel DDsolver. Los
productos se consideraron similares cuando el limite superior del intervalo de confianza al 90%
fue menor o igual a la distancia maxima de Mahalanobis (Max MSD).

(Zhang Yong, et al 2010).
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Control de calidad

4.1.1. Identidad.

En la figura 4 y en la tabla 7 se muestran los cromatogramas tipicos y los tiempos de retencion

obtenidos, de las soluciones del estandar de referencia de ketoprofeno, del producto de

referencia, el producto de prueba B y el producto de prueba C, a una concentracion de 24 pg/mL.

En ellas se puedo observar que el tiempo de retencion en todos ellos es muy semejante a la

solucién de referencia, por lo que los productos cumplen con esta prueba.

Ketoprofeno —am

Ketoprofeno —a=

Ketoprofeno —a=

Figura 4. Cromatogramas tipicos de soluciones conteniendo ketoprofeno (24 pg/mL). A) Estandar de
ketoprofeno, B) Producto de referencia, C) Productos de prueba B y D) Producto de prueba C
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Tabla 7. Tiempos de retencion obtenidos en la prueba de identidad.

Producto Tiempo de retencion
(min)
Estandar ketoprofeno 4.719
Referencia 4.805
Prueba B 4.649
Prueba C 4,743

4.1.2. Valoracion

En la tabla 8 se presentan los resultados de Valoracion. Como se observa en los tres
medicamentos no se encontré una diferencia mayor al 5% entre los productos, indicando asi que

los productos son adecuados para llevar a cabo la comparacion de sus perfiles de disolucion.

Tabla 8. Resultados de valoracion por CLAR de los tres productos bajo estudio.

Producto Referencia B C

Contenido de
ketoprofeno

(92.5%-107.5%). 100.0% 96.2 % 97.1%

CV (%) 0.8 1.7 6.5
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4.2.Validacion del método analitico para estudios de perfil de disolucién de
capsulas de ketoprofeno 100mg.

4.2.1. Validacién con el farmaco (linealidad y precision).

La validacion de un método analitico es indispensable para demostrar que éste tiene las
caracteristicas de desempefio adecuadas, que es funcional, consistente y robusto, mediante la
recopilacion y evaluacion de datos obtenidos de manera experimental.

Las figuras 5, 6 y 7 y la tabla 9 muestran los resultados de linealidad y precisién obtenidos con el
farmaco, en solucion de HCI 0.1 N pH 1.2, solucién amortiguadora de acetatos (0.05 M) pH 4.5y
solucion amortiguadora de fosfatos (0.2 M) pH 6.8.

En las figuras 5, 6 y 7 se presentan las curvas de calibracion tipicas del farmaco en cada medio
de disolucién, demostrando que la respuesta (absorbancia) es directamente proporcional a la
concentracion de ketoprofeno en el intervalo de trabajo establecido (1.5 -14 pg/mL). En la tabla
10 se observa, que en cada medio de disolucién el coeficiente de correlacion fue mayor a 0.99 y
gue el error relativo debido a la regresion (ERR%) fue menor al 2%. De igual forma, el coeficiente
de variacion del factor respuesta (CV racresp%) €n cada medio de disolucion fue menor al 2% vy el
intervalo de confianza del intercepto incluyé el cero. Dichos resultados indican que el método
analitico es lineal y preciso de acuerdo con lo establecido en la NOM 177 SSA1 2013.
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1
y = 0.0633x + 0.0037
0.8 R2=0.9999
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Figura 5. Curva de calibraciéon de ketoprofeno en HCI 0.1 N pH 1.2.

1
y =0.0617x+ 0.0067
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0.8 R2=0.9997
<
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& 0.4
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m
< 0.2
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0 5 10 15
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Figura 6. Curva de calibracion de ketoprofeno en medio de acetatos 0.05 M pH 4.5.
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©

1
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Figura 7. Curva de calibraciéon de ketoprofeno en medio de fosfatos 0.2 M pH 6.8.

Tabla 9. Resultados de validacion del sistema para la cuantificacion de ketoprofeno en los medios
de HCI 0.1 N pH 1.2, solucién amortiguadora de acetatos pH 4.8 y solucion de fosfatos 6.8.

. o Solucién Solucién
Solucién de Acido ; )
o amortiguadora de | amortiguadora de
) - L Clorhidrico 0.1 N _
Parametro | Criterio de aceptacién acetatos (0.05 M) fosfatos (0.2 M) | Dictamen
pH 1.2
pH 4.5 pH 6.8
Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2 Dia 1 Dia 2
R2 0.99 0.9999 0.9997 0.9998 0.9997 0.9998 0.9998 Cumple
Linealidad
ERR (%) <al 2.0 % 1.7% 1.3% 1.2% 1.2% 1.1% 1.0% | Cumple
El
Intervalo . Inferior
de intercepto -0.00381 | -0.00593 | -0.00489 | -0.00983 | -0.00392 | -0.00480
: (95%)
confianza Cumple
del debe
. ntener '
intercepto | "N | SUPErior | o 01119 | 001811 | 0.01838 | 0.01532 | 0.01751 | 0.01541
Precision CV Facresp. S 2% 1.9% 1.2% 1.1% 1.2% 1.4% 149 | Cumple
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4.2.2. Validacién con el medicamento.

4.2.2.1. Linealidad, precisiéon y exactitud

En las figuras 8, 9, 10, 11, 12, 13 y las tablas 10, 11 y 12 se presentan los resultados obtenidos
de la validacion del método analitico de los tres dias de andlisis de los productos de prueba B y
C en los tres medios de disolucién estudiados.

Dichos resultados muestran que el método analitico es lineal para ambos medicamentos ya que
en los tres medios de disolucion empleados se obtuvo un coeficiente de correlacion (R) mayor a
0.99 y un error relativo a la regresion (ERR %) no mayor al 3%, lo que indica que el método
proporciona resultados directamente proporcionales a la concentracion de ketoprofeno. El valor
cero quedd incluido en el intervalo de confianza del 95% para la ordenada al origen.

El método de prueba fue exacto para ambos medicamentos, ya que la desviacion absoluta (%
DEA) fue menor al 3%. Asimismo el promedio del porcentaje cuantificado en cada nivel de
concentracion se encontro entre el 97% y 103%.

La precision, evaluada como repetibilidad, dié como resultado valores de coeficiente de variacion
menores al 3% en cada uno de los niveles de concentracion. De igual forma, los resultados de
reproducibilidad mostraron que los coeficientes de variacion de las tres curvas analizadas en los
tres dias fueron menores al 3%.

Es por lo anterior, que el método cumplié con los parametros analiticos establecidos por la NOM-
177-SSA1-2013, para llevar a cabo la evaluacion de perfiles de disolucion.
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y = 0.069x + 0.0019
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Figura 8. Curva de calibracion del medicamento de prueba B en HCI 0.1N pH 1.2.
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Figura 9. Curva de calibracion del medicamento de prueba C en HCI 0.1N pH 1.2.
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Tabla 10. Resultados de la validacion del método analitico para la cuantificacion de ketoprofeno en pH 1.2.

0.9998 0.9997 0.9999 0.9998 0.9999 0.9995
_ _ R2a 0.99 0.9998 0.9999 0.9998 0.9998 0.9999 0.9986 Cumple
Linealidad 0.9998 0.9998 0.9998 0.9999 0.9999 0.9999
%ERR <al 3% 1.3% 1.6 % 1.0% 0.94 % 0.95 % 24% Cumple
2.7% 20% 29% 2.1% 1.4% 2.7%
0.7% 0.03 % 0.4 % 0.86% 0.55 % 2.04 %
. 0.4% 0.3% 0.2 % 0.12% 0.21% 0.014%
< 20
Exactitud DEA = 3% 0.1% 0.4 % 0.9 % 1.0% 0.73% 0.39 % Cumple
1.1% 0.8% 0.9 % 0.64% % 24 %
0.8% 0.5% 0.7 % 0.57% 0.22% 1.2%
2.9
- 0.9 i'i 03 21% 1.44 27
S 8"2 03 0.2 0.9% 0.55 2.0
— . . 0
o) CcV.< 3% 0.4 08 0.8 0.12% 0.21 0.01 Cu mp|e
@ 1.0 0.2 1.0% 0.73 0.39
2 0.3 07 03 0.64 % 0.00 2.4
5 | 0.1 ' 0.57 % 0.2 1.26
)
o
o - 21% 1.4 %
S 0.8% 11%
= 0.4 % 0.6 %
‘o , 0.7% 0.6 % Cumple
< o,
_§ C.V<=al 3%de tres dias 0.6 % 1.6 %
= 0.4 % 0.6 %
i
Intervalo de El valor cero debe quedar Inferior Inferior Inferior Inferior Inferior Inferior
confianza incluido en el intervalo de -0.017045 -0.005791 -0.006479 -0.006061 -0.002645 -0.013152 Cumple
_ del confianza al 95% para el Superior Superior Superior Superior Superior Superior P
intercepto intercepto 0.010845 0.011336 0.017784 0.013764 0.008314 0.033888
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1

y =0.0671x+ 0.0039
R2=0.9999

0.8

0.6

0.4

ABSORBANCIA

0.2

0 5 10 15
CONCENTRACION (ug/mL)

Figura 10. Curva de calibracién del medicamento de prueba B en solucién amortiguadora
de acetatos pH 4.5.
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Figura 11. Curva de calibracién del medicamento de prueba C en solucién amortiguadora
de acetatos pH 4.5.
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Tabla 11. Resultados de la validacién del método analitico para la cuantificacion de ketoprofeno en pH 4.5.

Resultados en S.A. de Acetatos pH 4.5
Parametro Criterio : Producto (fie prueba B : : Producto (,je prueba C : Dictamen
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
0.9999 0.9998 0.9998 0.9999 0.9998 0.9999
Linealidad R2a0.99 0.9999 0.9998 0.9999 0.9999 0.9999 0.9999 Cumple
0.9999 0.9998 0.9998 0.9999 0.9999 0.9999
% ERR < al 3% 0.7% 12% 1.0% 0.7% 0.7% 0.8% Cumple
0,
2.7% Sg 02 28% 20% 0.9 % 15%
0.6% 0'2 % 0.5% 0.2% 0.6% 0.6 %
Exactitud <20 0.7% o 0.7% 0.1% 0.3% 0.2%
DEA < 3% 0.2% 1'8 sz 0.6 % 0.6 % 0.7% 0.4 % Cumple
0.2% 0.8 o 0.9 % 0.5% 0.5% 0.4%
0.1% ©7 0.6 % 0.4 % 0.4% 0.3%
= 0.1% 1.1% 0.3% 1.1% 1.2% 1.6%
g 05% 0.1% 0.7 % 0.3% 05% 0.08 %
= 0.5% 05% 05% 0.3% 0.6 % 0.3%
Ko} < 130
= C.V.= 3% 0.3% 0.3 % 0.1% 02% 02% 0.7 % Cumple
s 0.1% 0.1% 0.4 % 0.2% 0.4% 0.6 %
;E x 0.1% 0.05 % 0.1% 0.1% 0.3% 0.2%
2]
k)
o K 2.7 % 1.5%
S = 0.7 % 03%
% 05% 0.4 % Cumple
3 C.V <= al 3%de tres dias 0.4 % 0.4 % P
o 0.6 % 0.4%
s 0.4% 0.2%
04
Intervalo de El valor cero debe quedar Inferior Inferior Inferior Inferior Inferior Inferior
confianza incluido en el intervalo de -0.003324 -0.008422 -0.004723 -0.003221 -0.003363 -0.003880 c |
del confianza al 95% para el Superior Superior Superior Superior Superior Superior umpie
intercepto intercepto 0.0165388 0.018709 0.004479 0.010946 0.010551 0.008302
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Figura 12. Curva de calibracion del medicamento de prueba B en soluciéon amortiguadora
de fosfatos pH 6.8.
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Figura 13. Curva de calibracion del medicamento de Prueba C en solucion amortiguadora de
fosfatos pH 6.8.
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Tabla 12. Resultados de la validacion del método analitico para la cuantificacion de ketoprofeno en pH 6.8.

Resultados en S.A. de Fosfatos pH 6.8

Parametro Criterio Producto de prueba B Producto de prueba C Dictamen
Dia 1 Dia 2 Dia 3 Dia 1 Dia 2 Dia 3
0.9998 0.9998 0.9999 0.9998 0.9999 0.9999
Linealidad R=a0.99 0.9998 0.9997 0.9998 0.9999 0.9999 0.9998 Cumple
0.9998 0.9996 0.9996 0.9999 0.9999 0.9999
%ERR <al 3% 1.3% 1.7% 1.7% 0.9 % 0.9% 2.4% Cumple
2.7 % 1.8% 0.12 % 211% 1.44 % 2.71%
0.6 % 0.9 % 2.4% 0.86 % 0.55 % 2.04%
Exactitud <ao 0.9 % 0.4 % 0.46 % 0.12 % 0.21% 0.01 %
DEA < 3% 0.6 % 0.7 % 0.33 % 1.0% 0.73 % 0.39 % Cumple
0.01 % 1.2% 1.09 % 0.64 % 0.002 % 2.4%
0.25 % 0.7 % 0.61 % 0.57 % 0.22 % 1.26 %
3 1;5 Zf’ 2.99 % 8'22 Zf’ 1.48 % 2.29% 1.18 %
o 20 0.86 % 207 0.75 % 0.53 % 0.81 %
F CV. < 3 0-86 % 0.14 % 1.13 % 0.49 % 0.77 % 0.20 % Cumple
= VS 1.21 % 1.34% 0.06 % 0.75 % 0.37 % 0.43 % P
S 0.82 % 1.2 % 0.87 % 0.32 % 0.66 % 0.61 %
< @ 0.63 % 0.33 % 0.36 % 0.20 % 0.29 % 0.41 %
o
] ©
g S 1.98 % 1.56 %
2 1.30 % 0.69 %
2 . 0.93 % 0.78 %
< 0,
S C.V <=al 3%de tres dias 092 % 0.48 % Cumple
3 1.04 % 0.53 %
S 0.46 % 0.28%
o
Intervalo de El valor cero debe quedar Inferior Inferior Inferior Inferior Inferior Inferior
confianza incluido en el intervalo de -0.007443 -0.009718 -0.004167 -0.001129 -0.006101 -0.005286 Cumple
el confianza al 95% para el Superior Superior Superior Superior Superior Superior P
intercepto intercepto 0.005288 0.012941 0.016244 0.012374 0.001197 0.005457
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4.2.2.2. Selectividad

La tabla 13 muestra los datos de absorbancia a la maxima longitud de onda (Amsx) de soluciones
conteniendo ketoprofeno a una concentracion de 8 pg/mL, asi como la comparacion de las
pendientes e interceptos obtenidos de las curvas de calibracion de la validacion del sistema y la
validacion del método de los medicamentos bajo estudio, donde se aprecia que existe semejanza
entre éstas en los respectivos medios de disolucion. Las figuras 14, 15 y 16 se muestran las
superposiciones de los espectros de absorcién de tres soluciones preparadas a la misma
concentracion (8 pg/mL), del estandar de ketoprofeno con los medicamentos de prueba. Se
observa en dichas figuras, que no existen interferencias, por tanto, el método de cuantificacion
de ketoprofeno en los tres medios de disolucién es selectivo.

Tabla 13. Longitud de onda maxima (Amax) y comparacion de las pendientes e interceptos del
sistema y del método.

Estind Comparacion entre pendientes e
Medio de disolucion srf):u:oo Amaxe Absorbancia interceptos del sistema y del método
. Método Sistema
Estandar 258.4 0.526 m b m b
Solucion de HC1 0.1 N B 258.6 0.505 0.0690 | 0.0019
pH1.2 0.0626 | 0.0049
C 258.6 0.544 0.0685 0.0057
Estandar 259.2 0.510 m B m b
Solucion
amortiguadora de B 259.8 0.548 0.0671 0.0039
acetatos pH 4.5 0.0622 0.0047
C 259.8 0.548 0.0674 0.0032
Estandar 260 0.489 m b m b
Solucion
amortiguadora de B 260 0.548 0.0612 0.002
fosfatos pH 6.8 0.0625 0.0061
C 260.2 0.533 0.0669 0.0011
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Figura 14. Selectividad del método para la cuantificacion de ketoprofeno en HCI pH 1.2.
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Figura 15. Selectividad del método para la cuantificacién de ketoprofeno en pH 4.5.
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Figura 16 Selectividad del método para la cuantificacién de ketoprofeno en pH 6.8
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4.3.Resultados de los perfiles de disolucion

4.3.1. Disolucion del producto de referencia

En la tabla 14 y en la figura 17 se presentan los resultados del porcentaje disuelto promedio de
las 12 unidades del producto de referenciaa pH 1.2, pH 4.5 y pH 6.8. Los coeficientes de variacion
apH 1.2 fueron menores a 20% en el primer tiempo de muestreo y menores al 10% en los tiempos
subsecuentes; sin embargo se obtuvieron porcentajes disueltos muy bajos. En principio se
esperan dichos porcentajes debido a la baja solubilidad del ketoprofeno en solucién de HCI pH
1.2 (0.13 mg/mL). De acuerdo con los registros y observaciones del comportamiento del producto
durante el estudio, no se observé una reduccion significativa en el tamafio de la unidad de
dosificacion, lo cual pudo impedir la liberacion del farmaco y por tanto, su disolucion (imagen 1.).
Los resultados de disolucién a pH 4.5, mostraron que la disolucion fue baja. En este medio, los
coeficientes de variacion fueron mayores a 20 y 10 por ciento respectivamente, lo cual puede
deberse al pH del medio, ya que éste es muy proximo al valor del pKa de ketoprofeno (pka 4.45)
lo cual da lugar a que el 50% del farmaco se encuentre en forma ionizada y 50% en la forma no
ionizada. A pH 6.8, el producto de referencia no cumplié con el criterio de rapida disolucion, ya
gue el porcentaje disuelto a los 30 minutos fue de 66.91%. Sin embargo, también se obtuvieron
coeficientes de variaciébn mayores al 20 y 10 porciento, tanto en el primer tiempo de muestreo

como en los subsecuentes.
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Tabla 14. Valores promedio del porcentaje disuelto del producto de referencia a los diferentes

valores de pH estudiados.

10 155 6.96 5.93 23.83 28.90 15.80
15 2.04 6.93 7.95 26.55 41.17 11.31
20 2.48 6.84 9.74 24.21 50.32 10.22
30 2.98 4.78 12.18 24.70 66.91 10.09
45 3.57 7.77 14.79 19.59 76.31 10.33
60 4.42 5.48 17.95 21.74 86.09 9.64
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Figura 17. Perfiles de disolucion del producto de referencia en diferentes valores de pH

Imagen 1. Perfil de disolucion del producto de referencia A) Capsulas del producto de referencia
a los 30 minutos de la disolucién en HCI pH 1.2 B) Producto después de haber finalizado el perfil
de disoluciéon en HCI pH 1.2.
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4.3.2. Disolucion del producto de prueba B

El producto de prueba B presentd coeficientes de variacion menores al 20% en el primer tiempo
de muestreo y menores al 10% en los tiempos posteriores en los medios con pH 1.2 y 6.8. El
coeficiente de variacion en pH 4.5 para el primer tiempo de muestreo fue menor al 20%, no
obstante, en los tiempos consecutivos el coeficiente fue mayor al 10%. Esto probablemente puede
deberse a lo antes mencionado con el producto de referencia. La disolucion del producto de
prueba B present6 un perfil de rapida disolucién en pH 6.8, ya que se disolvié mas del 85% a los

30 minutos.

Tabla 15. Valores promedio del porciento disuelto del producto de prueba B a los diferentes
valores de pH.

Producto de Prueba B
HCl pH 1.2 Solucién amortiguadora | Solucién amortiguadora
e de Acetatos pH 4.5 de Fosfatos pH 6.8
(min) Promedio Promedio Promedio
(% Disuelto) CY. () (% Disuelto) CY. () (% Disuelto) €. ()
0 0 0 0 0 0 0
10 20.63 12.75 51.72 14.96 71.36 7.24
15 27.24 9.80 59.24 12.10 78.56 7.06
20 32.42 8.65 63.75 12.51 84.89 5.06
30 38.28 8.64 69.71 11.94 88.58 6.99
45 43.99 7.78 74.54 10.81 92.31 6.93
60 46.25 8.95 77.60 9.03 94.62 6.25
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Figura 18. Perfiles de disolucion del producto de prueba B a los diferentes valores de pH
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4.3.3. Disolucion del producto de prueba C

En el estudio de disolucién del producto de prueba C a pH 1.2 no fue posible la cuantificacién de
ketoprofeno en los dos primeros tiempos de muestreo (10 y 20 minutos), ya que se obtuvieron
absorbancias menores a las obtenidas en la curva de calibracion. Al igual que con el producto de
referencia, no se observo una reduccion considerable en el tamafio de la unidad de dosificacion,
lo que podria explicar la baja disolucion (imagen 2).

Los coeficientes de variacion del porcentaje disuelto a pH 4.5 fueron mayores a 20% para el
primer tiempo de muestreo y mayores al 10% para el segundo tiempo de muestreo, lo cual
comprueba que, a este valor de pH existe una gran variabilidad debido a la ionizacion del farmaco

dado a la proximidad del valor del pH del medio con el valor del pka del farmaco (pKa 4.45).

A pH 6.8, el producto C no presentd un perfil de rapida disolucién, ya que en 30 minutos el
porciento disuelto fue menor al 85%. Sin embargo los coeficientes de variacion cumplieron con el

criterio establecido.

Tabla 16. Porcentajes disueltos promedio del producto de prueba C conteniendo ketoprofeno
(Capsulas de 100 mg) en diferentes.

Producto de Prueba C
HCl pH 1.2 Solucién amortiguadora | Solucién amortiguadora
: pH 2. de Acetatos pH 4.5 de Fosfatos pH 6.8
Tiempo
(min) Promedio Promedio Promedio
0, 0, 0,
(% Disuelto) E () (% Disuelto) E () (% Disuelto) C% ()
0 0 0 0 0 0 0
10 No ; 6.24 20.37 25.43 18.12
cuantificable
15 No ; 11.32 14.43 43.21 10.39
cuantificable
20 1.66 14.10 15.84 12.37 56.58 9.66
30 2.59 18.85 21.76 11.84 71.86 9.25
45 4.95 19.87 27.19 12.64 85.25 8.60
60 7.26 8.30 32.21 10.98 92.46 6.74
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Figura 19. Perfiles de disolucion del producto de prueba C a diferentes valores de pH

Imagen 2. Perfil de disolucién del producto de prueba C A) Cépsulas del producto de prueba C
a los 30 minutos de la disoluciéon en HCI pH 1.2 B) Producto de prueba C después de haber
finalizado el perfil de disolucion en HCI pH 1.2.
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4.4.Comparacion de perfiles de disolucion por el procedimiento de anéalisis
multivariado.

Debido a que los coeficientes de variacion fueron mayores a 20% en el primer tiempo de muestreo
y mayores al 10% en los tiempos posteriores, no se llevo a cabo la prueba de f,, sino un analisis
multivariado como lo establece la NOM-177-SSA1-2013.

En la figura 20 se muestran los resultados de la comparacion de los perfiles de disolucion del
producto de referencia con los perfiles de los medicamentos de prueba B en medio de HCI pH
1.2. Latabla 17 muestra los resultados del andlisis estadistico. Se puede apreciar que el valor del
limite superior del intervalo de confianza al 90% (Limite superior al 90% MSD) fue mayor al valor

de la distancia maxima de Mahalanobis (Max MSD), siendo rechazada la similitud entre éstos.

Dado gue no fue posible cuantificar el producto C de los dos primeros tiempos de muestreo no
se llevd a cabo la comparaciéon con el medicamento de referencia a este pH.
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Tabla 17. Resultados de la comparacion de los perfiles de disolucion del producto de referencia
con los medicamentos de prueba B en HCI pH 1.2 por el procedimiento de certeza multivariada.

Prueba B vs.
Estadistica Referencia

P (puntos de muestreo) 6
Distancia de Mahalanobis
(MSD) 27.2296
Limite inferior al 90% MSD 25.5606
Limite superior al 90% MSD 28.8986
Fraccion Media de la Max D (%) 20.0000
Max MSD 17.5889
Es el limite superior 90< Max No
MSD
Son similares Rechazado

Enlafigura 21 se presentan los resultados obtenidos de la comparacion de los perfiles en solucion
amortiguadora de acetatos pH 4.5. Los resultados del analisis estadistico, que se presentan en
tabla 18, muestran que existe similitud entre el producto de innovador y el producto de prueba C,
puesto que el limite superior del intervalo de confianza al 90% fue menor a la distancia maxima
de Mahalanobis (Max MSD), sin embargo no se encontré similitud entre el producto de referencia

y el producto de prueba B.
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Figura 21. Comparacion de los perfiles de disolucién de los tres productos en pH 4.5.
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Tabla 18. Resultados de la comparacion de los perfiles de disolucion del producto de referencia
con los medicamentos de prueba B y C en solucion amortiguadora de acetatos pH 4.5 por el
procedimiento de certeza multivariada.

Prueba B vs. Prueba C vs.

Estadistica Referencia Referencia
P (puntos de muestreo) 6 6
Distancia de Mahalanobis
(MSD) 11.6739 4.5280
Limite inferior al 90% MSD 10.0050 2.8591
Limite superior al 90% MSD 13.3429 6.1970
Fraccion Media de la Max D (%) 20.0000 20.0000
Max MSD 5.3540 19.1742
Es el limite superior 90< Max .
MSD No Si
Son similares Rechazado Aceptado

En la figura 22 se muestra la representacion grafica y en la tabla 19 los resultados de la
comparacion de los perfiles en solucion amortiguadora de fosfatos pH 6.8. En ella se puede
observar que existe similitud entre el producto innovador con el producto de prueba C, ya que el
limite superior del intervalo de confianza al 90% fue menor a la distancia maxima de Mahalanobis
(Max MSD). El producto innovador y el producto de prueba B no presentaron similitud, ya que no

se cumplié con el criterio antes mencionado.
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Figura 22. Comparacion de los perfiles de disolucion de los tres productos en pH 6.8
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Tabla 19. Resultados de la comparacion de los perfiles de disolucion del producto de referencia
con los medicamentos de prueba B y C en solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8 por el
procedimiento de certeza multivariada.

Estadistica Prueba B vs. Prueba C vs
Referencia Referencia

P (puntos de muestreo) 6 6
Distancia de Mahalanobis
(MSD) 12.3428 2.5629
Limite inferior al 90% MSD 10.6739 0.8940
Limite superior al 90% MSD 14.0118 4.2319
Fraccion Media de la Max D (%) 20.0000 20.0000
Max MSD 5.2917 5.3026
Es el limite superior 90< Max .
MSD No Si
Son similares Rechazado Aceptado

Con base en lo anteriormente mencionado se puede observar que el producto de prueba C no
cumplié con la similitud a pH 1.2 mientras que pH 4.5 y a 6.8 cumpli6 con la similitud en relacion

al producto de referencia

En el caso del producto de prueba B, debido a que éste se disolvio mas rapidamente que el
producto de referencia, no cumplié con la similitud en ninguno de los medios de disolucién

utilizados en el estudio.

La inexistencia de similitud entre los productos de prueba y referencia, podria atribuirse a la

composicién y/o cantidad de los excipientes en las formulaciones de los productos bajo estudio.
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CAPITULO 5
CONCLUSIONES

e El método analitico para la cuantificacién de ketoprofeno en los medios de disolucion a pH
1.2,4.5y6.8, fue lineal, preciso y exacto, por lo que puede ser utilizado para la evaluacion de

perfiles de disolucion de capsulas de ketoprofeno conteniendo 100 mg.

e El perfil de disolucién de ketoprofeno fue dependiente de pH, siendo mayor a pH 6.8.

e Los productos bajo estudio mostraron diferencias en los perfiles tanto a pH 1.2 como 45y
6.8, por lo que no pueden considerarse similares de acuerdo con los criterios del Sistema de

Clasificacion Biofarmacéutico.

e Los productos bajo estudio no son candidatos a Bioexencion.
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