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CAPITULO I

1. Introduccidn.

1.1. Presentacidén y objetivo.

Actualmente, en México la Industria Farmac&utica cuenta
con aproximadamente. 300 laboratorios farmacfuticos registra-
dos en la Secretarfa de Salubridad y Asistencia, de los cua-
les un 25% de elles utiliza ampieilina como principio activo
para la fabricacién de medipamentos. El uso terapéutico de
la ampicilina en humanos es tan amplio,que este farmaco estd
catalogado como el antibidtico de mayor venta en México.

En las farmacias se pueden_encontrar al menos 93 marcas
comerciales de productos que contienen ampicilina, de los
cuales 67 contienen ampicilina como finico principio active
en cualquiera de sus formas (anhidra, trihidratada, sddica o
potésica).(l)

A pesar del gran uso € importancia socioeconémica que re
presenta hoy en dfa la ampicilina para México, oficialmente no
existen normas suficientes de calidad que garanticen su efica-
cia terapéutica, flnicamente se consideran pruebas fisicas, qui
micas y/o microbiolégicas para controlar su "calidad final",
y‘se ha demostrado en diversos paises que estas pruebas de con
trol por si solas, no bastan para garantizar la eficacia tera-

péutica y establecer bicequivalencia entre productos semejan-

tes.



Dependiendo del tipo de pruebas de control de calidad que
los medicamentos (conteniendo un sélo principio activo) cumplen
se pueden clasificar en:

1) Medicamentos Quimicamente Equivalentés.
25 Medicamentos Farmacéuticamente Equivalentes.
3) Medicamentos Biocequivalentes.

Los mediamentos-duimicamente equivalentes son aquellos que
contienen exactamente las mismas cantidades de los mismos prin-
cipios activos, los cuales no necesariamente se presentan en la
misma forma.farmacéutica(Z).

Los medicamentos farmacuticamente equivalentes son aque-
1los que ademis de contener la misma cantidad de principio(s)
activo(s) se presentan en la misma forma farmac&utica, aunque
no necesariamente su composicidén de excipientes sea idéntica.
Al presentarse en la misma forma farmacutica deberin cumplir
con pruebas de desintegracidén y/o disolucién, cuando sea apli-
cable.(z)

Los medicamentos bioequivalentes son aquellos productos
farmacéuticamente equivalentes cuya velocidad y cantidad ab-
sorbida (Biodisponibilidad) no muestra di ferencias entre sf,
bajo condiciones experimentales similares.

El "Federal Register" de 1977¢%)

publicado por la F.D.A.
(Food and Drug Admiristration) reglamentd que son necesarias
las pruebas de biodisponibilidad (pruebas in vivo) para 110

medicamentos entre los cuales se encuentran inclufdos produc



tos de ampicilina. Sin embargo en otros productos farmacéuti-
cos la biodisponibilidad puede ser demostrada en forma satisfac
toria con pruebas in vitro, que hayan sido correlacionadas pre-
viamente con estudios in vivo. Estas pruebas in vitro incluyen
tiempo de desintegracidn y/o Yelocidad de disolucidn. En Méxi-
co es factible la existencia de problemas de bioequivalencia,
debido! primero, al gran niimero de marcas comerciales farmacéu-
ticamente equivalentes éde contienen ampicilina como principio
activo. Segundo, a que existen un gran niimero de reportes en
la literatura en los que se ha encontrado bioinequivalencia

. . s tas 5
entre difeventes marcas comerciales de amplclllna(u’ ’B),

y
tercero, debido a que,por sus propiedades biofarmacluticas la
ampicilina estd catalogada como un firmaco con alto potencial
para presentar problemas de bioequivalencia(7).

Por lo expuesto anteriormente el objetivo de este traba-
jo es determinar: primero la equivalencia farmacéutica de la
ampicilina th. en clpsulas de 250 mg obtenidas de trece fabri
cantes nacionales con respecto al producto innovador U.S.A.
Pollicylin de Bristol, segundo estudiar la disoluecidn de es-
tos producto y tercero efectuar un estudio de bioequivalencia
de un producto nacional de baja disolucién.

El logro de estos objetivos proporcionard informacidn pa
ra eQaluar la calidad de los productos estudiados y bases pa-

ra proponer normas que ayuden a garantizar la eficacia tera-

péutica de la ampicilina.
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‘B

CAPITULO II

-II. GENERALIDADES.

(Monografia de Ampicilina).
‘2.1, Descripeidn,

2.1.1. Nombre quimico: *Acido D-6(2-amino-2-fenil-acetamid -3,3-
dimetil-Toxo-4 tia-1-azabicide [3,2,0]]
heptano-2-carboxi 1ico®?

*pAcido 6 [P (-)-a-aminofenil acetamido]
penicilanico
%D (‘—)—a—aminobencilpenicilina( 9

*g-aminobencilpenicilina

2.1.2, Nombre comin: Ampicilina(m’w
2.1.3. Férmula desarrollada:
0 H H cH
" M 3
s CH =—C ==NH—
i ; i 2 o,
NHZ v N COOH
0 H
2.1.4, FOrmula condensada: 016H19N30us
2,1.5., Peso Molecular: 349,41

2.1.6. IsBmeros: La presencia de un 4tomo de carbdn asimétrico en

la posicién beneflica (carbone 8) produce un isoméio Gp-



tico. El isémero D, D {(-)-a-aminobencilpeni-

cilina, el cual es mds activo que el isdmero

i L (-)-u-aminobencilpenicilinaf12)
1

2.1,7. Hidratos: Se ha reportado que la ampicilina puede exis-
tir en las formas anhidra, monohidratada, ses-

quihidratada y trihidratada(la).

2.1.8. Sales: Principalmente se usan las sales sddica y poti-

sica de ampicilinaflo’il)

2.1.9. Apariericia color y olor: La ampicilina se presenta en
forma de polvo cristalino blan
co, con olor caracteristico.a

penicilinas(io’ii).

2.2. Propiedades fisicas.

2.2.1. Punto de fusidn: La ampicilina monohidratada funde con
descomposicidn a 202°C, la ampicilina
s8dica a 20s0ct12),

La ampicilina sesquihidratada y anhi-

dra descompone entre 199-202°C(1u).

La ampicilina trihidratada funde con

descomposicién a 21u4,5° - 215.5°C(15).

2.2,2. Solubilidad: Las solubilidades de ampicilina anhidra,
tpihidratada y sédica de 2 fabricantes en

diferentes disolventes fueron determinadas



;T

por Marsh y Weiss(ls).

Ellos observarcn una variacidn en las solubi
lidades de ampicilina sbédica entre los 2
! fabricantes e indican que esto puede deber
. se a la estructura cristalina. Los resul-

tados se reportan en la Tabla I,

d(17) reportan

2.2.3. Constante de ionizacién, pK: Rapson y Bir
constantes de ionizacibn para la ampicili-
na de: pK1 = 2,53 * 0.004 y pK2 = 7.24 %

~ 0.02. Han y Poale(la)

= 2,66 + 0.03 y pK2 = 7.24 + 0,03,

reportan valores de

DK1

2.2.4, Rotacidn dptica:
Referencia
21
Ampicilina monohidratada [ a ] = + 281° (13)
D
(C =1 en Hy0)
e e 21
Ampicilina sesquihidratada [ a JD + 283,1° (14)
(C =1 en H20)
. . ) - ] ‘ 20
Ampicilina sédica ['a:]D + 209° (13)
(C = 0.2 en H20)
.o . 20
Ampicilina anhidra [ a JD + 287.9° (14)

(C =1en H20)



Tabla I. Solubilidad de ampicilina en diferentes

dﬁoheMms(me)}im
Ampicilina

Disolvente Anhidra  Sal sbdica I*  Sal sBdica IT* Trihidratada
Agua 10,098 20 20 7.558
Metanol ' 2.968 20 20 6.649
Etanol 0.390 20 19,780 2.538
Isopropanol 0.0§5 1. 13 6.405 -
Alcohol iscamilico 0.125 1.902 19. 300 -
Ciclohexano 0.048 0.075 ] 0.0 0.068
Benceno 0.002 0.022. 0.0 0.032
Eter de Petrbdleo 0.010 0.025 0.0 0.038
Iso-octano 0.0 0.022 0.0 0.022
Tetracloruro de carbono 0.008 0.032 0.0 0.025
Acetato de etilo 0.025 0.025 0.058 0.225
Acetato de isoarilo 0.030 0. 105 0.0u8 0.078
Acetona 0.125 0.518 20 8,952
Metil etil cetona 0.052 0. 178 20 2,790
Eter dietilico 0,022 0.022 .0 0.03
Cloruro de etileno 0.032 0.060 -0.032 0.068
1,4~Dioxano 0.595 1,375 1.845 2.772
Cloroformwo 0.095 0,248 0,155 0,075
Disulfuro de carbono 0.015 0.010 0.0 0,022
Piridina 2. 100 3.256 20 12,131
Formmida 20 20 20 20
Etilen Glicol 18,415 20 20 19, 128
Propilen Glicol 2.230 20 20 19..128
Dimetilsulfdxddo 20 20 20 20
NaQH Q. 1N 20 20 20 20
NCl 0. 1N 20 20 20 20

*Ampicilina sbdica de 2 fabricantes diferentes.



Absorbancia, . -

200001060

3006 2000

10.

Espectro de Infrarrojo de ampicilina
(19)

Figura No. 1,

"anhidra.

. ~1
Frecuencia (em ~) L ‘
3000 300 WD XL M0 1400 [Flo AL 000 9% W0 a0 &0 %0 00 450

o
2.

ol il

.
i
e

Longitud de onda (micras)
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Figuré 2, Espectro de infrarrojo de ampicilina

( 19)

trihidratada.
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" Tabla II. Espectro de Infrarrojo de ampicilina

trihidratada (Bandas de absorcidn e

interpretacidn).

Bandas de absorcion de IR, em !

Interpretacidn

3420 HZO
3230 N H
Bandas débiles 2860-2165 NH3+
-1 =
1770 ] ‘actama C 0
Amida C = 0
1695 coo”, NH,*
, 1615 y 1575 Anillo aromitico
. +
1492 Am%da II, NH3
Anillo aromitico
690 mono substituido



2.2.5. Espeétros.

2.2.5.1, Espectro de

B
)
i
k]

2.2,5.2. Espectro de

Infrarrojo: En lés Figuras 1y 2 se pre-
sentan los espectros de I.R. para ampici-
lina th. y ampicilina anhidra(lg). Estas
se corrieron en aceite mineral y pastillas
de KBp, usande un espectrofotdémetro Perkin
Elmer modelo 21 de doble haz.

La interpretacidn del espectro de ampicili-
na trihidratada fué hecha por Toeplitz, B.(lg),

y se encuentra en la Tabla II.

Resonancia Magnética Nuclear: Cohen y
Puar(ZO) han estudiado el espectro de R.M.N.
de ampicilina trihidratada en dimetilsulfd-
xido deuterado (DMSO-dG) y DZO-DCI. Ellos
usaron tetrametilsilano como estdndar inter
no y un espectrofotdmetro de R.M.N., Varian

XL-100-15. En el caso de DMSO -dg, los pro .

tones de g-lactama ficilmente se distinguen

por su constante de acoplamiento,

En las figuras 3 y U4 se presentan los espec
tros de R.M.N. para ampicilina trihidrata-
da en DMSO-d; y D,0-DCL respectivamente.

Las asignaciones se reportan en la Tabla ITII.



Yot -

Figura‘ 3. Espectro de R.M.N. de ampicilina trihi-

dratada en DZO-DC1.(20)
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Figura %. Espectro de R.M.N. de ampicilina tri-

hidratada en DMSO-ds.(ZO)
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Tabla ITI. Seflales caracteristicas de los protones

de ampicilina th. en RMN—H'(ZO).

Desplazamientos quimicos

Disclvente

24 3H 5H 6H 7H 8H 9 10

DMS0-dg 1.39 1,39 5.39q (9.0,4.0%5,95b| u,8u 7,36mi Uh.6UDb

1.49 5.39d (4.0}
DZO-DCL 1.41 b.u7 5.54 5.26 7.53
1.44

b = ancho, m = multiplete,q = cuartete

6 5

0 s
g 4 7 % H CH
?H—-C-NH-— 2
c
A cob
H,

2 P
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2,2.5.3. Espectrometria de Masas: El espectro de masas de la

"ampicilina trihidratada fué determinado
por Funke y Cohen(21), este se presenta
en la Figura 5. Ellos prepararon un de
rivado sililado usando la amida del

&cido N,0-bis (trimetilsilil) disuelto

o]

n piridina. Las asignaciones del espeg
tro de masas se encuentran resumidas en

la Figura 6.

2,2.5,4, Absorcién}Ultravioleta: El espectro de U.V. para la

ampicilina th. fué corrido en un espec-
trofotometro Cary Modelo 15, calculéndo-

1% ,
se los valores de Eicm_a diferentes valores de pH.
: 2
Los resultados encontrados por Levner( 2

se reportan en la Tabla 1V.

2,3. Estabilidad de la ampicilina.

2.3.1. Manera de degradacifn de penicilinas: La causa mis impor-

2.3.2. Estabilidad de

tante de degradacidn de las penicilinas
es la hidrélisis. En la Tigura 7.sc mues

tra el curso de dicha hidpélisis(Qs).

ampicilina en soluciones: La degradacidn
de la ampieilina en solueidn depende de
la concentracidn de dicha solucidn y del

tipo de vehiculo usado. La dextrosa y el
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Figura 6, Pragmentacién de ampicilina (derivado

sililado .(21)
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Tabla IV. Absorcifn ultravioleta de ampicilina

Vtrihidratada.(zz)

Solucidn repuladora de fosfatos pH 5.3

Longitud de onda, nm

1%
1cm

E

Solucidn reruladora de fosfatos pH 7.0

El%
.1 am

Solucidn resuladora de fosfatos pH 9.5

1%
1cm

E

257 262
8.69 7.81
257 262
7.94 6.69
258 268
7.28 5.03

268
5.61

19,



Figura 7.. Degradacidn de la penicilina.( 23)
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NH—=CHCOOH COOH N\\
COOH 3 (}
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..Co v
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PN PN
RCONHCH,~CH  C(CHyl, H ci(CH,); RCONHCH,CHO
]
NH——CHCOOH HN ——— CHCOOH
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1. Penicilina

2, Acido penicilbico
3. Acido pendldico
%, Acido penilico

5. Acido penil&ico
6. Penicilamina

7. Peniloaldehido

N———CHIO0H

20.



manitol act@ian como catalizadores en la hidrélisis de la
ampicilina. Lla ampicilina en concentraciones del 1% es
incdmpatible con dextrosa. Una solucidn salina isotdni-
ca es el vehiculo mas apropiado para la administracidn
intravenosa de ampicilina.

(2u)

Gallelli establece que la ampicilina sbdica es esta-

ble a 5°C y 25°C en soluciones de NaCl al 1% que también

(28) observé que la

contengan 5% de dextrosa. Simberhoff
ampicilina era inactivada por solueciones de sacarosa,
dextrosa y dextrana a valores de pH alcalino.

La velocidad de descomposicidn de la ampicilina fué es-

(26). El observa, gue soluciones al

tudiada por Saccani
1% siguen una cinética de primer orden en presencia de
iones H+, y una cinética de segundo orden en presencia

de iones OH™.

La degradacidn de ampicilina trihidratada en solucidn es-
t& prandemente influenciada no solo por el pH, sino tam-

(27’28). El regulador

bién por el tipo de regulador usado
tris [ 2-amino-2(hidroximetil)-2,3-propanodiol ] a pH 7
deteriora ripidamente la estabilidad de la ampicilina, pe
ro esto no sucede a pH 5. En presencia de citratos la
ampicilin; es relativamente estable a pH 7, pero no a pH
5. Los fosfatos tienen una accidn inmediata, pero tien-
den a §eguir el patrdén de regulador tris.

Jacobson y Russo—alesi(zg) prepararon soluciones de ampi-
cilina th. a una concentracidén de 5 mg/ml en solucién re-

guladora de pH §.0 y pH 7.0 (preparado con acetato de so-

A I Lo . '

21,
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dio 0.1N y &cido acético) y en soluciones reguladoras de
pH 8.0 y pH 8.8 (preparado con tris y &cido acético). Las
soluciones fueron dejadas a temperatura ambiente y anali-
zadas por titulacidén iodométrica. Los datos de estabili-
dad a los di ferentes valores de pH y reguladores se dan
en la Tabla V.

(30) estudid la estabilidad de soluciones diluidas

George
‘de ampicilina a pH 5.8 ~ 6.0 y almacenadas a 5°C. Los
resultados del an&lisis microbioldpico se reportan en la
Tabla VI.

La estabilidad de la ampieilina th. en soluciones regula-
doras preparadas con tris 0.iN y Acido ac&tico en fun-
cidn del pH y la temperatura fué cstudiada por Sherman(al)
y col., Para esto se prepararon soluciones conteniendo
5 mg/ml de ampicilina th. guardindose a temperatura am-
biente y a 5°C por 2?9 dfas. Las soluciones fueron anali-
zadas por el método colorimétrico de hidroxilamina y los

resultados encontrados se reportan en las Tablas VIT y

VIII.

2.3.3, Estabilidad de ampiciliha en polvo: Weiss y Palmer<32)

observan que los polvos de ampicilina trihidratada son
estables cuando se guardan en un sistema cerrado a 43%

y 81% de hiimedad relativa a temperatura ambiente por 6
semanas. La ampicilina es también estable a 35°C en el
mismo sistema cerrado por 9 semanas. La ampicilina sélo

muestra pequefios cambios en su contenido de humedad o



Tabla V. Estabilidad de ampicilina en funeibn del pH.(zg)
Porcentaje de ampicilina  pemanente
Tiempo, horas pH & pH 7 pH 8 ° pH 8.8
+
0.5 - - 96.0 81.9°
1 - - 87.3 65.8
2 99,4 100.6 73.3 3.6
3 e - 62.0 28.9
Wy 100.6 - 1060 su.0 17.4
5 S S T 11.4
24 92.0.. . 100.3 - -
27 - - 0 0
48 92.0 86,5 ; -
96 83.0 91 - -
Tabla VI. Ebtabilidad de ampicilina en soluciones

diluidas de fosfatos a 5°C, pH 5.8-6.0.

Porcentaje de Ampicilina vesidual,

Dias

Ampicilina, wmeg/ml 6 8 L
3 102 - 80

6 97‘ 102 88

10 a8 99 91

15 99 99 92

25 102 - -

40 100 - -

23,
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potencia despuds de este tipo de pruebas, lo cual indica

que es bastante estable en forma de polvo.
2.4, Métodos de fabricacidn.

2.4,1, Microbioldégico: La ampicilina puede ser preparada mi-
crobioldgicamente por incubacidn de microorganismos.

Por ejemplo, Pseudonomas, de las especies, Kluyneracitrophila,

Rhodopscudomonas spheroides, o Micrococcus urcae con dcido

(33)

6~-aminopenicilinico y a-fenilglicina , via acilacibn

enzimdtica del Acido 6~aminopenicilénico.

2.4.2, La ampicilina se puede sintetizar por condensacidn del

4dcido G-aminopenicilénico (6-APA) con una a-fenilglicina

protegida(3”’35)

Posteriormente la ampicilina se regenera al remover los
grupos protectores.

La ampicilina también puede ser cbtenida por tratamiento

(36)
’

del 6-APA con bromuro de a-bromofenilacetilo via

. e o . . . 37
azida penicilina e hidrogenacién catalitlca( ).
En la literatura estln reportados por diversos autores

otros métodos para la sintesis quimica de ampicilina(aa’ag).

2.5. Métodos de Andlisis:

2.5.1. Pruebas de Identidad: La ampicilina se identifica por

espectroscopia de L9 Bl fcido cromatotrdpico,

4c. sulflirico, ninhidrina y tartrato cfiprico potdsico



Tabla VII. Estabilidad de ampicilina en funcién
del pHyla temperatura.”

25,

Porcentaje de ampicilinaremanente a temperatura ambiente

Tiempo endfas pH 8.4 7.5 6.4 4.0 3.8 29 23 1.7

1 0 16.5 53,1 90,6 89.4 73,1 47,9 24,7
2 ' 0 1.8 32,2 82,1 88.7 &4,2 2.7 8.0
6 0 0 4.8 60.1 67.6 21.7 3.5 0
9 0 0 45.2  Sh.4  10.7 1.1 0
15 0 0 0 265 33.5 3.9 0 0
29 0 ] 0 114 13.9 1 0 0

Porcentaje de ampicilina remanente a_5°C
Tiempo endfas pHEM T.5 64 M9 38 28 23 17

1 43.9 81.4  92.7 100 95,2 94,2 85,3 83.0
2 23.1 71.2 87.6 97.6 93.4 95.5 81,6 67.7
6 1 42,5 78.9 g4.6 86.3 82.4 B4.7 39.8
9 0 27.7 73.6 934 919 715 51,2 23.7
15 0 11,9 63.5 85.1 89.9 58.6 33.2 9.9
29 0 0 u8,6 69,9 86,3 39.8 13.6 1.5




Tabla VIIX.

Estabilidad de ampicilina th. en solu-

cidn de acetato de sodio y solucidn re-

guladora tris en funcidn de pH(31).

26.

Ampicilina

(2 mg/ml) Método de Hidroxilamina

Tris 0.1M

NaOAc 0.1M

Tris 0.1M
NaQAc 0.1M
Tris 0.1
NaOAc 0.1M

Porcentaje de actividad remanente

5 24 48 120 216 312
pH inicial horas horas horas horas horas horas pH final
4.9 98.1 93.9 92.4 73.4 57.4 40.8 4.8
4.9 98.3 g4.3 Xy, 7 78.9 65.0 49.9 4.9
5.9 98,8 90,1 91,5 66.9 45,6 30.5 5.6
6.0 102.4 96,7 102,1 90.8 86.7 77.9 5.8
6.7 91.3  65.6 4,1 14,3 3.3 0 6.4
6.5 99.9 96.9 98.2 90,7 86.9 75.7 6.3




2.5.2.

27,

se usan como reactivos en diferentes pruebas para iden-

tificacién de ampicilina(ll).

(41)

Thomas y Broadbridge describen un método para la ri

pida separacidn y deteccidn de mezclas de penicilinas

por electroféresis a bajo voltaje, las penicilinas se

identifican posteriormente por métodos microbioldgicos.
Diferentes métodos que usan cromatografia en capa fina
y papel para la identificacidn de ampicilina se encuen-

tran reportados en la 1iteratura(u2‘u3’uu’u5’us).

Métodos Cuantitativos: Existe una gran variedad de mé
todos para la determinacidn cuantitativa de ampicilinaj

entre estos se encuentran métodos espectrofotométricos

(H7,88,49,50,51) o1 oo $2153:54,88)

(53,57,58,58)
9

de U.V., y visible
Polarogréficos, de cromatografia en capa fina
cromatografia en papel(so’sl), cromatografia gas-liqui-

d°(62,63,6u), cromatografia de lfquidos a alta presiééss’ssh

(67,10) (68,69,70,71,72}
L

titulaciones iodemétricas , métodos microbioldgicos
ete.

La seleccién del método mis adecuado dependeri de la natu
raleza de la muestra a analizar (ej. tabletas, cépsulas,
soluciones, fluidos bioldgicos, etc.) de la sensibilidad
y especificidad requeridas y de los medios con que se

cuente para trabajar (reactivos, aparatos, laboratorio,

personal capacitado, recurseos econdmicos, etc.).

2.6. Consideraciones de interés biofarmacéutico.



2.6.1. Absorcidn: La ampicilina en virtud de Su grupo amino es

una de las penicilinas mis estables a la destruccién gas
triqa, se absorbe bien, pero no completamente en el tragc
to gastrointestinal despuds de una administracidn oral,
30% de una dosis oral e¢s recobrable en orina, y del 60
al 70% se recupera en orina despufs de una administra--

(73). Por esti razén se prefiere la

cidn intramuscular
ruta parenteral para lograr efectos miximos.

La absorcién de la ampicilina usualmente ocurre dentro
de las primeras 2 horas después de la administracién
oral de cdpsulas y suépensiones, pero existen grandes
variaciones (del 20-70%) en la.cantidad absorbida(7u).
Los alimentos interfieren con la absorcidn de ampicilina,

produciéndose niveles plasmiticos mds bajos, por lo que
este antibidtico debe administrarse de 30 minutos a 1

hora antes de las éomidas.

La administracién oral de 500 mg de ampicilina th. pfo—
duce niveles plasméticos midximos a las 2 horas, en un
intervalo de 3 a 6 pg/ml. La inyeceidn intramuscular
de 500 mg de ampicilina sdédica produce en el plasma va-
lores miximos de 7 a 14 ug/ml, al cabo de 1 hera, estos
valores declinan exponencialmente con el tiempo, pero
después de 6 horas afin queda ampicilina en la circula-
cibn. Los niveles sanguineos del antibiético son mis al
tos y mds sostenidos en los nifios prematuros y en las

primeras semanas de los nacidos a término debido a su

28.



2.8.2,

29.

funcion renal inmadura(75).

S8i se administra ampicilina a la mujer embarazada antes
del parto, aparece en la sangre del feto en 30 minutos,

y en una hora alcanza la misma concentracidén que tiene el
plasma de la madre, el firmaco es detectable en el liqui-
do amnidtico pocos minutos después de inyectado a la ma-
dre(75).

No se encuentran diferencias en la biodisponibilidad de
ampicilina entre individuos sanos del sexo masculino y

sexo femenino(lon

Distribucibn.
La ampicilina penetra en la mayoria de las cavidades del

cuerpo, tejidos y flufidos bioldgicos exceptuando el fluf

do cerebroespinal (meninges no inflamadas), en el caso

de administrar ampicilina en grandes cantidades se puede
detectar en este fluido. La ampicilina atraviesa la placen
ta y es secretada en la leche materna.

El volumen de distribucidn es aproximadamente de 20 13-
tros, pero en sujetos con cilrrosis puede ser hasta de 60
litros. la unién a proteinas plasmiticas es aproximadamen

mente del 120%(777,

Unidn a proteinas.

(78) reporta que {inicamente el 23% de la ampicilina

Kunin
se une a proteinas sdricas humanas. El grado de uniédn

fué establecido utilizando ultrafiliracién y didlisis,



2.6.4,

Metabolismo.

La ampicilina aparece en la bilis en forma activa, sufre
recirculacién enterohepitica y‘es excretada en forma apre
ciable en heces. Lla concentracifn en bilis depende de la
integridad de la vesicula biliar y de los conductos bi-
liares. La ampicilina por ser excretada en altas concen
traciones en la bilis puede ser usada en el tratamiento
de infecciones de los conductos biliares.

Los principales metabolitos de la ampicilina son el 4ei-
do penicildico y el Acido 6-amino peniciléniéo, se ha en-
contrado que después de la administracidn oral de 250 mg
de ampicilina, se excreta en la orina 6.7 + 5.9% de 4ci-

do penicildico y trazas del Acido G-amino penicilénico

Excrecifn,

La ampicilina se excreta rdpidamente sin cambio a través
de los rifiores. Aproximadamente el 30% de una dosis oral
es eleminada por el rifién en 12 horas (casi toda la can-
tidad en las primeras & horas) . Aproximadamente el 70%
de una dosis intramuscular es eliminada en orina en las
primeras & horas.

El dafio renal grave proloéga notablemente la permanencia
de la ampicilina en plasma. La didlisis peritonial tie-
ne poco efecto para eliminar el firmaco. La administra-
cién de Probenecid promueve la persistencia del antibid
tice en plasma, debido a que la exerecién urinaria dis-

minuye(77).

oD

‘30,
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La ampicilina es excretada en la bilis en una concentra-
cién media de U ug/ml después de una dosis oral de 250 mg,
la excrecidn biliar aumenta en sujetos. con cirrosis hepa-
tica(75).

La ampicilina es excretada en la leche de madres lactan-

tes(76)_

El antibiético es secretado en los esputos de los pa---

cientes con lesiones inflamatorias del arbol bronquia1(75).

Tiempo de vida media (t1/2).

La ampicilina es répidamente eliminada del cuerbo con un
tiempo de vida media de aproximadamente 1.1. a 1.3 hs.
en pacientes adultos con funcidn renal normal, este tiem

. [} [ l
po aumenta en sujetos con funcidn renal 1mped1da(7‘).

Accidn y usos.

La ampicilina fué introducida en 1961 como uno de los pri
meros derivados semisintéticos de la penicilina. Es un
antibiStico de amplio espectro, &cido resistente y puede
por lo tanto administrarse oralmente. La sal sddica o
potésica pude darse parenteralmente.

Este antibidtico es degradado por las penicilinas bacte-
rianas, pero es efectivo contra organismos no productores
de penicilinasas. La ampicilina es empleada en el trata
miento de infecciones del tracto urinario debido a que
actla contra organismos Gram negativos, especialmente

Escherichia coli, Proteus mirabilis y enterococos resis-

tentes a las beneilpenicilinas. Es usada en la profila-

%is y tratamiento de infecciones del tracto respiratorio
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como son bronquitis crdnica, neumonfa y bronquietasis.
Es particularmente efectiva contra infecciones causadas

por Hemofilus influenzae,

Debido a que es excretada en altas concentraciones en la
bilis, también es usada en el tratamientec de infecciones
de los conductos biliares y del tracto gastrointestinal,

causadas por E. coli, Salmonella y Shigella.

Debido a su baja toxicidad y amplio espectro antimicro-
biano se usa en didlisis intraperitonial para prevenip
el desarrollo de peritonitis bacteriano(73).

La ampicilina es inapropiada para el tratamiento de infec
ciones estafilococecicas debido a que es degradada por la
penicilinasa estafilococcica.

La_dosis oral usual es de 1 a 6 gramos diarios, dividi-
dos en dosis cada 6 horas. La dosis para nifios menores
de 1 afio es la cuarta parte de la dosis del adulto y de

1 a 10 afios es la mitad de la dosis del adulto''’’.

Reacciones secundarias y téxicas de las penicilinas.
Las reacciones adversas de la penieilina y sus deriva-
dos entre ellos la ampicilina, se encuentran descritas en

el Apéndice I.

Datos de bioequivalencia.
La determinacién de la biocequivalencia entre productos
que contienen el mismo ingrediente activo esta adquirien

do dia a dfa mayor importancia, tanto para la industria



farmacéutica, como para la profesidén médica y los consu-
midores.

Existen en la literatura médica y farmacéutica un gran
nlimero de reportes en los que se presenta inequivalencia
para diferentes firmacos, entre estos,. se encuentra la
'ampicilina(u’Vg’S). Los reportes presentados por "the
ad Hoc Commitee on Drug Product Selection of the Academy
of General Practice of Pharmacy" y por "The Academy of
Pharmaceutical Science of the American Pharmaceutical

7)

Association®’ , catalogan a la ampicilina como un fir
maco con fallas potenciales de biodisponibilidad. En ju-
lio de 1974 "The Druyg Bivequivalence Panel of the office

(6 incluye a la ampicilina en

of Technology Assessment’
la lista de 24 farmacos que exhiben difcrencias de biodis
ponibilidad entre productos quimicamente equivalentes.

Mac Leod y Rabin(BO) demuestran diferencias estadistica-
mente significativas en la biodisponibilidad bioldgica de
tres formulaciones canadienses de cdpsulas de ampicilina
th. de 250 mg, pero contrastande con lo anterior Mayersohn

(81) al estudiar en Canadd 3 productos comercia

y Endrenyi
les de clpsulas de ampicilina reportaron la falta de di-
ferencias significativas en cuanto a la biodisponibili-
dad entre los productos estudiados.

Otro estudio de productos canadienses fué hecho por Dugal

y Col(BZ), ellos estudiaron dos formilaciones experimen-

tales (granulacibn seca y encapsulacibn directa), compa-



parands los niveles plasmiticos obtenidos en estas formu-
laciones con respecto a un producto de referencia; encon-
trando que no habfa diferencias significativas entre los
productos.

(83) estudiaron la biodisponibilidad

Pogle y Colaboradores
relativa de dos formas farmacButicas (suspensiones y cép-
sulas) de ampicilina de 250 mg preparadas por 2 laborato-
rios diferentes, Los resultados obtenidos demuestran que
existen diferencias significativas entre las dos formas
farmacéuticas estudiadas.

8y . . .
(84) examinan concentraciones séricas de

Silverio y Poole
ampicilina en infantes recién nacidos, despufs de la admi
‘nistracidn de ampicilina en gotas, fabricadas por 2 labo-
ratorios, encontrando diferencias estadfsticamente signi-
ficativas entre ellos.

Un estudio de biodisponibilidad mis extenso fué hecho por

(85). Ellos evaluaron la biodispo-

Whyatt y colaboradores
nibilidad de 17 productos de ampicilina de 250 mg, los
productos fuercn administrados en series de 3 estudios
con 14 sujetos en muestras plasmiticas colectadas a
diferentes tiempos,

Se analizaron datos de frea bajo la curva para los dife-
rentes productos y se concluyd que no habia diferencias
estadfsticamente significativas entre cualquiera de los
‘17 productos de ampicilina estudiados.

"Analizando los articulos publicados referentes a la bio-

disponibilidad de ampicilina en cédpsulas, se observa que

34,
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“la falta de equivalencia entre las diferentes marcas co-

merciales en Canadd y Estados Unidos es mids frecuente an-
tes de 1973 que en los afios posteriores, tal obsepvacidn

podria explicarse en base a la reformulacidn de los pro-

ductos como consecuencia de los resultados obtenidos en

los estudios de biodisponibilidad iniciales.

-8in embargo, en México no ha sucedido lo mismo, diferen-

tes estudios preliminares con respecto a pruebas.de di-
solucidn y biodisponibilidad indican la falta de equi~

valencia entre las diferentes marcas comerciales, asi--
mismo se han reportado fallas terapéuticas de la ampici-
lina en pacientes atendidos en diferentes centros hospi-
talariog, estas fallas podrfan ser explicadas en base a
los problemas de biodisponibilidad causados por formula-

ciones inadecuadas.

Importancia Socioecondmica.

Las estadfsticas scbre el mercade de productos farmac&u-
ticos en México, precisan que el primer lugar en ventas
lo ocupa el grupo terapdutico de los antibibticos, con-
centrando altededor del 20% del grupo de ventas del seg
tor. Dentro del grupo terapéutico de los antibidticos
del subgrupo "Ampicilina' ocupa el primer lugar de ven-
tas en México (30% de la venta total de grupo terapéu-
tico)(asj.

El gran consumo de ampicilina a nivel nacional se debe a

diversos factoves como son: En primer lugar las enferme-

dades respiratorias y gastrointestinales que representan
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los dos principales problemas de salud piiblica en México.

En _segundo lugar, un gran nimero de estas enfermedades

son producidas por bacterias susceptibles a la ampicili-
na y los efectos secundarios producidos por este antibi§

tico en general son muy leves. En tepcer lugar, la ca-

rencia de conocimientos farmacoldégicos y de ética profe-
sional dentro del sector médico, determina que se pres-
eriba un antibiético de un espectro tan amplio como es la
ampicilina, cuando serfa mis recomendable tanto desde el
punto de vista clinico como econdmico, usar otros anti-

bidticos de espectro mis reducido, pero mis especificos(ee).
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CAPITULO III

III. PARTE EXPERIMENTAL,

3.1, Control Farmacéutico.

Los productos farmacéuticos estudiados de ampicilina th,

fueron donados por los laboratorios farmacéuticos nacionales.

Se solicitaron 100 cépsulas del mismo lote, y el producto inng

vador (Pollycillin, Bristol Laboratories E.U.A., Lote No. HBM17,

100 cdpsulas de un mismo lote) fué comprado en la ciudad de Ti~

juana, Baja California Norte, todos los medicamentos estudiados

estipulaban en el marbete 250 mg de ampicilina trihidratada, co

mo {nico principio activo por cipsula.

Los medicamentos estudiados se presentan en la Tabla IX a

estos productos se les efectuaron las siguientes pruebas de con

trol fisico-quimico en el Laboratorio de control farmacéutico,

de la Facultad de Quimica, U.N.A.M., con el objeto de conocer

la equivalencia farmcéutica de los mismos antes de empezar cualquier estudio.

Identificacibn
pH

Desintegracidn

Variacidn de peso
Himedad

Variacidn de contenido

a.p. (2D

B.P.(11)

(87)

Aparato USP-XIX en agua

destilada a 37°C sin disco

u.s.p. x1x(87)

B.p. 11
B.P.(lj) (se analizaron 3
unidades de dosificacién de

cada producto.
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TablaIX.  Productos Farmacéuticos de ampicilina
th. estudiados (cépsulas de 250 mg).

Nombre No. de Lote Laboratorio
Pollycillin HE6M17 Bristol laboratories, EUA
‘Ampicilina AMSA 25257 Antibidticos de México,S.A.
Amplina 71110 laboratorios Huba, S.A.
Ampicilin 30 Andre Bigaus
Binowa 1 R2315 Bayer de México, S.A.
Ampicilina Diba 37 Farmcéuticos Diba, S.A.
Diaciclin 197 Pediatria, S.A.
Ampicilina Harbin A00073 Harbin Labs, de México, S.A.
Euplin 3-717 Euromex, S.A.
Flamicina 6158 Laboratorios Fustery, S.A.
Oracilina 77G04 laboratorios Senosiain, S.A.
Septacin 118 Chinoin Productos Farmaceut.
Pentrexyl EB920 Bristol de México, S.A.
Vinipen AMP313 Laboratorios Wiener, S.A.




Contenido quimico : . B;P}(ll) (Método espectrofo- :

tométrico).

3.2, Estudios in vitro; disolucidn de productos de amplicilina
del mercado nacional.

Se realizd el estudioc de disolucidn de 14 productos farma-
céuticos comerciales de ampicilina trihidratada (th), cipsulas
de 250 mg,de los cuales 13 productos eran mexicanos y un produc
to americano (producto innovador). Con el objeto de caracteri-
zar mejor el comportamiento de disolucidn, la prueba se realizé
en dos medios; solucidn de icido clorhidrico 0.1N, pH 1.2 y agua
destilada libre de Co, a 37°C a 100 rpm utilizando el cquipovofi

(88). A cada medicamento de la Tabla I¥

eial No. 1 de la USP-XX
se le asignd una clave, al producto innovador la letra N y dife~
rentes letras a los demds medicamentos comerciales rexicanos.

A partir de los perfiles de disolucidén de los diferentes me
dicamentos estudiados se selecciond un producto con velocidad de
disolucidn baja, para utilizarlo en el estudio de bicdisponibi-
lidad (estudio in vive) y asi, posteriormente tratar de estable-
cer una relacidn que pudiera ser de utilidad en la prediceidn

del comportamiento in vive de los medicamentos de ampicilina con

solo pruebas de disolucidn.

3.2.1. Determinacidn cuantitativa de ampicilina en HCl 0,1N -
vy -agua destilada.
El método utilizado para la cuantificacidn de ampicilina

th, en los medios de disolucidn; HCL 0.1N de pH 1.2 y agua desti

w.,
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lada libre de co, fuéd el método espéctrofotométrico de la Bri-

tish Pharmacopeia(ll).

3.2.1.1. Instrumentos.

Espectrofotémetro Varian, modelo 634; Balanza analiti
ca Mettler, modelo H54AR; Balanza granataria Ohaus, modelo Har-
vard trip; Potencibmetro Corning, modelo 19; Registrador Farrand,
modelo 100; Bafio de temperatura controlada; Precision Scientifie,

modelo GCA 186,

3.2,1.2. Reactivos.,
1. Ampicilina th. donada por los laboratorios Fermic, S.A.
(lote No. FYS 1061 AT), potencia microbiolégica 847.7 ug/mg.

2. Solucidn de referencia de ampicilina; pesar 100 mg activos
de ampicilina th. y aforar a 250 ml con agua destilada o HCl O.1N
(segln el caso), se obtiene una concentracibn de 400 ug/ml, esta
solucidn se utiliza para prepafar la curva patrdn.

3. Sotucidn de Acido clorhidrico 0.1M de pH 1.2 (jugo gdstrico
simulado sin enzimas).

“.>Soluci6n reguladora de sulfato cliprico de pH 5.2.

Procedimiento para la preparacidn de la solucidn regulado-
ra pH §.2.

Solucién A: Disolver 15.2 g de fosfato dibisico de sodio
anhidro, grado reactivo (J.T. Baker) en 536 ml de agua destila-
da.

Solucidén B: Disolver 10,5 g de &cido citrico, grado reac-

tive (J.T. Baker) en 500 ml de agua destilada.
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Solueidn C: Disolver 0.393 g-de sylfato clprico grado reac
tico (J.T. Baker) en 100 ml de agua destilada.

Afiadir la solucibn B lentamente a la solucidn A hasta te-
ner un pH de 6.2, tomar 985 ml de esta solucibn y afadir 15 ml

de la solucidn C, agitar hasta homogenizar la solucién.

Nota: La solucidn reguladora de sulfato eclprico pH 5.2 debe pre

pararse cada dia de trabajo antes de su uso.

3,2.1,3, Método.
Curva patrén de ampicilina: De la solucién de referen

cia de ampicilina (4006 ug/ml) se transfieren alicuotas de 0.5,
1.0, 2.0, 3.0, 4.0, 5.0 vy 6.0 ml a matraces volumétricos de 100
ml, aforando con la solucidn reguladora de sulfato clprico pH
5.2 para obtener concentraciones de 2, 4, 8, 12, 16 y 20 ug/ml
respectivamente. ‘

"Valoracibn: En tubos con tapbn de rosca de 50 ml de capa-
cidad, se depositan 25 ml de las soluciones de la curva patrdn,
loe tubos se colocan en un bafio de temperatura controlada a 75%
-8.5°C por 30 minutos. ‘Una vez transcurrido el tiempo de calenta
miento llevar los tubos a temperatura ambiente y leer en el es-
pectrofotdmetro a 320 my, utilizando como blanco solucidn regu-
ladora de sulfato clprico pH 5.2, tratado en las miswmas c¢ondi-

ciones que la curva patrén, pero libre de ampicilina.

3.2,1.4. Linealidad y repetibilidad.
Con el fin de determinar si la pelacidn entre las con-

centraciones de ampicilina y la absorbancia correspondiente era



1ineal, se efectud un estudio determinando las absorbancias de
concentraciones conocidas de ampicilina, tanto en agua destila-
da como en HCLl 0.1N en un intervalo de concentracién de 2 a 24
vg/ml. Se obtuvo el promedio de § curvas de referencia reali-
zadas al misme tiempo, utilizando las siguientes concentracio-
nes: 2, 4, 8, 12, 16, 20 y 24 ug/ml.

Con objeto de determinar la repetibilidad del método es-

(11), para la determinacién de am-—

pectrofotométrico de la B.P.
picilina, tanto en agua destilada como en HCl 0.1N, se determi-
nd el coeficiente de variacién para cada una de las concentra-

ciones utilizadas en las 5 curvas patrdén mencionadas.

3.2,1.5, Reproducibilidad.

Con cl objeto de determinar la reproducibilidad del m§
todo en diferentes dias, bajo condiciones idénticas de operador,
aparato espectrofotométrico, laboratorio, etc., se hicieron de-
terminaciones de ampicilina th. a concentraciones de 2, 4, 6, 8,
12, 16, 20 y 24 pg/ml en 10 ocasiones diferentes, tanto en HCl

0.1 N como en agua destilada mediante el método descrito en 3,2,1.3.

3.2.2. Perfil de disolucidn de catorce productos farmacéuticos
de ampicilina.
Se realizaron estudios del perfil de disolucién de los
diferentes productos de ampicilina th. cipsulas de 250 mg, in-
cluyendo el producto innovador.

El estudio de disolucibn se realizd con el objeto de carag
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terizar el perfil de disolucidn de los productos nacionales,
comparar su comportamiento con el del producto innovador y se-
leccionar posteriormente el producto farmacéutico del mercado

nacional a estudiar in vivo.

3.2.2.1. Instrumentos.
' Aparato de disolucidn de canasta rotatoria de 6§ vasos
USP-NF, modelo 72 5L (Hanson Research Corporation), ademis los

instrumentos mencionados en 3.2.1.1.

3.2,2.2. Reactivos.

Los mencionados en 3.2.1.2,

3.2.2.3., Método.

El estudio de disolueibn se realizdé en 6 cipsulas por
cada lote estudiado, para esto, en cada vaso del aparato de di
.. solucidn, se depositaron 900 md del medio de disolucidn (HC1
0.IN de pH 1.2 o agua destilada libre de COZ)’ estabilizando la
temperatura del bafic a 37 * 0.5°C  y ealibrando el aparato a 100
rpm. Se colocd una cdpsula en cada una de las canastillas, las
cuales se introdujeron al seno del liquido de disolucidn, e in-
mediatamente se acciond el motor de agitacidn del aparato, ano-
tando el tiempo de inicio del estudio (tiempb cero).

Se tomaron alicuotas filtradas de 2 ml del medio de disolu
cidn a los siguientes tiempos: 5, 10, 15, 20, 30, 45 y 60 minu-
tos. (Reponiendo el volumen extraido en cada ocasidn con el me-
dio de disolucidén a 37°C). Las alicuotas se aforan a 25 ml con

la solucidn reguladora pH 5.2 y se determina cuantitativarente la
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ampicilina en las muestras, al mismo tiempo que una curva patrén

utilizando el método espectrofotométrico de la B.P.(il), descri

to en la seccidn 3.2.1.3.

3.3. Estudios in vive:

Biocdisponibilidad de ampicilina en humanos.

Se diseii$ un estudioc de biodisponibilidad utilizando dosis
inicas del férmaco en sujetos sanos, en estado de ayuno. No se
permitid la ingestidn de otros fdrmacos una semana antes del es-
tudio ni durante el mismo. Los estudios se condujeron en suje-
tos ambulantes sanos con una actividad fisica normal, ademis se
controld la cantidad y tipo de alimentos, asi como el tiempo an-

tes de su ingestibn.

3.3.1. Determinacidn de ampicilina en plasma.
Para la cuantificacidn de ampicilina en plasma se empled
un método microbioldgico de sensidisco-placa, en el cual se usé Ba-

cillus subtilis como microorganismo de prueba.

3.3.1.1. Intrumentos.

Balanza analitica Mettler, modelo H 54 AR; Balanza gra-~
nataria Ohaus, modelo Harvard trip; Potencidmetro Corning, Mode~
lo 18; Haldmetro Fisher-Lilly, Fisher Scientific Company, Modelo
290, Made in USA3; Estufa de cultivo, J.M. Ortiz, aparatos eléc-
tricos para bacteriologia y quimica, serie No. 10107SE1002 SIC-DGE
77“; Estufa de secado TFelisa, tlodelo 291.A, Fabricantes de equi

po para laboratorio e industrias, S.A.; Bafio de temperatura con-
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trolada, Thelco, GCA Precisibn Scientific Modelo 83 centrifuga
Dynac, Cat. No. 0065, Clay Adamsj; Campana de Flujo laminar, VeccO,
Pabricante de equipos para zonas estériles y control de contami-
nacidn, Unidad MFL G-18, Serie FL 4u44; Autoclave, CINDEN, Serie
1952, 2 1/2, 523, Patterpdam, Holland; Colorimetro, Spectronic

20, Bausch % Lomb; Refpigeradov, Mabe, modelo Space line; Conge

lador, IFM, Friem §$.A. de C.V.

3.3.1.2, Material.

Cajas Petri estériles desechables, P.Q. Proquide, S.A.;
‘cajas petri de cristal de 15 X 100 mm de fondo perfectamente
plano; jeringa automitica recargable de 10 ml, Becton Dickinson;
Microjeringa automitica, SMI Macro/Pettor, cat. No. 1075-1 50,
60, 75, 80 y 100 ul, Scientific Manufacturing Industries; capi-
lares de vidrio SMI, Scientific Manufacturing Industries; Equi-
po para filtracidn, Millipore; membranas de celulosa de 50 mm de
‘diémetro, Millipore; discos de papel absorbente para la determi-
nacidn de penicilina y otras sustancias antibacterianas, diame-
tro 1/2 de pulgada, Schlicher & Schnell Inc. Keene, N.H.; mesa

nivelada; nivelador de burbuja; y material comiin de laboratorio.

3.3.1.3. Reactivos.

Ampicilina trihidratada (e-aminobensilpenicili-
na), Laboratorios Fermic de México, S:A., potencia microbioldgi-
ca 847.7 pg/mg; medio para antibidticos No. 1, Difco; medio para
antibidticos No. 2, Difco; agua recientemente destilada estéril;

solucidn salina isotbnica estéril, Laboratorios Abbot; solucidn



germicida; hidréxido de sodio 0.IN; Betalactamasa®™,plasma huma-
no libre de medicamentos, esterilizado por medio de filtracidn

Millipore y congelado a -5°C.

3.3.1.4, Microorganismo utilizado.

Esporas de Bacillus subtilis cepa ATCC 6633 conserva;

das en suspensién acuosa a =-5°C.

3.3.1,5, Preparacidén de la suspensidén de esporas.

a) Diluir 1.0 ml de la suspensidn de esporas de Bacillus subti-

lis a 10 ml de agua destilada estéril,

b) Homogenizar y sembrar 5.0 ml de esta suspensidn diluida sobre
una caja con agar simple.

¢) Incubar a 37°C durante 24 horas; efectuar algunos frotis de
las colonias obtenidas, tefiirlas con Gram y observar al microsco
pio no deben existir mezeclas de microorganismos extrafios.

d) Las colonias obtenidas se suspenden en 10 ml de solucidn sali-
na estéril, y se siembran en frascos de Roux que contengan me
dio para antibidticos No. 1, procurando cubrir toda la super-
ficie; retirando el exceso. Incubar a 37°C durante una semana
para provocar la formacidn de esporas. Suspender la cosecha
de esporas en agua destilada estéril y eliminar microorganis-
mos viables calentando a 60°C en bafio de agua por 30 minutos.

e) Centrifugar a 3,500 rpm por 10 minutos, eliminar el sobrenadan
te y lavar las esporas con agua degtilada de esta manera. Ajus
tar la concentracién de la suspensibén de esporas hasta obtener
una transmitancia del 20% a 650 yum usando como blanco solucidn

* Tipo I de Bacillus cereus, 1000 unidades Sigwa, Cherical Cor-
pany, Manufactures of the Finest Biochericals available.
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salina isotbnica.

.

3.3.1.6, Preparacidn de las cajas Petri con el medio inoculado.

a)

b)

c)

d)

e)

Preparar una suspensidén del medio para antibiéticos No. 2 en
agua, pesando 30.5 g/L en un matraz Eﬁienmeyer del doble de
capacidad de lo que se va a preparar, tapar en forma adecua-
da y esterilizar en la autoclave a 120°C y 20 libras de pre-
5i6n, durante 30 minutos.

Las cajas Petri que se van a preparar se extienden sobre una
mesa perfectamente nivelada (las mesas utilizadas se disefia-
ron esgpecialmente para este propdsito), dentro de una campa-
na de flujo laminar, se destapan y se van llenando con una
capa de 12.0 ml de medio sin inocular, utilizando una jerin-

ga automitica recargable.

De la suspensidn de esporas (previamente preparada), se hace

una dilueidn 1:10 con apgua destilada estéril, adicionando 1
ml de la nueva suspensidn por cada litro del medio nutrien-
te cuya temperatura no debe ser superior a 60°C.

Por medio de la jeringa automdtica recargable, afiadir 4 ml
del medio inoculado scbre la capa de 12 ml ya solidificada,

. . I'd
procurando que se extienda uniformemente, una vez que estd

frio y solidificado el medio, tapar las cajas Petri e inveg‘

tiplas para evitar que se acumule agua de condensacién so--
bre el medio. Guardarlas en refrigeracidn hasta su uso (un
tiempo no mayor de 2 o 3 dias).

A las cajas preparadas se les efectlan las siguientes prue-

bas: a) Por lote de 300 cajas, se escogen 6 al azar procu-

43,
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rando que sean representativas del comienzo intermedio y fi-
nal del llenado, se incuban a 37°C durante 18-23 hs.j el cre
cimiento del microorganismo debe formar un veio continuo (no
debe haber separacidn entre las colonias). b) En otras 2 ca
jas colocar 4 discos de papel filtro y aplicar 0.02 ml de
plasma humano sin ampicilina u otro farmaco, el cual se uti-
lizaré en las diluciones de la curva patrdn de ampicilina th.
Después de incubar a 37°C durante 18 horas no debe existir

halo de inhibicidn, comprobéndose asi que el plasma no pre-

. senta actividad antimicrobiana.

3.3.1.7, Método,

La preparacién de la curva patrdn de ampicilina en plas
ma se hace de la siguiente manera: En un matraz volumétrico de
50 ml, pesar con exgctitud 50 mg activos de ampicilina th., afia-
dir agua destilada estePil y agitar hasta dilucidn total; dejar
resposar el matraz unos minutos y aforar. A esta solucidn se le
asigna la letra Ay tiene una concentracién igual a 1000 ug/ml.
A partir de la solucibn A preparar las diferentes concentracicnes
de la curva patrdén en plasma humano sin farracos en un inter
valo de 0,25-50 pg/ml. efectuando las diluciones indicadés en la
Tabla X , este intervalo de concentraciones es el mismo que se
espera tener en plasma humano después de una administracidén de
250 mg de ampicilina th. La curva patrdn se prepara de esa ma-
nera, con el objeto de utilizar la minima cantidad de plasma o

cualquier otro fluido bicldgico, que en el caso de muestras bio-
1



Tabla X . Diluciones de la curva patrdn de ampicilina

th. en plasma manifestadas como ampicilina

base. [
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Dilucién| Volunen dilucicnes conc.plasma + velumen plasma| Vol. inicial| Vol.Final ;ng}lrcr:ﬂ.
A Solucidn Stock (1000 ug/ml)
B 0.5ml de 1a sol A + 9.5 ml de plasma 10 ml S ml 50
C 5.0ml de lJasol B + 5.0ml de plasma 10 ml 4 ml 25
D 6 mL de la sol C + U.0ml de plasma 10 ml 5 ml 15
E 5.0ml de lasol D + 5.0ml de plasma 10 ml 2ml. 7.5
F 8.0ml de la sol E + 12,0 ml de plasma 20 md 2 mt 3.0
G 18 ml de la sol F + 18.0 mt de plasma 36 ml 35 ml 1.5%PR
H 1ml de la s0l G + 1,0 ml de plasma 2 ml iml 0.75
I 1 ml de la sol H + 2,0 ml de plasma 2ml 2ml 0.25

Nota: La dilucidn G con una concentracién igual a 1.5 ug/ml se

utiliza como punto de referencia (PR) tanto para la curva pa

trén como para las muestras problema.




logicas es importante, debido a que son dificiles de conseguir
La curva patrén siempre debe prepararse justo antes de aplicar
gse, con el objeto de evitar degradaciédn de la ampicilina.

las cajas Petri que se van a utilizar (previamente prepa-
radas) se ldentifican plenamente con un marbete de tela adhesi
va. Se colocan en cada caja 4 sensidiscos de 1/2 de pulgada, en
2 de los sensidiscos de cada cajasiplican con la microjeringa
80 ul de la solucidn de referencia (1.5 pg/ml) y en los otros

2 sensidiscos en forma cruzada 80 wl de las diferentes dilucio

nes de la curva patrdn, tal como se indica en el esquema si--

guiente:

De cada dilucibn se ziembran cuatro cajas o sea, que se
obtienen 8 datos para cada concentracidn de la curva patrdn.
Los plasmas problemas se siembran de la misma forma, aplican-
do directamente junto con el punto de referencia (P R ) utili-
zado en la curva patrfn, esto se hace por duplicado, obtenién-

dose U4 datos para cada muestra problema.

82.
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L N RN YRR

Una vez que se han terminado de aplicar las diferentes mueg
tras de la curva patrén y problemas, invertir  las cajas Petri
para evitar que se deposite apua de condensacidn sobre el medio
de cultivo, refrirernr las cajas Petri pd% 30 minutos para que las
muestras se difundan homogfneamente en el medio, y se introducen
en la estufa de cultivo a 37°C durante 18 horas como minimo y 2U
horas como m&ximo; transcurrido ese tiempo se leen los diametros
de los halos de inhibicidén de crecimiento del microorganismo de
prueba por ampicilina, utilizando un halémetro. Es conveniente
hacer notar que una misma persona debe leer tanto la curva pa--~
trén como los problemas para evitar errores en la apreciacidn de
los didmetros de los halos de inhibicién.

Al graficar el logaritmo natural de la concentracibén con-
tra el halo de inhibicidn en mm, se obtiene una linea recta cu-
ya ecuacidén general es:

cp = ae™
donde A es el intercepto a la ordenada, m la pendiente y d el
difmetro del halo de inhibicibén; la cantidad de esporas puede

variar de placa a placa, debido a una distribucién heterogénea



de las esporas del microorganismo en el medio de cultivo o este
crecimiento puede ser drregulardebido a zonas frias en la tempe-
ratura de la estufa de incubacidn o bien pueden existir otro ti
' po de factores que hacen necesaria la aplicacidn del punto de
‘referencia en todas las cajas como factor de correccidn. Para
esto, se determina el valor promedio de todas las lecturas de
los halos de inhibicidn del punto de referencia, para cada pla-
ca en particular se tiene el promedio del patrdn y la lectura
promedio del problema en cuestidn, el primero se restd al prome
dio total del punto de referencia. El resultado puede ser una
cantidad positiva en el caso de que el punto de referencia en
consideracidn sea menor que el promedic total o negativo cuando
sea mayor, se suma esta cantidad a la lectura del problema y
por medio de la ecuacidén, se determina el valor del plasma pro-
blema.
Otra forma de obtener la concentracidn, es graficar el lo-
garitmo natural de la concentracidn del patrdn, contra el difme-
tro en mm.del halo de inhibiqién e interpolar los halos de inhi-

bicidn de los desconocidos en la grifica,

3.3.1.8. Linealidad.

Con el fin de determinar si la relacién existente entre
el logaritmo natural de las concentraciones de ampicilina trihidra
tada . y los halos de inhibicidn de crecimiento correspondientes
era lineal, se efectud el estudio de la linealidad del método,
determinando cantidades conocidas de ampicilina en plasma. Se

efectuaron determinaciones por octoplicado de cada concentra--



cién:(0.25, 0.75, 1.5, 3.0, 7.5, 15 y 25 pg/ml.).

3.3.1.9. Reproducibilidad y repetibilidad.

Con el objeto de conocer la variacidén del método micrg
bioldgico de ampicilina en plasma, bajo las mismas condiciones
de tiempo, reactivos, operador, instrumentos y laboratorio, se
determind el coeficiente de variacién de la curva patrdén utili
zada en 3.3,1.8.

Para determinar la reproducibilidad del método en plasma,
se analizaron § curvas en dias diferentes por el método descri
to en 3,3.1.7. Las diferentes concentraciones de estas curvas
patrén se prepararon cl mismo dia de la determinacidn en condi-

ciones idénticas de operador, intrumentos y laboratotio.

3.3.1.120. EIstabilidad de ampicilina th. en plasma.

Con el objeto de observar la estabilidad de las mues
tras de ampicilina en plasma humano con respecto al tiempo, se
prepararon 2 soluciones de ampiéilina en plasma, cuyas concen-
traciones fueron 15 ug/ml y 30 yg/ml. Estas soluciones se di-
vidieron en 10 alicuotas de 1 ml y se colocaron en diferentes
tubos, de los cuales una parte permanecidé a temperatura ambien
te y la otra en congelacidn a -10°C; en el primer caso se mues-
trearon los tubos a los 0.0, 0.5, 1.0, 2.0, 3.0 y 4,0 horas,
utilizando en todas las ocasiones la misma solucidn patrdn de
referencia guardada en refrigeracidén. En el segundo caso o sea
las muestras guardadas a -10°C, se analizaron cada semana duran

te 21 diag,axparéndolos con una solucidn de referencia pre-
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parada recientemente en cada ocasidn.

3.3.1.11, Actividad de los metabolitos (especificidad).

Para determinar si los metabolitos eran biolbégicamen
te activos, o sea si interferian en la determinacibén cuantita-
tiva de ampicilina, presentando actividad contra el microorga-
nismo de prueba {B. gubtilis), se efectud el andlisis microbio
16gico de los metabolitos; &cido penieildnico y Acido penici-
l6ico. Para esto se prepard una solucidn de 50 ug/ml de ampi-
cilina base en plasma, una parte de la misma se degfado con

NaOH 0.1iN para formar el &cido penicilénico y otra con B8-lacta

masa para obitener el Acido peniciléico; en el primer caso se neu

tralizb el exceso de NaOH con HCl 0.1N hasta obtener un pH neu-
tro al papel; cn el segundo caso se agregd la misma cantidad de
enzima y se incubd a 37°C durante 30 minutos; posteriormente se
sembraron estas preparaciones junto con la solucién original de
ampicilina en las mismas condiciones que describe la seccidn
3.3.1.7. y se observd si habia o no inhibicidn de crecimiento

del B. subtilis.

3.3.2. Determinacidén de ampicilina en orina.
Para la cuantificacibén de ampicilina en orina se empled
un método microbioldgico de sensidiscowplaca en el cual se usd

Bacillus subtilis <como microorganismo de prueba.

©3,3.2.1. Instrumentos.
Los instrumentos utilizados para la determinacién de
ampicilina en orina, son los mismos que se mencionan para la de

terminacién en plasma en la seccidn 3.3.1.1.



3.3.2.2. Material.

Ademis del descrito en la seceidn 3,3.2.1,, se utili-
26 una microjeringa automitica, SMI; miero/pettor 10, 15, 20,
25y 30 ul, Scientific Manufacturin Industries (en lugar de la
SMI, micro/pettor 50, 60, 75, 80 y 100 ul) y discos de papel
absorbente para la determinacién de penicilina de 1/4 de pulga
da, Schlicher Schneel Inc. Keene, N.H. (en substitucién a los
discos de 1/2 de pulgada, utilizados en la determinacién de am-

picilina en plasma).

3,3,2.3, Reactivos.
Orina libre de fdrmacos, esterilizada por medio de
filtracién Millipore y congelada a -5°C y los reactivos descri-

tos en la seeccidn 3.3.1.3. exceptuando el plasma humano.

3.3,2.4, Microorganismo utilizado.

Esporas de Bacillus sublilis cepa ATCC 6633 conser-

vadas en suspensibén acuosa a -5°C.

3.3.2.5. Preparacidn de la suspensidn de esporias.

Ieserita en la seceidn 3.3.1.5,

3,3.2.6. Preparacidn de las cajas Petri con el medio inoculado.

La preparacidén de las cajas esta descrita en la seccidn
3.3,1.6.

3.3.2.7. Método.
La preparacidn de la curva patrdn en orina se presenta

en la tabla XI y se hace de manera similar a la descrita en la



Tabla XI . Diluciones de la curva patrén de ampi-

cilina th. en orina expresadas

ampicilina base.

como
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Dilucibn| Vol. de la dilucidn + Vol. orina Vol.iniciall Vol.finall %l}l?li
A Solucidn Stock (1000 ng/ml)
B 0.5ml de la sol A + 9.5 ml dec orima 10 ml .5 ml 50
C 5.0 ml de 1a s01 B + 5.0 ml de orina 10 ml .1# ml 25
D Gmldelasplc + 4,0 ml de orina 10 mb 5ml 15 ‘
E 5mlde lasel D + 5.0ml de orina 10 ml 2 mL 7.5
F 8 ml de la scl E + 12.0 ml de orina 20 ml 2 ml 3.0
G 18 ml de la sol. F + 18,0 ml d‘e orina 26 ml S m 1,5 PR*
H imldelasol6 + 1,0ml de orina 2 ml 1m 0.75
1 1mlde lasolH + 2.0ml de orina 2ml 2m 0.25

#Nota: La dilucién G con una concentracidn igual a 1.5 pg/ml se utiliza

como punto de referencia (PR) tanto para la curva patrdn

como para las muestras problema.
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seccibn 3.3.17. pero sustituyendo el plasma por orina humana
(esta orina no debe presentar actividad inhibitoria, lo.cual
se determina previaﬁente),y 165 discos de 1/2 de pulgada por
los discos de 1/4 pulgada, en los cuales se.aplica sdlo 20 ul
de laskmuestras patrones y problemas con ayuda de la'microje—

ringa.

3.3.2.8, Linealidad.

Con el fin de determinar si la relacidn entre las con
centraciones de ampicilina y los halos de inhibicibn resultan-
tes era 1lineal , se efectud el estudio de la linealidad del
método, determinando cantidades ccnocidas adicionadis al plasma.
Se efectuaron determinaciones por ocho veces de cada concentra

eién (0.25, 0.75, 1.5, 3.0, 7.5, 15.0 y 25 ug/ml.).

3.3.2,9. Repetibilidad y reproducibilidad.

Con el objeto de determinar la repetibilidad del méto
do bajo las mismas condiciones de tiempo, reactivos, operador,
instrumentos y laboratorio; se efectud por ocho veces una curva
patrén de ampicilina th. en orina humana y se determind el coe-
ficiente de variacidn para cada concentracién.

Para determinar la reproducibilidad del método en orina en
diferentes dias, se analizaron los resultados obtenidos para las
5 curvas patrdn preparadas en condiciones idénticas de operador,

instrumentos y laboratorio.

3.2.2.10. Estabilidad de ampicilina th.en orina.
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Se efectld de manera similar a la descrita en la sec-

cidn 3.3.1.10., pero utilizando orina en lugar de plasma.

3.3.2.11. Actividad de los metabolitos. (Especificidad).

Para determinar si los metabolitos interferfan con la
determinacidn de ampicilina th. se efectud la valoracién micro-
biolbégica del fcido penicildnico y penicildico, de manera simi-
lar a la descrita en la seccidn 3.3.1.11., pero utilizando ori-
na en vez de plasma. Se analizd la respuesta de los metabolitos

con respecto a la ampicilina th.

3.3.3. Estudios preliminares de Biodisponibilidad.

Los estudios efectuados en el desarrcllo de este trabajo
tuvieron por objeto:

a) Conocer los tiempos y concentraciones mis adecuados para
llevar a cabo un estudio de biodisponibilidad,

b) Estudiar la bioequivalencia de un producto de baja disolu--
cidn y calcular el nlmero de voluntarios necesario para ob-
_tener una validez estadistica, debide a la variacidn biold-
gica.

Se seleccionaron voluntarios sanos,[sin manifestaciones
clinicas de padecimientos renales o hepdticos y con pruebas de
laboratorio de quimica sanguinea (glucosa, urea y creatinina),
biometria hemitica completa (Leucocitos, linfocitos, hemoglo-
globina y hematoerito) y anélisis general de orina (densidad,
pH, glucosa, albumina y leucocitos), dentro de parimetros nor-

malesJ
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Después de informar a cada voluntario sobre las caracteris.
ticas de la ampicilina (Apéndice I) asi como los objetivos del
estudio, procedimientos y riesgos invoiucrados, se les pidid su
consentimiento por escrito para participar en esta investigacibn

(Apéndice II).

3.3.3.1. Estudio Preliminar I.

Administracidn oral del producto innovador.

Se administrdé por via oral una dosis de 250 mg del pro
ducto innovador de ampicilina th. (Polycillin U.S.P., lLab. Bris-
tol, Lote No. H6M17) a 2 voluntarios sanos, uno del sexo mascu-
lino y uno del sexo femenino seleccionados de acuerdo a la sec;f
eidn 3.3.3,

En el apéndice III se mencionan las caracteristicas fisicas
y edad de los voluntarios.

El protocolo del experimento fué el siguiente:

1, Voluntarios sanos sin antecedentes de hipersensibilidad o

idjosincracia a penicilinas y sus derivados.

2. Los sujetos no deberdn tomar ningln medicamento o alcohol por
lo menor una semana antes del estudio ni durante el mismo. No

tificardn al responsable del estudio en caso contrario.

3. Permanceridn en ayunas desde las 23 horas del dia anterior al
estudio, hasta 4 horas después de la administracidn del medi-
camento. Tiempo en el cual el sujeto podrd tomar un desayuno
ligero que consistird en fruta, gelatina, emparedado y ensala

da.
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4. Deberdn tomar 250 ml de agua a los tiempos siguientes: -2,

-1, 0.0, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0 y 5.0 hs., despuds la ingestidn

5.

de agua serd ad libitum.
La hora cero es el tiempo al cudl se ingiere el férmaco.

Se instruird a los voluntarios sobre la iImportancia de vaciar
completamente la vejipa antes de la administracién del firmaco,
asi como en cada toma de muestra de orina en los diferentes

intervalos de tiempo.

Se tomardn muestras de orina a los tiempos siguientes: blan-
¢o, 0.0-0.5, 0,5-1.0, 1.0-1,5, 1.5-2.,0, 2.0-2.5, 2.5-3.,0, 3,0-
3.5, 3.5-4.0, 4.0-4,5, 4,5-5,0, 5.0-6,0, 6.0-8.0, 8}0-10.0,

10.0-12,0 y 12-24 horas.

Se medird cuidadosamente el volumen de las muestras excretado
en cada intervalo en una probeta. En caso de que la escala de
la probeta no pueda medir el volumen de orina, se aforard has-
ta la medida inmediata superior con agua destilada (si el vo-
lumen excretado es menor de 100 ml., se aforard la muestra a

ese volumen con agua destilada y se mezclard su contenido an-

tes de tomar las alicuotas).

De cada perfodo de coleccidn se tomardn 2 alicuotas de apro;
ximadamente 6 ml, estas muestras debidamente tapadas y etique
tadas (la etiqueta deberi tenér nimero y nombre del volunta-
rio, dia de estudio, periodo de coleccidn, nlimero de muestra

vy volumen excretado) se colocarédn en el congelador a -10 C

" hasta el momento de su andlisis.(antes de 72 hs.).



El anflisis cuantitativo de las muestras se hizd por cua-
druplicado usando el método microbiolédgico de placa descrito en
la seccidn 3.3.2.7., realizando al mismo tiempe una curva pa--

trdén de ampicilina th.en orina.

3.3.3.2, Estudio Preliminar II.
Estudio de Bioequivalepciaj producto innovador,
solucién oral y producto del mercado nacional.

Se efectud un disefio cruzado incompleto doble ciego contro
lado, en el que participaron 6 sujetos voluntarios, 3 del sexo
masculino y 3 del sexo femenino, seleccionados en base a resul-
tados normales de biometria hemdtica, quimica sangufnea, andli-
sis general de orina y pruebas de funcionamiento renal y hepdti
co. En el apéndice IV se indican las iniciales y caracteristi-
cas fisicas de los voluntarios. A los voluntarios se les asig-
né un niimero secuencial del 1 al 6 y se distribuyeron de acuerdo

a la Tabla XII. El diseflo fu de dosis Gnicas de am
picilina th.en sus tres presentaciones a las que se designd con
lias letras A, B y C (A= solucidn de 250 mg activos de ampicili-
ﬁa, B = producto innovador, Policyllin de Bristol de 250 mg, Lo
te No. HBM17 y C = producto mexicanol

clave AHN, :

El producto mexicanolfué seleccionado en base al perfil de
disolucidén y los datos de control de calidad. Se selecciond un
producto farmacéticanentezquivalente, pero con un comportamiento
de disolucidn significativamente inferior al producto innovador.

Los productos fueron administrados en base al disefic pre--

sentado en la Tabla XII para muestras plasmiticas y urinarias.



Tabla XII . Disefioc cruzado de 3 vias para el estudio de

biodisponibilidad de ampicilina th.

Muestras Plasmiticas

Periodo de tiempo

ls. dumana 2a. Semana 3a. Semana
Sujste Producto Sujeto Producto Sujeto Producto
o
12 A 1,2 B 1,2 c
7. B 3,4 c 3,4 A
5 C 5 A 5,6 B
Muestras Urinarias
Periodc de tiempo
1a. Semana 2a. Semana . 3a. Semana
Suieto Producto Sujeto | Producto Sujeto | Producto
1,2 A 1 B 1,2 c
4 B 3,4 c 3,4 A
5 c 5 A 5 B
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El protocolo que se siguid en este estudio fué semejante al des

crito en la seccidn 3.3.3.1., pero en esta ocasidn se tomaron

y de orina

simultédneamente muestras de sangre {de acuerdo al horario pre-

sentado en la Tabla XIIT. Adem&s se siguieron los puntos indi-

cados a continuacién:

1.

Para la toma de muestras sanguineas, se introducird un caté
ter del No., 17 en la vena cefilica media, este catéter per-~
manecerd en la vena durante las primeras 8 horas del estu--
dio.

Se tomard un volumen de 5 ml de sangre en cada tiempp de
muestreo., Para evitar que se coagule la sangre en el caté-
ter se introducen inmediatamente despuds  0.05 ml de una soly
cidn estéril de 1000 unidades de heparina por mililitro con

una jeringa de de 1 ml.

La sangre extraida se colocard en tubos previamente heparini
zados estériles, después se procederd a separar el plasma
por centrifugacién dentro de los 30 minutos posteriores a la
toma de muestras.

Una vez separado el plasma de las diferentes mugstras sangul

neas, se colocarid por partes iguales en dos tubos,los cuales

se tapardn perfectamente con para-film con el objeto de evi
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tar cualquier. tipo de contaminacidn y se colocarédn estas mues

tras en el congelador a -10°C hasta el momento de su valora-

cibn.

Se debe tener precaucidn que los tubos estén adecuadamente




Tabla XITI. Horario para la toma de muestras bloldgicas

del estudio de biodisponibilidad de 3 vias.

Sangre Orina
Tiempo (min) muestra i Intervalo (hs) Muestra
9.0 0-p1 , <0.0 0-Or
20.0 1-P1 0.0-0.5 . 1-0r
35.0 2-P1 D.5-1.0 2-0r
4s.0 3-P1 1 1.0-1.8 ' 3-0r
65.0 4-P1 ke 1.5-2.0 Y4-0Op
76.0 5-P1 2.0-2.5 5-0Or
95.0 6~P1 2.5-3.0 §-0r
135,0 ' 7-P1 3.0-3.5 7-0p
175.0 §-P1 . 3.5-4.0 8-0r
235.0 3-P1 4,0-4.,5 9-0p
285.0 10-P1 4.5-5.0 10-Cr
330.0 11-P1 §.0-6.0 11-0Or
330.0 12-P1 8.0-8.0 . 12-0r
‘ 8.0-10.0 13-0r
10.0-12.0 14-0r
12.0-24.0 15-0p

Nota: Las semanas 1, 2 y 3 de estudio se siguid el mismo horario.
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etiquetados (nlmero y nombre del voluntario, nfmero de mues-
tra, dia de estudio y tiempo de muestreo en minutos), para
evitar cualquier tipo de confusidén ya sea horario ¢ muestras

de otre voluntario.

Las muestras de plasma y orina obtenidas durante el estu--
dio se analizaron por cuadruplicado al mismo tiempo que sus res
pectivas curvas patrén,.utilizando el método microbiolépico de
placa, descrito en las secciones 3.3.1.7 y 3.3.2.7 respectiva-

mente.
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CAPITULO ‘IV

4. RESULTADOS.

4,1, Control Farmacéutico.

En la Tabla XIV se presentan los resultados de las pruebas
de control realizadas en los catorce productos farmacéuticos de
ampicilina th. cdpsulas de 250 mg.

Se siguieron loé lineamientos explicados en la seccién 3.1;
Las pruebas efectuadas fueron; jdentificacidn, pH, desintegra-
eibn, humedad, variacibén de peso, variacidén de contenido y con-

tenido quimico.
4.2, Estudios in vitro.

4,2.1, Determinacidn cuantitativa de ampicilina th. en HCl 0.4
y agua destilada.
La ampicilina th. fué cuantificada en base al método es-
pectrofotométrico de la 8.P. ) descrito en la seccidn 3.2.1.
El método fué validado y los resultados obtenidos se preséntan

a continuacidn.

4,2.1.1, Linealidad y repetibilidad.
Para determinar la linealidad del método de valoracidn
(11)

de la B.P. utilizado, se siguieron los lineamientos descri
tos en la seccidn 3.2,1, Enlas Figuras 8, v 9 se presentan
las grificas promedio de cinco curvas patrdn de ampicilina th.

en un intervalo de concentracién de 4 a 24 meg/ml, en HC1l 0.1IN



Tabila XIV, Resultados de) andlisis de Control de Calidad de catorce productos comer-
ciales de ampicilina th. cipsulas de 250 mg,
Producto  Identificacién pH Tiempo de *%*® Variacibn de™**  Contenido $*"*
(clave) desintegracidn contenido % (n = 1)
min (n = 3) (n = 3)

AM positiva 5.3 1.90 - 10.58 93.57 - 98.80 96.06
BM positiva 4,8 1.50 - 5.58 93.04 - 98.20 99,05
cM positiva 5.0 1.37 - 9.u5 67.59 ~ 97.05%% 82,50
DM positiva 4,19 1.0 - 8.33 84,00 - 98.40%% 91,160%
EM positiva 5.2 1.15 - 13.30 96.20 - 99.60 100.3
FM positiva 4.0 1.50 - 9.10 . 86.48 -~ 95.70%* 87, 1%
GM positiva k.05 2.0 - 14,40 96.60 -102.60 99.56
HM positiva 3.65 0.40 - 7.40 85.70 - 94.10 93.54
IM positiva 5.71 1.0 9,29 89,54 -108.08%* 4,58
JM positiva 3.69 0.40 - 10.5 89,86 -102.6%% 93.64
KM positiva 3.92 1.10 - 7.48 $2.50 - 98.50 88.438
LM positiva 4,31 0.42 - 7.44 82.20 -101.30%% 95.0
MM positiva 4.2 1.55 - 12.15 88.28 - 92.09%% 90,234
N* positiva 4.h9 1.25 - 12.26 96,60 - 98.40 95.9

L Producto innovador (Pollycillin, Bristol Lab., U.S.A,, Lote HEM17,

#*  No cumple las especificaciones de la B.P. (92.5-107.5%).

&% Agua destilada a 37°C.
Wik Método espectrofotométrico de la B.P,

(11)

‘oL
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Tabla XV. Repetibiiidad del método de valovacién de ampi-
cilina th. en HC1l 0.1N y agua destilada por el
método espectrofotométrico de la B.P.

Concentracidn HC1 0.1N agua destilada
de ampicilina th. [— —
(meg/ml) X (n=5) S C.V.% X (n=5) S
4 0.116 0.001¢ 1.6 0.104 0.002
8 0.260 0.0016 0.61 0.252 0.0015
12 0.417 0.0017 0.40 0.399 0.0018
16 0.576 0.0013 0.22 0.556 0.0019
20 0.725 0.0018 0.24 0.706 0.0021
24 0.886 0,0011 0.12 0.866 0.0022
¥ = valor promedio

S = desviacidn estdndar

C.V.% = coeficiente de variacidn en porciento.
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y agua destilada respectivamente. En ambas gridficas se observa

una pelacidn lineal entre la concentracidn y la absorbancia.
Mediante un andlisis de regresién lineal del promedio de las

absorbancias, por el método de minimos cuadrados, se obtiene la

ecuacibén de una linea recta en base a la cual se calecula la pen

. diente, intercepto y coeficiente de correlacién de las curvas pa

trén de ampicilina th.‘en los dos medios de disolucidn.

En la rabla XV se presentan los resultados del anilisis es
tadistico efectuado en la determinacién de la repetibilidad del
método de valoracién de ampicilina th. en HCl 0.1 Ny agua desti

lada.

42.1.2. Reproducibilidad.

7 En la Tabla XVI se presentan los resultados de reproduci
bilidad obtenidos al seguir los lineamientos explicados en la
seccidn 3.2.1.5., a partir de estos datos se calcula el coefi-
aiente de variacién diario, en porciento para el método de va-
loracidén de ampiecilina th., tanto en HC1 0.1N como en agua
destilada.

Mediante un anilisis de regresidn lineal por el método de
minimos cuadrados de 1los valores experimentales de concentra--
2i6n’y el promedio de las absorbancias en los diferentes dias,
se obtiene la ecuacidn de una linea recta conm = 0.038, b =
0.0% y » = 0,999 (p<0.001) para HCL 0.1N y m = 0.038, b = 0.05
v r = 0.999 (p<0.001) para agua destilada. En la tabla XVI tam

sién se presentan los parimetros: m, b y r, obtenidos del ani-



Tabla XVI. Reproducibilidad del método de valoracién espectrofotométrico(ii), para ampicilina
th. en HCl 0.1N y agua destilada en diferentes dias.
Sgﬁ;iiziﬁfén Absorbancia en HC1l 0.1N Absorbancia de agua destilada
(nng/ml)
Dias _ Dias B
1 IT ITY IV v X S Ccv#% I II ITT IV v X S cVs
] 0.125 0.127 0,116 0.122 0.124(0.122 0.004 3.4 0.102 0.120 0,111 0,104 0.124 {0.110 0.007 6.8
8 0.276 0.260 0.260 0.260 0.270i0.265 0.007 2.8 0.246 0.260 0.252 0.252 0.252 )0.252 0.004 1.9
12 0.430 0.425 0,417 0.422 0.4250.423 0.004 1.1 | 0,396 0.407 0.405 0,399 O0.406 |0.402 0.004 1.2
16 0.587 0,576 0.575 0.565 0.574 |0.575 0.007 1.3 0,560 0,565 0.561 0.556 0.560 {0.560 0,003 0.58
20 0.750 0.736 0.725 0,741 0.7350.737 0,009 1.2 0;737 0.720 0.716 0.706 0.716 |0.719 0,011 1.5
24 0.912 0,89 0,886 0,892 0.892 (0.895 0,009 1.0 0,877 0.875 0.875 0,866 0.876 0.‘873 0,00t 0.5
r, 0.993 0,993 0.999 0,999 0.%99 [3.939 0,999 0,995 0.%39 0.999 0.999 J0.993
n 0,033 0.39 0.038 0,038 0.038 P.038 0,039 0,038 0.038 0.039 0.038 [0.038
b 0.03 o0.,04 0.0 0,04 0.03 D.OM 0,06 0.040 0,05 0,05 0.04 }0.05

[}

1"

pendiente

intercepto

coeficiente de correlacién

°SL
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lisis de regresidn por minimos cuadrados para las curvas patrén

realizadas en diferentes dias.

4.2.2, Perfil de disolucidn de catorce productos de ampicilina
th, cipsulas de 250 mg.

Se determiné la cantidad disuelta a los diferentes tiem
pos de muestreo, para cada producto estudiado de acuerdo al pro
cedimiento descrito en la seccidn 3.2.2. Para esto, las absor-
bancias de las muestras en estudio se interpolaron en sus res-
pectivas curvas patrdén, obteniéndose datos de concentracién.
Cada concentracién fué corregida por el factor de disolucidn,
calculéndose asi, la cantidad disuelta individual,

Los resultados obtenidos para los datos promedio {(n = 6)
de cantidad disuelta en porciento contra tiempo: (5, 10, 15, 20,
30, 45 y 60 min) en los dos medios de disolucidn se presentan
en. la Tabla XVII.

En las Figuras @y 11 se presentan las grificas promedio
de porciento disuelto contra tiempo para los catorce productos
estudiados de ampicilina th., en HCl 0.1MNy agua destilada res-

pectivamente.

4.3, Estudios in vivo: Biodisponibilidad de ampicilina th.en

humanos.

4.3.1. Determinacidn de ampicilina th.en plasma.

para la determinacidén de ampicilina th.en plasma se em-

Pleo un método microbiolégico de sensidisco-placa, en el cual



Tabla XVII. Resultados promedio del estudio de perfil de disolucidn de catorce produc-

tos comerciales de ampicilina th, cépsulas de 250 mg, en dos medio de diso-
lucidén (HCl 0.1M¥y agua destilada} )

Producto

estudiado Porciento Disuelto (n = 6)

(clave ) HCl 0,1N agua destilada

Tienpo ( min) ] 10° 15 20 30 45 €0 1 10 15 20 30 us: 60
RY 0.574 5.01 8.98 121,45 51,12 53.18 51.99 3.77 5.8 10.3 14.6  43.6 50.6° 55.0
BM 90.4 101.9 99,1 98,8 98.0 97,7 95.9 43,01 85.7 95.5 99,3 103.4 104.6 105.4
cM 82.4 98.4 95.4 93,1 93,1 82.4 91.1 53.9 61.9 71.1 76.8 82.5 86.3 89.1
DM 90.8 101.3 97.9 97.0 97.0 95.9 92.4 75.6 88,3 97.7 101.1 103.5 104.1 105.5
EM 64,35 102.4 104,0 103.4 101,4 97.6 92,9 33,71 60.7 82,7 96,8 104,0 107.2 v106.7
I'?H 75.8 96.1 95,6 95,1 93,3 91.6 90.2 41,22 55,16 62.73 65.95 67.71 67.81 6&4.u4
GM 55,2 99,1 106.0 104.8 2104,6 100.6 100.6 29.5 ug. 4 80.3 93.9 105.2 106.5 106.3
HM 84,3 93,7 96.3 100.0 95,2 95.1 95,2 34,6 Bu.0  79.3 86.9 9u.3 96.4  96.1
IM 99.4  104.9 105.1 104.0 102.4 100:9 98.7 24.9 58.5 85.2 99.3 105.6 106.7 104.3
JM 4.3 92.1 99.0 98.6 98.6 96.3 9.5 51.8 79.5 88,0 92.2 94,3 96.1 94.6
KM 89.0 94,0 9.4 934 91,0 89.2 85.h4 29.2 70.4  B83.6 88.5 95.6 96,7 95.4
LM 55.3 73.6 79.8 82,6 86.2 88.5 86.8 38.7 61.6 78.3 87.0 94.9 100.5 102.8
MM 75.9 95,4 97.7 97,1 95,4 90,9 84,5 22.6 37.0  86.7 97.5 99.8 99.6 97.5
i 63,9 92,3 97,5 98.8 95,8 93,15 90.77 | 47.3 75,5 83,4 88.9 95,2 99.6 102,1

TLL




to

v
+

Porciento Disue

"Figura No. 10, Perfil de disolucién de productos comerciales de

ampicilina th. en HCL 0.1NM,

: J — e

il
|
! Ly
i I
]

i
A A hJ v v L4
10 20 30 40 50 60
(Tiempo (min)

; 14 T 13 L] L] L
10 20 30 40 50 80
Tiemgo (min)

78,



Porciento Disuelto

Figura

0.0

100

80

40

20

79.

. Perfil de disolucidn de catorce productos comerciales

de ampicilina th. en arua destilada .
o - -=’)§‘1
LM

10 20 30 40 50 60
tiempo (min}

10 20 30 40 50 50

Tiempo (min)



80.

se utilizd B. subtilis como microorganismo de prueba. Este méto-

do fué validado como se descriks a continuacién.

4,3.1.1, Linealidad.
’ Para determinar la linealidad del método microbioldgi~
20 en plasma, se siguieron log lineamientos indicados en la
seccidn 3.3.1.8. Los resultados obtenidos se presentan en la
Fipura 472, aqui se observa que al graficar el logaritmo de la
soncentracidén vs el promedio de los halos de inhibicién se ob-
~iene una relacién lineal adecuada de 0.25 a 50 ug/ml, cuye co.
eficiente de determinacidn, pendiente e intercepto son: r2.=
2.3977 (p<0.,0005), m = 0.2779 y b = 0,002 respectivamente.

las concentraciones que se observaron en los plasmas de
los estudios, no excedieron la concentracidn de 50.0 ug/ml, por
lo que eikﬂeivakhe linealidad establecido, fué adecuado para in

zerpolar los halos de inhibicibn de los plasmas problemas en la

cupva patrén de ampicilina th.

4.3.1.2. Reproducibilidad y repetibilidad.

Para establecer la repetibilidad del método se siguie-
ron las indicaciones del inciso 3,3.1.9., Se determind por octo
plicado la concentracidn de ampicilina th. en plasma en una cur
va patrén cuyas concentraciones fueron 50, 25, 15, 7.5, 3.0, 1.5,
9.75 y 0.25 pg/ml. Los resultados delan&lisis estadistico de los
datos se muestran en la Tabla XVIII en la columna 4 se encuentra
el coeficiente de variacidn en porciento (C.V.%), el cual deter-

mina la repetibilidad del método microbioldgico de sensidisco-



Figura No. 12.-
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Tabla XVITI. Repetibilidad del método microbio-
légico de sensidisco-placa en plasma

(n = 8)
Concentracifn Media Desviacién estindar Coeficiente de -
: ug/ml ’ X (m) S variacibn en por
= ciento
: l C.v.%
. ; !
50.0 E 36.29 0.252 0.694
25.0 33.79 0.236 0.710
15.92 31.5¢0 0.242 0.772
7.5 29.8; 0.178 0.613
3.00 26.37 0.394 1.439
i Z.50 23.85% 0.240 1,01
2.75% 20.95 0.350 ’ 1.67
7 25 , V 17.2 ‘ 0.uu0 2.5




placa en plasma.

En la Tabla XIX, se muestra la reproducibilidad del método
miérobiolégico, para esto se siguieron los lineamientos indica-
dos en la seccidén 3.3.1.9. En esta Tabla se presentan los va-
lores dé los halos de inhibicidn (mm), los datos de desviacidn
estlndar (S) y el coeficiente de variacién promedio (C.V.), ob-
tenidos en las determinaciones de las curvas patrdén de ampici-
lina th. en plasma analizadas en diferentes dias, pero bajo‘cog
diciones idénticas de operador, instrumento y laboratorio.

El coeficiente de variacidn indica la reproducibilidad del
método microbioldgico de sensidisco-placa en muestras plasmiti-
‘cas.

El coeficiente de determinacidn de las curvas patrdn estu

diadas, varié entre 0.994% a 0.998.

4.3.1.3, Estabilidad de ampicilina th, en plasma.

Para determinar la estabilidad de ampicilina th. en
plasma se siguieron los lineamientos deécritos en la seccién‘
3.3.12,10, Los resultados obtenidos se presentan en la Figura

13 y en las Tablas XX y XXI en dichas tablas se observa; pri
mero, que a temperatura ambiente ninguna de las muestras sufre
una degradacidn mayor al 4% en las 4 horas de exposicidn y se-
gundo, que las muestras guardadas en congelacidn a -10°C y anali-
zadas a los 7, 14 y 21 dias, no sufren una degradacibn mayor

al10% para las dos concentraciones (15 y 30 pg/ml).

83.
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Tabla XIX. Reproducibilidad del método micrcbiold~-
gico de sensidisco-placa en plasma en
. diferentes dias.

ConcentrJ I II 111 Iv v Datos Promedio
cidn n=8 n=8 n=8 n=8 n=8 He las curvas
(ug/m)| X s X s X s X s ¥ " s [¥ s cva
50 31.98(0.542) 33.10(0.281) 36.29(0.252) 30.21(0.698) 31,72(0.326] 32.66 2.27 6;95
25 29.50(0.461) 30.11(0.218) 33.79(0.236) 28.70(0.689) 29.33(0.296) 30.28 2.02 6.67
15 27.12(0.317) 28,75(0.651) 31.50(0.242) 27.30(0.228) 27.65(0.226) 28.46 1.81 6.35
7.5 | 25.22(0.299) 26.23(0.398) 29.84(0.178) 2“.75(0.359) 26.00(0.451) 26.4 2.00 ‘7.57
3.0 |22,31(04.43) 23.91(0.451) 26.37(0.394) 21.82(0.532) 23.03(0.388) 23.48 1.79 7.62
1.5 |20.47¢0.362) 21.51(0.322) 23.85(0.2u0) 19.53(0.418) 21.63(0.426) 21.39 1.61 7.52
0.75(17.55¢0.534) 18.75(0.348) 20.95(0.350) 17.2u(0.456) 19.66(0.u48X 18.83 1.52 8.07
0.25]12.60(0.186) 14.64(0.16) 17.2¥n0.141) 13.70(0.132) 14.68¢0.210) 14.56 1.70 11.67

r 0.995 0.996 0.999 0.999 0.994
m 0.284 0.282 0.278 0.3123 0,326
0.005 0.004 0.003 0.001

0,002
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Tabla XX. Datos de estabilidad de ampicilina th. en plasma a

temperatura ambiente.

15 ug/ml 30 pg/ml

i lem
0.0 G4 1.0 2.0 3.0 4.0 0.0 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0

1 15,1 it 14,8 14.& 4.6 14.4 | 30.0 29.9 2.8 29.4 29.0 28.8
2 §15.2  15.0 14,9 14.8 14,5 14,5 |30.2 29.8 29.6 29,5 29.1 28.7
3 jis.2 4.8 15,0 14.6  14.5 14,3 (30.0 30.0 29,7 29.4 29.1 28.7
4 15,0 3.1 w9 14,7 1k.e ab.u (30.0 29.9 29.7 28.3 29.2 28.9
§ {149 151 1h8 147  14.6 14,5 (29.9 30.0 29.8 29.4 29.0 28.8

6 15.1 5.0 1,9 14,8 14.7 14,4 129.9 29.9 29,7 29,3 29.2 28,9

X J15.: 15.0 14,88 104,71 1u4.S8 1u,u1/30,0 29,91 29.71 29.38 99.1 28.8
g 0.08% .12% 0,075 0.075 0,075 0.067§ 0.109 0,075 0,075 0.075 0,089 0.089

0.00 I.7: 0,78 1,89 2.78 3,839 0.0 0.28 0.95 2,06 3.0 4.0
CV4e)y0.5 0.7% 0,50 0.50 0.51 0.52}0.36 ¢.25 0.30 0.25 0.30 0.31

2mpo = horas.



Tabla XXI. Datos de estabilidad de ampicilina th.en plasma

a temperatura de -10°C.

15 ug/ml 30 ug/ml
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
n 0 7 1y 21 0 7 1y 21

1 15,1 14.6 4.0 4.0 30.0 29.0 28.4 27.7
2 15.0 14.5 14.3 13.9 30.2 29.1 28,5 27.7
3 14 9 14.6 4.3 4.1 30.0 29.1 28.4 27.6
U 15.0 1u4.7 1.4 1.0 30.0 29.2 28.3 . 27.5
5 4.9  14.7 14 3 4.0 29.9 29.0 28.4 27.7
6 15.1 14.6 4.4 14.1 29.9 29.0 28.4 27.7

X 15,0 14.51 14.31 14.01| 30.0 29.06 28.u 27.65
a 0.0888 0.0% 0,075 0.075 0.109 0.081 0.063 0.083

% 0.0 2.58 4.56 6.56 0.0 3.12 5.3Y4 7.84
C V&%l 0.59 0.51 0.52 0.53 0.36 0.27 0.22 0.30




Debe hacerse referencia al hecho que las muestras plasmi-
ticas obtenidas durante los estudio de Biodisponibilidad fueron
analizadas de 24 a 48 hs. despuds de su obtencidn, estas mues-
tras no estuvieron expuestas mds de 4 horas a tempefatura am-
biente, mientras se llevaban a cabo los estudios de biodisponi-
kilidad, lo que asegura una pérdida de potencia, menor al 5% en

v5dos los casos.

<.3.1.4, Actividad de los metabolitos (Especificidad).
Para determinar si los metabolitos de ampicilina; aci-

s penicildnico y Adcido penicildico eran biolbdgicamente activos
se siguieron los lineamientos indicados en la seccibén 3.3.1.11.

Los resultados obtenidos indican que ninguna de las prepa-
raciones degradadas produce halo de inhibicidn al probarse con-
‘zra el microorgdnismo (B. subtilis) en las mismas condiciones
de la solucidn original.

Lo cual demuestra que tanto el Acido penicildnico como el
§=ido penicildico en las condiciones experimentales utilizadas
son bioldgicamente inactivos y que el método microbiolégico de
sansidisco-placa puede utilizarse con la seguridad de que estos
metabolitos no interfieren en el anflisis cuantitativo de émpi-

zilina th. en plasma.

%.3.2. Determinacién de ampicilina th. en orina.

Para la determinacién de ampicilina th. en orina se em-
pleo un método microbioldgico de sensidisco-placa, en el cual,
=1 microorganismo de prueba utilizado fué B. subtilis. Este

nétodo fud validado, obteniéndose los resultados descritos a

88.
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continuacidn.,

4.3.2.1. Linealidad.

Para determinar la linealidad del mé&todo microbioldgi
co en orina, se siguieron los lineamientos indicados en la sec
cibn 3.3.2.8.. Los resultados obtenidos se presentan en la Fi-
gura 14. Aqul se observa que al efectuar un andlisis de regre
sifn lineal utilizando el método de minimos cuadrados, en la gré
fica de datos de concentracidn contra el valor promedic de los
halos de inhibicién, se obtiene un coeficiente de correlacidn
de 0,999

~Los intervalos de lectura que se obtienen en las orinas pro-

blemas no exceden la concentracidn de 50.0 pg/ml, por lo que el
intervalo de linealidad establecido es adecuado para la interpo
lacidén de los halos de inhibicién de las orinas problemas en la

curva patrén de ampicilina th. en orina.

4,3,2.2. Repetibilidad y reproducibilidad.

Para establecer la repetibilidad del método se siguie-
ron las indicaciones del inciso 3.3.2.9. Se determind por octo
plicado la concentracidén de ampicilina th. en una curva patrén
hecha en orina, cuyas concentraciones fueron: 50, 24, 15, 7.5,
3.0, 1.5, 0.75 y 0.25 pg/ml. Los resultados y andlisis estadis
tico se muestran en la Tabla XXTI, en la filtima columna se en--
cuentra el coeficiente de variacidn en por ciento (C.V.%), el
cual determina la repetibilidad del método de sensidisco-placa

en orina.
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Tabla XXII. Repetibilidad del método microbiold-

gico de sensidisco-placa en ovrina.

Concentracién Media Desviacioén estindar  Coeficiente
ug/ml % (n=8) s de variacién
en porciento
C.V.%
50.0 23.43 0.164 0,699
25.0 21.59 0,122 : 0,565
15.0 19.84% 0,132 ) 0.681
7.5 17.77 . 0.301 0.72
3.0 15,34 ‘ 0.307 2.00
1.5 12.58 0.054% 0.436
$0.75 10.65 0.320 , 3.01
0.28 ’ 7.85 0.266 : 3.39
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Para la reproducibilidad del método microbioldgico se si~-
guieron los lineamientos descritos en la seccifn 3.3.2.9. En la
Tabla XXITI se presentan los valores de los halos de inhibiecidn
(mm), los datos de desviacidn estindar (S) y el coeficiente de
‘variaeidn promedio (C.V.), obtenidos en las determinaciones de
las curvas patrdén de ampicilina th. en orina, analizadas en di-
ferentes dias, bajo condiciones idénticas de operador, instrumen
tos y laboratorio. = El coeficiente de variacidn indica la repro-
ducibilidad del método microbicldgico de sensidisco-placa en mues
tras urinarias.

Bl coeficiente de determinacidn de las curvas patrén estu-

diadas en orina varid entre 0.993 a 0.99,

4,3.2,3. Estabilidad de ampicilina th. en orina.

Para determinar la estabilidad de ampicilina th. en ori
na, se siguid el procedimiento descrito en la sececidn 3,3.2.10,
Los resultados obtenidos se presentan en las Tablas XXIV y XiV.
‘En las Tablas se observaj primero que a temperatura ambiente ninp
guna muestra sufre una degradacidén mayor al 5% durante las Y hs.
de exposicién y segundo que las muestras guardadas a una tenmpe-
ratura de -10°C no sufren una degradacidn mayor al 10% en los 21
dias que dura el estudioc de estabilidad.

Los datos de estabilidad fueron sometidos a un andlisis de varian
za. Es necesario mencionar que las muestras urinarias colectadas
durante los estudios, fueron guardadas inmediatamente despuds de
su obtencidn a-10°C en el congeladorvy el apilisis cuantitativo

se efectiio de 12 a 24 hs, despuds de cada estudio lo que asegura



Tabla XXIII. Reproducibilidad del método micro--
bioldgico de sensidisco-placa en ori-

na en diferentes dias.

93.

Concentra
cién

(ug/ml)

I II I1I v

[Datos promedio

n=8 n=8 n=8 n=8

] CVE

=

50

2

15
7.5
3.0
1.5
0.75

0.25

25.43(0.432) 25.85(0.256) 23.43(0.164) 25.47(0.641)
23,61(0.357) 23.53(0.273) 21,59(0,122) 23,32(0.321)
22,42(0,258) 22.37(0.314) 19,84(0.132) 21.93(0.u482)
20.71(0,335) 20.45(0,233) 17.77(0.301) 19.53(0.397)
17.87(0.437) 17.72(0.074) 15,34(0.307) 16.82(0.2u9)
15,26(0,112) 15.34(0.082) 12,55(0.054) .14,42(0.163)
12,99(0,212) 13.01(0.10”) 10.65(0.320) 12.62(0.184)

9,01(0.205) 9.2u(€0.012 ) 7.85(0.266) 8.94(0.129)

214.63(0.833)

23,88(0.530)

22,79€0.372)

20,71€0.408)

17,72(0.657)

15,5 (0,190)

13,21(0.169)

8.86(0.195)

24.96 0.964 3.86
23,19 1.916 3.94
21.87 1.17 5.34
19.83 1.25 6.30
17.09 1.06 6.20
u.61 1.22 8,35
12.49 1.053 8.43

8.78 0.538 6.12

= 0,993 0.997 0.995 0.999

= 0,320 0.322 0.329  0.032
= 0.01 0,01 0.02 0.01

0.994
0.311
0.01



Tabla XXIV.

9y,

Datos de estabilidad de ampicilina th.

en orina a temperatura ambiente.

Concentraci¢n 15 ug/ml 30 wg/ml

Tiempo hr.
n 0.6 0.5 1.0 2.0 3.0 40} 0.0 0.5 1.0 2.0 3.0 4.0
1 15,1 15,0 14.9 14,7 14,4 14,3 |30.1 29,9 29.7 29,4 28,9 28.5
2 15,0 14.9 14.8 14.8 4.5 14,2 130.1 29.8 29.7 29.4 29.0 28.6
3 15.0 14,9 14,8 14,7 14.6 1u.4 [30.0 29.8 29.6 29.3 28.0 28.7
4 15.0 15.0 14.9 14,7 14.5 14,3 }30,0 29.9 29.6 29.3 28.9 28.6
5 .9 15,0 14,7 14.6 14.5 14,4 J29.9 29.8 29.6 29.3 28.9 28.5
6 15,0 14,9 14.8 14,7 14.6 14,3 |30.0 29.8 29.6 29.3 26,9 28.6
X 18,0 14,95 14.81 14.7 14,51 14.31130,0 29.86 29.65 29.33 28.93 28.58
o 0.063 0.054 0,075 0.63 0.075 0.075 0,075 0.081 0.054+ 0.051 0.061 0.075
% 0.0 0,34 1.23 2.0 3.23 4,561 0.0 0.45 1,17 2.23 3.56 l&..73

CV% o.42 0,36 0,50 0,42 0,51 0,52}0,25 0,27 0,18 0,17 0,17 0,2




Tabla XXV. Datos de estabilidad de ampicilina-th.

en orina a temperatura de -10°C.

Concentracitn 5 ug/ml 30 pg/ml

tiempo dias
n [s} 7 14 21 0 7 14 21
1 16,1 14,6 14,1 13,8 j30.1 29,9 28.0 27.3
2 15.0 14 7 14,0 13,7 {30.1. 29,0 27.9 27.3
3 15.0 14,5 14,0 13,9 (30.0 29.0 28,0 27.1
4 15.0 14.6 14 1 13,7 |30.0 28.9 28.0 27.3
5 14,9 14.5 13.8 13,7 {29.9 29.0 28,1 27.2
6 15.0 14.5 14,0 13.8 [30.0 29.0 27.% 27.2
X 15.0 14.56 14,01 13,76(30.01 28.96 27,98 27.23
4 0.070 o.081 0,07 0.081 0,075 0.061 0.075 0.081
% 0.0 2,89 6.56 8.23]0.0 3.45 6,73 9,23

CV§ 0.46 0,5 0,53 0,98) 0,25 0,17 0,27 0,29
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Figura 1 5,- Estabilidad de ampicilina th. en orina a temperatura
ambiente y a temperatura de -10°C.
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una pérdida de potencia menor al 5% en todos los casos.

4.3.2.4. Actividad de los metabolitos (Especificidad).

Para determinar si los metabolitos de ampicilina; &ci-
do penicilédnico y &cido penicildico eran bioldgicamente activos
se siguieron los lineamientos indicados en la seccidn 3.3.2.11,

Los resultados obtenidos indican que tanto el ac. penici-
lanico como el ac. penieildico son inactivos. Esto és debido

a que no se produce halo de inhibicidn al probarse ambos meta-

bolitos contra el microorganismo (B. subtilis), en las mismas

condiciones de la solucién original.
Lo cual demuestra que el método microbioldgico de sensi-
disco-placa puede utilizarse con la seguridad de que estos me-

tabolitos no interfieren en el anflisis cuantitativo de ampi-

cilina th. en orina.
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4.3.3. Estudios Prelininares de Biodisponibilidad,

4.3.3,1. Estudio Preliminar I.

Administracidén oral de ampicilina th.

Con el objeto de disefiar un horario adecuado para la
toma de muestras plasmdticas y urinarias a obtener en un estu-
dio delbiodisponibilidad de ampicilina th. y determinar si las
concentraciones urinarias de las muestras obtenidas durante di-
cho estudio estarian dentro del intervaloc de concentraciones es-
tablecida para la curva patron (0.25 a 50 mcg/ml), se administrd
por via oral una dosis de 250 mg de producto innovador (Polycil-
lin de Bristol, Lote HEM17) a dos voluntarios sanos, siguiendo
el protocolo desecrito en la sececidn 3.3.3.1,

las concentrmciones urinarias obtenidas para los dos volintarios estuvieron en el
intervalo establecido para la curva patrdn, por 1o cual no fué ne
cesario modificar dicho intervalo. Los datos urinarios fueron
tratades de acuerdo a los métodos de velocidad de excrecidn (a
Aex/At) y sigma menos (f-) asumiendo modelo abierto de un compar

89,90 -
(83.90) ' En base a estos métodos se calcularon los pa

timiento
rémetros Farmacocinéticos; Xd (constante de eliminacibn), t1/2Kd
( tiempo de vida media de eliminacidn), Xd (constante de absor-
cién) y t1/2 Ka (tiempo de vida media de absorcidn) por el pri-
mer método y Kd y t1/2Kd por el segundo.

En la Tabla ¥XVI se encuentran los datos de cantidad acu-
mulada excretada (Aex) hasta las 24 hr., cantidad remanente por
ser excretada y velccidad de excrecidn de ampicilina th. para

los dos voluntarios que participan en el estudio.

En la Figura 1’6 se muestra la grifica de la cantidad acu



Tabla XXVI.

99,

Cantidad de ampicilina excretada en

orina después de la administracidn

oral de 250 mg del producto innova-

dor a dos voluntarios sanos.

1

Hanpo | Aex Ao

thy) (mg) I- AAex/At (mg) S-. . AACK/AL tmid
0.0 0.0 90,90 1.524 0.0 8,21 0.42 0.25
0.5{ 0.762 90,138 5.33 0,201 84,00 2.56 0.7%
1.0 { 3.u3 87.47 30.82 1.487 82,72 42,62 1.25
1.5 }18.84 72,06 37.3 22,80 61,41 32,04 2.25
2.0 [ 37.49 53,41 26,66 38.98 45,23 32,44 2.25
2,5 | 50.82 40,08 23,62 55,20 29,01 114,08 2.75
3.0 ) 62.63 28.27 9,58 60.74 23.47 .7 3.25
3.5 | 66.99 23.91 14.56 68.09% 16.12 5.0 3.75
.0 | 74,27 16.63 5.57 70,58 13,62 u.57 5.d
6.0 | 85.u42 5.48 1.83 79,73 L,u8 1.635 7.0
8.0 | 89.08 1.82 0.674 83.0 1.21 0.423 9.0
10.0 | 90.42 0,471 0.140 83.84 0,365 0.118 11.0
12.0 { 90.71 0.190 0.018 84,08 0,130 0.011 18.0
24,0 | 90,90 0.0 0,0 8u,21 0.0 0.0 0.0

t md = tiempo medio
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mulada de ampicilina excretada en orina contra el tiempobpara
los dos sujetos pavticipantes.

Las Figuras 17 ly 18 muestran las grdficas de veloci-
dad de excrecidn contra tiempo y de cantidad remanente para ser
excretada contra el tiempo para cada voluntario, desnués de la
administracidn oral de 250 mg del producto innovador de ampicili-
na th. En ambas graficas se calcula por el método de regresidn
lineal de minimos cuadrados, la constante de eliminacidn, el co-
eficiente de correlacién y el tiempo de vida media. La constan
te de absorecidn (Ka) se calcula por el método de los residuos
o de "Feathering" a partir de la grifica de velocidad de excre-
cibn,

Los resultados obtenidos al calcular los pardmetros farma-

cocinéticos por ambos métodos se encuentran descritos en la Ta-

bla XXVII, en dicha T abla se observa que los piiietros farmcozinéticos

fgyn%orciento de la cantidad excretada en orina, Kd, Ka, t1/2Kd
y tl/2Ka, estidn de acuerdo a lo reportado en la literatura
No es conveniente calcular Ka fara el voluntario No. 2 debido a
que sdlo se tienen dos datos (0.5 y 1.0 hs.) en la fase de ab--
sorcidn, por lo cual para determinar adecuadamente la Ka para
ampicilina th., es necesario ampliar el horario en la toma de
muestras iniciales por lo menoS 4 observaciones antes de una
hora, 1% cual no es posible para muestras urinarias, pero para

muestras plasmiticas si es factible.

(747532,52) .

101,
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Grdfica de velocidad de excrecién contra el tiempo
después de la administracidén oral de 250mg. de ampi
cilina th. (producto innovador) a dos voluntarios sanos
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Grafica de cantidad remanente por ser excretada contra
el tiempo después de la administracidn oral de 250mg.-
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Tabla XXVII.

4,

Parimetyros Farmacécinéticos obte-
nidos a partir de datos urinarios,
después de la administracién oral
de 250 mg de ampicilina th. (pro-

ducto innovador).

VYoluntario
Pardmetro F. 1 2
v |ka ¢ 0.580 0.592 -
9 o
v e ) 0.993 0.389
(o] ,
T elti/2kd (h ) 1.49 © 1,16
> ) ‘
k] §Ka (hr ) 1.528 : -
3 Zlr (xa) 0.853 -
o @ _
&8 efti/2ka (hp 0,453
= o

g[xa (hrhy 0.569 0.588
U
g ér- (Kd) 0,99 - : 0.99
3 Blt1/2xd () 1,21 1.17
w3 .

Az, © 36.36 33.68
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4,3.3.2, Estudio Preliminar II.
Estudio de Bicdequivalencia: producto innova-
dor, solucibn oral y producto del mercado nacional,

Se estudid la bicdisponibilidad de ampicilina th., en 6
~voluntarios sanos, 3 del sexo masculino y 3 del sexo femenino,
seleccionados en base a prue bas clinicas. Los voluntarios re-
cibieron una dosis de ampicilina th. en las presentaciones: (A
= solucidn de 250 mp de ampicilina, B = producto innovador
(Polyeillin, Bristo) Laboratories, Lote H6M17 y C = producto
mexicano). EL disefio experimental, protocolo y lineamientos
seguidos durante el estudio se encuentran descritos en la secc
eién 3,3.3.2.

Las muestras plasmiticas y urinarias colectadas durante el
mismo, fueron analizadas de acuerdo al método microbioldgico
descrito en las secciones 3,3.1.7 y 3,3.2.7 respectivamente.

‘ Los resultados encontrados al seguir el curso temporal de
la concentracidén plasmética de ampicilina contra el tiempo,
muestran que tanto la absorcién como la eliminacidn son proce-
s0s que pueden ser descritos por una cinética aparente de pri
mer orden.

En las Tablas XXVIIT, XXIX y XXX se presentan los datos
de concentracién plasmitica en ug/ml, obtenidos a diferentes
intervalos de tiempo, para los productos A, B y C de ampicili-
na th. estudiados. Asi como el promedio y desviaciones estén-
dar de los mismos.

En las Figuras2 0, 2 1,22 ¥y 23 Se presentan las grd
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ficas del logaritmo de la concentracifn plasmética promedio #+
E.S, contra tiempo para los productos A, B y C respectivamen-
te. Se puede obsepvar que estas grificas presentan un proceso
biexponencial, caracterizado por un Modelo Abierto de Un Com-
partimiento administracién de primer orden ( Hgura 19) en don
de la eliminacidn del fdrmaco del organismo se lleva a cabo con
una constante de eliminacidn global Kd (la cual se calcula por
el método de regresidn lineal de minimos cuadrados) y el fir-
maco aparece en sangre con una constante de absorcidn Ka, la
cual es caleculada por el método denominado "de los residuos"

o de "Feathering"(ao’gO).

En base al modelc farmacocingtico asumido de un corpartimien-

to (MAUC) se calculan los sisuientes pardmetros:

Kd (constante de eliminacién)

Ka (constante de absorcidn)

t1/2Kd (tiempo de vida media de eliminacidn)
t1/2Ka (tiempo de vida media de absorcidn)
Cpmax (concentracién plasmitica mixima)

tmax (tiempo en el que se llega a Cpmax)
ABcz (area bajo la curva de cero a infinito)

F (Biodisponibilidad relativa).

En la Tabla XXXI se encuentran los pardmetros individua-
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Tabla XXVIII. Datos de concentracidén plasmitica

(mcg/ml) obtenidos después de la
administracidn oral de una solucidn
de ampicilina th. (250 mg) a 5 vo-
luntarios sanos.

Concentracibén plasmitica (mep/ml)

Sujeto 1 2 3 4 5 X s E.S.
S 1)
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 |0.0 0.0 0.0
20 1.02 1,01 0.856 0.0 1,76 }0.93 0.63 0.28
35 1.52 1.5 1,32 1,07 2,53 [1,60 0.55 0.25
us 1,90 1,57 1,33 1.10 2,85 [1.75 0.68 0.30
85 2.5 1,58 1.38 1.28 3,07 |1.97 0.78 0.35
75 2,50 2,13 1,54 1,99  3.u5 |2,32 0.72 0.32
95 3.09  1.53 1,98 2,47  3.u5 2,43 0.81 0.36
135 2.44 0,84 1.58 1,81 1,98 {1.75 0.59 0.26
175 1.07 0.47 1,03 1.65  1.05 |1.05 0.8 0.21
235 o.wi 0,15 0.0 0.52  0.3u |0.37 0.1 0.06
285 0.0 0.0 0,161 0,170 9,0 |0.07 0.09 0.04
330 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 (0.0 0.0 0.0
% = media

S = desv, estdndar
E.S. = error estndar

tiempo = minutos
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Figura 2 0.- Grafica de concentracidn plasmitica promedio vs

tiempo después de la administracién oral de una
solucidn de ampieilina th. (250 mg) a 4 volunta-
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‘Tabla XXIX. Datos de concentracibén plasmitica ob-
tenidos después de la administracidn
oral de 250 mg del producto innovador
de ampicilina th. a 6 voluntarios sanos.

sujeto| 1 2 3 Y 5 & X s E.S.
Tiempo
(min)

0.0 0,0 0.0 0,0 0,0 0,0 0.0 - - -
20 0,0 0.0 0,0 0.0 0.0 0,0 0.0 - -
35 0.13 0.96 0.0 0,0 0,08 0,587 0,29 0,39 0.16
45 0.19 0.68 0.32 0.33 0.%2 KO 0.60 0,61 0.27
65 0,49 1.88 1.32 1.04 2,00 1.65{ 1,40 0,57 0.23
75 0.57 1.39 1.60 1,04 2.4 1,75| 1,53 0.61 0,25
95 0.86 2.57 1.78 2.09 2.3 1.37¢{ 1.83 0.67 0.26

135 1,59 1.98 NO 2.85 1.97 1.61} 2,00 0,51 0.23

175 1.05 0.23% 1.52 2.00 1.08 1.88{ 1.u4 Q.47 0.19

235 0.32 0.28 0.72 1.39 0.2 1,54 0,75 0.58 0.24

285 0.16 0.0 0.43 NO NO 0.75) 0.3% 0.33 0.16

330 0.11 0.0 0.0 0.48 0.11 0.24| 0.16 0.18 0.07

390 0.0 6.0 0.0 0.23 0.0 0.0 0.04  0.09 0.04

X = media
§ = desv. esténdar
E.S. = error estindar
' NO = no se tomo muestra.

110,
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Pigura 2 1.- Grafica de concentracién plasmitica vs tiempo

después de la administracién oral de 250 mg
del producto innovador de ampicilina th. a &

voluntarios sanos.
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Tabla XXX. Datos de concentracién plasmitica, ob-
tenidos después de la administracién
oral de 250 mg del producto mexicano
de ampicilina th. a 5 voluntarios sanos.

Sujeto 1 2 3 4 5 X S E.S
Tiempo
(min)

0.0 0.0. 0.0 0.0 ¢.0 0.0 0.0 0.0 0.0
20 0.0 0.0 0.0 0,0 0.0 |0.0 0.0 0.0
35 0.0 0,14 0.0 0.0 0.0 0.63 0.06 0.03
hs 0.0 0.25 0.0 0.0 0.34 |0.,12 Q.17 0.07
65 0.36 0.78 0.67 0,033 1.001{0.62 0.30 0.13
75 0.33 1.0 0,86 0.82 1.30 {0.86 0.35 0.16
95 0.54 1,31 1.86 1.02 1.04 j1.02 0.29 0.13

135 1.29 1,04 1,75 1.46 1.57 |1.42 Q.27 0.12

178 2.42 1.01 1,46 1,02 1.26 ;1.43 0.58 0.26

235 1.42 0.78 0.%7 O0.66 0.30 {0.83 O.4%1 0.18

285 - 0.73 0.49 NO 0.16 0.10 [0.37 0.29 0.15

330 0.18 NO 0.47 0.64 0.0 6.17 0.21 0G.11

390 0.0 0.13 0.29 0.0 0.0 0.08 0,13 0.06

X = media

X = desv. estlndar
E.3. = error esténdar
tiempo = minutos

NO = no se tomo muestra
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Tabla XXXI.

Paridmetros Farmacocin@ticos obtenidos a partir de datos plasmi-

ticos, asumiendo MAUC administracidn de primer orden después de
la administracién de los productos A, B y C., de ampicilina th.

Solucibn (A)

P, innovador (B)

P, mexicano (C)

7
)

(ES) i 2 3 4 5 6

X X
(ES) 1 P4 3 i 8

0.028 0,019 0,027 0.023 0.019 0.039 0,017
(0.002)
0.0i5 0,014 0.016 0.011 0.003 0.015 0.013

(0.0025)

25,29 3647 25.66 35.47 36,47 17.76 u0.76
(2.25)

45,37 49,5 43.31 63.0 74,51 46.2 53.30
(2.15)

2,56 1,58 2.57 1.77 1.754 2.6 2.85
(0.295)

83 135 95 95 75 75 135
(4.89)

362.5 198,7 327.8 339.5 525.3 328.4 U28.4
(41,09

5.79 3,31 5.04 4,85 7.26 6.08 8.23
(0.92)

0.024 0.0i% 0.027 0.020 0,021 0,024 0:022

{0.003) (0.0011)
0.013 0.01Y4 0,081 0.0071 0.013 0.018 0,012
(0.001) (0.0021)°
32,26 36.47 25.66 34,65 33,0 28.87 31,25
( 3.56) (1.83)
54.97 43.31 86.55 97.60 53.3 28.5  §3.65
{ 4.80 (11.79)
2.16 2.42 1.31 1.75 1.45 1.56 1,698
(0.211) {0.191)
101.66 175 95 135 135 135 435,0
{11.15) (12.54)
358.0 370.4 269.5 363.6 211.3 227.8 288.5
(44.88) (33.42)
5.79 6.17 W.ib 5.18 1,06 H.21 4,75
(0.725)

(0.u09)

1 2 3 Y 5
¥a min™' 0,030 0,032 0,021 0.025 0.033
kd min™? 0,017 0.016 0.015 0.013 0.016
t1/2%kabmin23.1 21.65 33.0 27.72 21.0
t1/2Kkd0ni 40,76 43.31 46.2 53,30 43.31
Cpmax  3.09 2.13 1.98 2.17 3.45
Uy 9 75 ‘s 75 78
ABC,  423.3 233.3 321.0 364 470.5
ABC;/Kg 7.058 3.58 u4.58 5.065 8.71
¥ = Prbmedio
ES = Esténdar.

“STT



116.

les obtenidos a partir de datos plasmiticos para los volunta-

rios que participaron en el estudio (asumiendo MAUC, admnistracion
orat), despuds de la administracidn de los productos A, B y

C de ampicilina th.

Los datos urinarios obtenidos en el estudio, son tratados
por los métodos de velocidad de excrecidn (AAex/At) y Sigma
Menos (L~} asumiendo (MAUC), En base a estos métodos se cal-
culan para datos individuales y promedio los pardmetros farma-
cocinéticos: Ka, Kd, t1/2 de Xa y T1/2 de Kd por el primero y
Kd y t1/2 de Kd por el segundo.

En las Tablas XXXII, ¥XXIII y XXXIV se encuentran los da-
tos de cantidad acumulada excretada hasta 2u hkmp. para cada vo-
luntario el valor promedio y la desviacidn estdndar, asil como
los datos promedio de velocid&d de execrecidn y cantidad rema--
nente para ser excretada para los productos estudiados A, By
C respectivamente,

En las Figuras 24 , 265, 2 5; y 27 se encuentran en pa-
. pel semilogaritmico, las graficas de velocidad de excrecidn uri-
naria promedio # E.S. de los productos A, B y C de ampicilina th.
contra el tiempo. A partir de estas grdficas se calculan las
constantes de absorcidn y eliminacidn, los coeficientes de co-
rrelacibn y tiempo de vida media para datos individuales y pro-
medio.

En la Figura 2 8 se encuentra la gréifica de cantidad
acumulada promedio + E.S. de ampicilina excretada en orina pa-

ra los productos A, B y C estudiados.



Tabla XXXII

Cantidad acumulativa excretada en orina (mg)

Cantidad acumulativa excretada en
orina después de la administracidn
oral de una solucidén de ampicilina

th. (250 mg) a 5 voluntarios sanos.

117.

Ahex

Sujeto 1 2 3 4 5 X g E.S. - e t mid
Tiempo
( hr.)
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 83.83 - -
0.5 0.0 1,292 8.31 1.759 5.57 | 3,38 3.44 1.54 80.00 6.76 0.25
1.0 12.46 10,146 29.52 NO 19.03 |17.79 8.679 4,33 65.59 27.11 0.75%
1.5 244.79 20,08 40,06 20.47 u48.09 [30.70 12,67 5.66 52.68 25.82 1.25
2.0 38.77 30,35 50.79 27.31 71.05 |u3.65 17.81 7.96  39.73 25.b 1.75
2.5 57.76 39.40 58.81 38,78 87.36 {56.42 19,78 8.84 26,96 25,54 2.25
3.0 65.89 47,36 64.00 53.15 93.43 [64.76 17.75 7.93 18.62 16.68 2.75
3.5 75.11 51,14 66,47 61.96 98.48 [70.63 17.80 7.96 12.75 11.74 3.25
4.0 81.42 54.07 67.64 6u4.66 100.86 | 73.73 18.03 8.06 9.65 . 6.2 3.75
4.5 84.37 54.37 68,52 B5.45 101.25 | 74.79 18.27 8.17 8,59 2.12 4.25
5.0 86.45 57.79 69,25 68.25 102.07 | 76.76 17.27 7.81 6.62 3.94 4.75
6.0 88.33 72,11 70.06 70.12 102.44 | 80.54 14.26 6.37 2.84 3,78 5.5
8.0 90.75 73.80 70.73 73.18 103.45 | 82.38 14,21 6.35 1.0 0.92 7.0
10.0 91.52 74,42 71,00 74.28 103.91 | 82,99 14,19 6.3%  0.33 0,305 9.0
12.0 91.77 74.54 71.11 75.06 103.91 | 83.25 14.06 6.52 0.13 0.13 11.0
24,0 91.89 74.54 71,25 75.06 104.15 | 83.38 14.13 6.30 0.0 0.0 18.0
X = media
S = desviacidn esténdar
E.S. = error estindar

Tiempo = horas

NO = no se tomo muestra
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Tabla XXXIII.
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Cantidad acumulativa excretada en orina
después de la administracién oral de 250
mg del productc innovador de ampicilina
th. a 4 voluntarios sanos.

Cantidad acumulada excretada en orina (mg)

Sujeto i 3 4 5 X S E.S. - Aex t mid
tiempo (hr ) at
g.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 83.53 - -
0.5 0.0799 0.466 0.085 0.02&4 2,159 0.205 0.102 82.37 0.318 0.25
1.0 3,348 5,263 3.055 b5.817| 4,370 1.374 0.687 78.162 8.42 0.75
1.5 12,18 18,09 11.94% 12.54 [13.69 2.943 1.471 68,84  18.64 1.25
2.0 26,47 36.04 47.28 25.94 ’ 33,93 10.03 5.01 48.39 48,49 1.75
2.5 L1.47 53,78 63.01 35.u3 ju43.42 12.36 5.32 34.10 28.97 2.25
3.0 53.31 60.42 72.88 41,68 [57.07 13.06 6.53 25.45 17.30 2.75
3.5 63.50 £9.00 80.57 48,34 165.35 13.39 6.69 17.17 16.55 3.25
4.0 69.78 73.55 86.31 74.71 {71.09 13.00 6.5 11,439 11.47 2.75
4.8 72,86 75.18 90.74 58.72 |74.40 13,10 6.55 8.129 6.62 1#.25?
5.0 75.68 77.11 95.71 62,63 [77.73 13.61 6.80 U7 6.76 4.75
6.0 77.48 79.69 95.89 66.19 (79.81 12.24  6.12 2.1 2.03 5.5_.
8.0 79.47 81.79 9%.17 68.64 (81,52 11,32 5.€6 1.008 0.85% 7.0-
10.0 80.18 82.66 96,17 69.59 182,15 10.92 5.46 0.378 0,315 9.0‘
12.0 80.4 82.87 95.17 69.98 |82.37 10.77 5.38 0.158 0,110 11.0;
24,0 30.46 83.5 96.17 70.49 [82.53 10.57 5.28 0.0 0.013 18.0

% = Media
§ = Degviacidn estindar
ES = Error estandar
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Figura 2 5,- Gréfica de velocidad de excrecién promedie contra
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Tabla XXXIV. Cantidad acumulativa excretada en ovrina
despuds de la administracidn oral de un
producto mexicano de ampicilina th., a 5
voluntarios sanos.

Sujeto 1 2 3 4 5 X § ES. I- Mhex  tmid
tiempo At
Chr )
0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 | - - - §7.22 -
0.5 - - 0.168 0.016) 0.036 0.073 0.05 57.18 0.073 0.25
1.0 0.116. 0.206 1.867 0.311 2.19 ] 0.933 1.00 0.443 56.28  1.80 0.75
1.5 6.02° 4.843 7.37 5.57 8.02| 5.95 1.06 0.475 51.26  10.03 1.25
2.0 10.33 22.500 11.66 18.90 16.12 {15.90 5.03 2,25 41,3t 29.90 1.75
2.5 16,95 29,506 13.17 32.13 29.27 {24.20 8.52 3.81 33,01  16.60 2.25
‘3.0 34,55 34,59 23.00 35.24 36.84 ;32.8% 5,58 2,49 24,37 17.28 2.7
3.5 48.25 39.54 30,83 39.90 41.55 |40.01 6.21 2.78  17.20 134 3.25
4.0 59.37 43.76 35,29 42,79 45.72 [u5.38 8.76 3.9  11.83  10.73 3.75
4.5 64.20 47,40 40,95 .22 47.07 {48.77 9.00 4.02  B.45  6.76 4,28
5.0 67.68 47,98 45,08 56.02 48,33 153.02 9.14 4,08 4,199 8.50 4,75
6.0 68.37 43.42 149,10 5§6.93 49.43 |S4.66 8.3 3.73 2,556 1.5 5.5
8.0 69.03 51.14 53.27 S7.45 50.41 [$6.26 7.64 3.41  0.973  0.80 7.0
10,0 69.22 51.58 54.73 57.52 50.66 |S6.7% 7.47 3,36 0473 0.241 9.0
12,0 69,34 51,73 54,99 57,52 50.75 |56.88 7.50 3.35  0.232  0.070  11.0
| 24.0 69.88 52.20 55.62 57.52 50.86 {57.22 7.56 .3.38 6.0 0.027

¥ = media
S = desv. estdndar
E.S. = error estdndar.
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contra tiempo, obtenida despuds de la ad-

ministracidn oral de los productos A, B:} j [
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En lé Figura 2 9 se. grafica la cantidad remanente prome-
dio + E.S. de ampicilina th. (productosAA, B y C) por ser ex-
cretada contra el tiempo. En esta griafica se calcula por el
método de regresidén lineal de minimos cuadrados la constante
de eliminacidn (Kd) el coeficiente de correlacidn y la vida me-
dia, tanto para datos individuales como promedio. En los apén-
dices VI y VII se encuentran los datos individuales de veloci-
dad de excrecibn y sigma menos, asi como el promedio y error
estindar de los mismos., después de la administracidn oral de
los productos A, B y C de ampicilina th.

Los resuitados obtenidos al calcular estos pardmetros,
utilizando tanto el método de velocidad de excrecidn como de
sigma menos, se encuentran reportados en la Tabla ¥XXV para da
tos promedio y XXXVI para datos individuales.

Se observa en estas Tablas que por los dos métodos se ob-
tienen datos Farmacocinéticos semejantes para los productos de
ampicilina th. estudiados, los cuales estdn de acuerdo a los pa

rimetros reportados en la literatura

— e e |
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‘Tabla XXXV. Parimetros Farmacociniticos obtenidos
a partir de datos urinarios promedio
después de la administracidn de los
productos A, B y C. de ampicilina th.

127,

Producto Solucidn Innovador Mexicano
Parametros B c
Pendiente de la recta 0.601 0,658 0.721

final (8 hp D)

Coeficiente de 0,994 0,993 0.991
correlacidn de 8

I
0
1
0
o
£
3]
i
© Tiemo de vida 1.158 1,05 0.961
o media (+1/2% min)
0
o od - :
PR Constante de ab- 1.859 1,106 1.436
T o . -
8 9 sorcidn ¥a, hr 1)
g3
- Coeficiente de corre- 0,999 0,99y 0.990
lacién de Ka
Tiempo de vida 0.374 0.620 0.482
media de Ka (£1/2%, min)
Pendiente de la vrecta 0.581 0.591 0.584
(8, hr'h
[}
o 2 Coeficiente de 0.997 0,954 0.990
© g .
g correlaciin de 8
9
‘43 En Tiempo de vida media 1.18 1,17 1.18
B 172 & neh




Tabla XXXVI. Pardmetros farmacocin@ticos obtenidos a partir de datos urina-
rios individuales, después de la administracidn oral de 250 mg
de los productos A, B y C de ampicilina th.

Solucidén (A) P. innovador (B) P. mexicano (C)

Parémetros ‘ g T . T

Farmaco- 1 2 3 u 5  (ES) 1 3 y 5  (ES) 1 2 3 5 6 (ES)
cinéticos

0,945 0.973 0.975
r(Kd) 0.986 0.902 0.995 0.889 0,955 0,021 0.986 0.982 0.936 0,991 0.012 0.941 0,974 0.991 0.989 0.982 0.009
o 0.671 0.611 0.734
‘zo} KdOw™l)  0.635 0.738 0.800 0.466 0.717 0.300 0.64% 0,616 0.640 0.547 0.022  0.816 0.644 0.585 0.731 0.898  0.056
g 1.069 1.13 0.964
8 t1/2Kd(hr)  1.091 0.939 0.866 1.487 0,966 1,110 1.07 1,12 1.08 1.26 0.043 0.8481,076 1,18 0.%48 0,771 0.074
. 0.971 0.982 0.992
2 E r(Ka) 0.989 0.988 -  0.937 - 0.017 0.9567 0.974 0.994 0.993 0,491 0,997 0.981 0.996 0.995 0.992 0,002
gg ’ 1,63 0.272 1,037
9% ateh 160 1.878 - 143 - 0.133 1.53 1,62 0.954 0.984 0,636 1,002 0.995 0.768 1.262 1,16 0,083
0.43 0.577 0,681
t1/2Ka(he) 0.433 0.369 -  0.488 - 0.034 0.452 0.427 0.726 0.70% 0,079 0,691 0.696 0.881 0.548 0.58% 0,057
- 0.978 0.9925 0.964
r(Xd) 0.997 0.966 0.980 0.987 0.964 0,006 0.995 0.987 0.993 0,995 0.001 0,942 0,980 0.999 0.888 0,915 0,015
0.622 0.625 0.639
o Kdir™l)  0.598 0.670 0.60 0.605 0.633 0,014 0.652 0,523 0.619 0.508 0.072  0.636 0,523 0.519 0.660 0,859 0.061
2 1.1 ) 1.14 1,09
§ t1/2Kkd(he) 1.15 1,03 1.15 1.1y 1,08 0,023 1.082 1,325 0.8461.36 0.120 1,08 1.17 1.35 1,05 0.806 0.088
¥ o RV 7 I R 1.35
hex”(3)  36.75 29,81 28.5 30.02 41.66 32,49 31.1 33 38,4 28.1 33 27,05 20.88 22.24 20.31 23,0 5 4g

"8zt
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CAPITULO V

V. Discusidn.
A-continuacidn se discutirdn los resultados obtenidos en

cada una de las secciones anteriormente presentadas.

5.1, Pruebas de Control Farmacéutico.

Las pruebas de control farmacéutico realizadas en los ca
torce productos de ampicilina th., previas al estudio de bio-
equivalencia fueron para establecer si estos medicamentos eran
farmacéuticamente equivalentes, al cumplir con las especifica
ciones de las pruebas de control establecidas por la B.P.( 1).

La B.P, especifica que las cdpsulas de ampicilina deben
contener no menos del 92.5% ni mds del 107.5% de la cantidad
indicada en el marbete de ampicilina th, consccuentemente los
productos CM, DM, ¥, My Mino cumplen con las especificaciones,
ya que el contenido determinado fué de 82.5, 91,16, 87,1,
88.48 y 90.13% de ampicilina th. respcctivamente (Tabla VIII).
Para confirmar lo anterior, se realizd un andlisis individual
de contenido, en tres cdpsulas de cada producto, observandose
un valor inferior al 92.5% en los productos 4, DM, B4, HM, IM,JM,
K, IMy MM, en donde el procentaje minimo fué de 67.59, 84.0,
86.48, 85.7, 89.5, 89.86, 88,48, 82,2 y 88,28 respectivamente.
Respecto a la prueba de desintegracidn para cipsulas de ampi-
cilina th. La USP-XX y B.P. no estipulan ningln tipo de limi

te, por lo que no es posible establecer cuales productos es-

130,
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tdn fuera de los limites oficiales. Sin embargo al hacer una
comparacién entre los datos, se observa que no hay diferencias
significativas en el tiempo de desintegracidn de los trece pro
ductos de ampicilina th. estudiados respecto al producto inno-
vador. !

De esta manera, de trece productos farmacuticos estudia
dos del mercado nacional, los productos AM,EM,fM.@M v'KM cumplen
satisfactoriamente con las especificaciones de la B.P., por lo
que estos medicamentos son farmacéuticamente equivalentes. Los
productos HI.TMJM v IM oficialmente pueden considerarse como
equivalentes farmacduticos, aunque en su variacidn de conte-

cipsula presentd
nido almuna ! un valor inferior al limite especificado del
92.5%, Los productos restantes CM,DM,FM,KM viiMno cumplen con
el requisito de contenido especificado por la B.P. por lo tap
to no son medicamentos farmacéuticamente equivalentes, lo cual
se confirma al realizar el andlisis de contenido en tres cdp-

sulas en forma individual, el resultado indica que los lotes

de estos productos deberian ser retirados del mercado nacional.
5.2. Estudios in vitro.

5.2.1. Determinacién cuantitativa de ampicilina th. en HC1
0.1N y agua destilada.
La determinacidn de ampicilina th. en HC1 04N y agua
destilada por el método espectrofotométrico de la B.P., mos-
trdé una linealidad satisfactoria entre las concentraciones de

4 a 24 meg/ml con un coeficiente de correlacidn de 0.399 (p<




0.001) para los dos medios de disolucidn (ver Figuras 8 y
9 ) y un coeficiente de variacién entre 0.12 a 1.6% para HC1
0.4Ny 0.25 a 1.9% para agua destilada en el intervalo de
concentracidn estudiado (Tabla XVI).

El método se evalud considerando la reproducibilidad de
las determinaciones de diferentes concentraciones de ampici-
lina th. preparadas el dia de la determinacidn y en diferen-
tes dias. Se efectud un andlisis estadistico de varianza,
que indica que no existe variacibén significativa en las de=

terminaciones en diferentes dias para las concentraciones de

4, 8, 12, 16, 20 y 24 mcg/ml., Mediante una pruecba de T entre

pendientes se encontrd que no hay diferencias significativas
entre ellos, a un nivel de significancia de p<0.U05, tanto en

HC1 0.1N como en agua destilada.

Lo cual indica que el método de la B.P. es confiable, re-

producible y aplicable a pruebas de disolucidén de ampicilina

en las condiciones aqui propuestas.

82,2, Perfil de disolucidn de catorce productos de ampicili
na th. cipsulas de 250 mg.
Actualmente la prueba de disolucidn para cépsulas de
ampicilina th. no est& considerada como una prueba oficial

(88) ala B.P.(ll)

por la USP-XX , por lo que no existen espe-
cificaciones al respecto. Sin embargo se puede efectuar un
anilisis estadistico y establecer si el comportamiento de di

solucidn-varia significativamente o no entre los productos

132,
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de ampicilina th, estudiados.

En la Tabla XXXVIT se presentan los resultados obteni-
dos al efectuar un anilisis de varianza con respecto a la can
tidad disuelta a todos los tiempos (5, 10, 15, 20, 30, 45 y &0
min) para los catorce productos estudiados en los 2?2 medios de
disolucibdn,

En el anilisis de varianza se observa que hay diferencias
estadisticamente significativas a todos los tiempos de muestreo
entre los productos en los dos medios de disolucibn, y que es-
tas diferencias a 30, 45 y 60 minutos son mayores en agua, -lo
cual sugiere que en agua destilada se puede discernir mejor
el comportamiento de disolucidn mara clpsulas de ampicilina th.
La diferencia cn la disolucidn del prducto AM, recultd en una diferencia

biodisponibilidad, ejistiendo tarbién
enla '} la posibilidad de encontrar diferencias en la biodisponibi-’
lidad del producto M.

En base a los datos mostrados en la Tabla XVIII se cal-
culan las constantes de disolucibén a partir de la grifica del
logaritmo de la cantidad remanente por disolverse (para los
ﬁrimeros 5 tiempos de muestreo, 5, 10, 15, 20 y 30 min) con-
tra el tiempo. En estas gridficas (Figura 3 g ) se observa
claramente que existe variacifn en el comportamiento de diso
lueién. En la Tabla XXXVIIIse reportan las constantes de di-
solucidn y el coeficiente de correlacidn para cada producto
estudiado de ampicilina th, en agua destilada., Los productos

JMy AMpresentan las constantes de disolucidn mdxima y minima de

0.19 y 0.019 min_ir'espec‘tivanente.



Tabla XXXVII .

Anilisis estadistico de varianza de la cantidad
disuelta de ampicilina th. (cépsulas de 250 mg)

a diferentes intervalos de tiempo en dos medios de disolucidn.

Dato estadistico

nis

. . 1SS TrSS ESS DF1 DF2 DF3 TrMS Feal _Niye} de ,
Tiempo (min) Significancia
5 351521.9 283706.7 67815.2 13 70 83 21823.6 968.8  22.53 p<0.05%
10 284627.3 268251.9 16375.3 13 70 83 20634.7 233.9 88.21 p<0.05*%
15 233616.7 220482.6 13134.1 13 70 83 16960,2 187.6  90.39 p<0.05%
. 20 189551.2 176758.6 12792.6 13 70 83 13595.8 182.7 4.4 p<0.06%
HC1 0.2 N 30 9yU128.5 78996.3 11132.2 13 70 83 6076.64% 159.0 38.21 p<0.05"‘
45 76029,7 65667.4 10362.2 13 70 83 5051.3 148.0 34,12 p<0.05*
60 72460.2 63313.7 9146.,5 13 70 83 4870.3 130.6 37.27 1:J<0.O5"=
5 179243.8 122595,1  566u48.7 13 70 83 a420,4 845,56  11.1% p<0.05%
10 239301.0 144812.%  94688.7 13 70 83 11124.0  1352.7 8.22 p<0.05"=
15 19200%.9 148937,1 43073.8 13 70 83 11456,2 615,34 18.62 p<0.05*
20 165653.3 143106.2 22547.1 13 70 83 11008.2 322.1  3u.18 p<0.05"'
A wa Destilada 30 477530.7 164833.6 12697.1 13 70 83 12679.51 - 181.39 69.90 p(U.OS?
45 136299.% 125587,3  10712.3 13 70 83 9650.6 153.0 63.13 p<0,05"
60 134358.5 123u1s.7  10943.7 13 70 83 a493.4 156.3  60.42 p<0.0b*
7SS = Suma total de cuadvados Tr}S = tratamiento cuadritico medio
Tr8S= Tratamiento de la suma de cuarados EMS = Errcer cuadritico medio
ESS = Error de suma de cuadrados Fecal = Relacidn de F calculada

br, = Tratamiento de log grados de libertad
DF, = Evrror de los grados de libertad
DF, = Total de los grados de libertad

Si hay diferencias significativas

THET
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Tabla X¥XVIII.. Constante de velocidad de disolucidn
de los catorce productos de ampicilina

th. en agua desiilada.

Método de cantidad remanente por disolverse
Producto K (ler. orden) r

AM 0.019 0.986
BM . 0.170 0.992
cM < 0,125 0,986
DM : 0.181 Q.99
EN ‘ 0.130 0.978
M ' 0.179 0.998
[eRyl 0.111 0,970
HM 0.129 . 0,996
M ‘ 0.140 0.969
JM 0.190 0,998
KM - 0.138 0,991
LM " 0.123 0.996
MM 0.186 0.926
N# 0,136 0.996

K = constante de disoluecidn( pin~1)
r = coeficiente de correlacién

* = producto innovador
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No se encontré = correlacién entre las pruebas de disolu

cibén y desintegracidn en los productos estudiados.

5.3. Estudios in vivo: Biodisponibilidad de ampicilina th. en

humanos.

5.3.1. Determinacibén de ampicilina th. en plasma y orina.

La determinacién de ampicilina th. en plasma y orina
se realizd empleando un método microbioldgico de sensidisco-
placa, en el cual se utilizo B, subtilis como mierocorganismo
de prueba.

El método mostrd una linealidad satisfactoria entre las
concentraciones de 0.25 a 50 mecg/ml con un coeficiente de co-
rrelacién de 0.998 (p<0.01) tanto en plawma como en orina (ver
Figuras 12 y 14 ) y el coeficiente de variacién en la repeti-
bilidad del método fué de 2.5 a 0.694 porciento para plasma y
de 3.39 a 0,699 porciento para orina, para las concentraciones
de 0.25 y 50 mcg/ml respectivamente (Tablas XIX y XXIII).

La reproducibilidad del método se evalud con los datos
de l& Tablas XX y XXIV, encontrindose un coeficiente de varia-
cidén de 1167 a 6.95 porciento para plasma y de 3.8&‘§ 6.12 por
ciento para orina en el intervalo de concentraciones de 0.25 a
50.0 meg/ml. La reproducibilidad y la repetibilidad son de
magnitud diferente debida a que los valores del coeficiente
de variacibn en determinaciones realizadas en diferentes dias
son mayores a los valores de determinaciones realizadas el
mismo dias. Por lo que es aconsejable hacer una curva patrén

cada dia de trabajo para aumentar la precisidn del método ana
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litico.

El método demostrd ser especifico para ampicilina th.
siempre y cuando no se administre otro antibidtico durante el
estudio, que es el caso de la presente investigacién, debido
a que los me{ébolitos de la ampicilina, el dcido peniciléni-
co y el dcido peniciléico resultaron ser bioldgicamente inac-
en las condiciones de trabadjo
tivosk por lo que el método microbioldgico puede utilizarse
con la seguridad de que estos metabolitos no interfieren en
el an&lisis cuantitativo de ampicilina th. en plasma y orina.

El estudio de estabilidad mostrd que la ampicilina en
fluidos bioldgicos (plasma y orina), a una concentracidn de
30 meg/ml, se degrada un 4% en plasma y un 5% en orina en cua
tro horas a temperatura ambiente y a una temperatura de -10°C
se degrada un 8% en plasma y un 10% en orina en 21 dias (ver
Figuras 13 y 14). En este estudio no se determind el or-
den de la reaccidn debido a que no se cuantific6é la ampicili-
na hasta el 75% de degradacibén, que es el porcentaje necesario
para calcular adecuadamente el orden dgf;eaccién, ya que el
propdsito de este estudio no fué establecer el orden de reasg
cidn sino observar el porcicnto de degradacién en el tiempo
de trabajo, evitando de esta manera error en la determinacidn
de ampicilina por almacenamiento prolongado de las muestras
plasmidticas y urinarias.

Las muestras colectadas durante los estudios fueron ana

lizadas de 24 a 48 horas después de su obtencidn y no estuvie
ron espuestas mis de 4 horas a temperatura ambiente mientras se llevaba a
cabo el andlisis de las mismas, 10 que asegura una pérdida de potencia, me-
nor al 5% en todos los casos. '



139.

5.3.2. Estudios Preliminares de Biodisponibilidad.

5.3.2.1. Estudio Preliminar I: Administracién oral de ampicili-
: na th.

Con el objeto de establecer un horario adecuado para
la toma de muestras y conocer si la concentracibén de las mues-
tras urinarias desconocidas caian dentro del intervalo de con-
centraciones de la curva patrdn, se administrd una dosis oral
de 250 mg del producto innovador (Pollicyllin de Bristol, Lo-
te HGM17) a dos voluntarios sanos. Los datos obtenidos de la
cantidad excretada de ampicilina th. en orina (Tabla XXVII),
fueron tratados por los métodos de velocidad de excrecién vy

(89,90)
k]

sigma menos asumiéndose modelo abierto de un comparti

miento (MAUC) para la administracidn oral de ampicilina th. En

(89,90,91) que la ampicili

la literatura se encucntra reportado i
na después de una administracidén intravenosa, se comporta de i
s . |
acuerdo a un modelo abierto de dos compartimientos (MADC), sin

embargo debido a que la fase de distribucidn ¢ termina antes de

una hora no es posible caracterizar dicha fase cuando la admi-
nistracidén es de tipo oral y menos con datos urinarios, razdn

por la cual, es mis adecuado hacer los calculos farmacocinéti

cos asumiendo MAUC en lugar del correspondiente MADC, después

de la administracidn oral de ampicilina thsag’QO).

Los datos encontrados en las muestras urinarias estuvie--

ron dentro del intervalo de la curva patrdny concuerdan conlos da

tos reportados en la literatura para muestras plasmiticas obte-,
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nidas después de una administracién oral de 250 mg de ampicili

na th.(7"’85’92’93’9u). Por esta razdén no fué necesario modi-

ficar el intervalo establecido (0.25 - 50 mcg/ml) en las cur-

vas patrén de ampicilina th. en plasma y orina.
. F . en los egtudios, de biedisponibil <dad
Al revisar en la literatura los horarios propuestosipara
la toma de muestras bioldgicas después de la administracidn

oral de ampicilina th. encontramos cque para la toma de mues--

tras sanguinecas diversos autores proponen los siguientes hora-

(85) t(95)

rios: Whyatt y Eber 0.0, 1.0, 2.0, 3.6, 4.0, 6.0y

8.0 hr, Jusko'’) 0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 6.0 y

8.0 hr. Mayersohn(gu)

(92)

0.0, 1.0, 1.5, 2.0, 3.0, 5.0 y 7.0 hr.
Welling 20, 40 min , 1,0, 1.5, 2.0, 3.0, 4.0, 6.0y 8.0 Wr.,
ete., de estos autores sblo Welling toma muestras de orina al
mismo tiempo que las muestras sanguineas, pero colectando to-
da la orina excretada durante § horas y analizindola de una ma
nera global como una sola muestra para conocer el porcentaje
total de ampicilina excretado en orina en 8 horas.

Considerando los resultados encontrados en el presente eg
tudio, el horario establecido para la toma de muestras uripna--
rias de 0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5, 5.0,
6.0, 8.0, 10.0, 12.0 y 24 horas es adecuado respecto al niime-
ro de datos obtenidos en la fase de eliminacidén, estos permiten
calcular adecuadamente Kd, sin embargo para calcular correcta-
mente ¥a faltan datos en la fase de absorcidn, por lo cual es
necesario aumentar el nimero de tomas iniciales. . Sin embargo

en las muestras urinarias no es posible colectar -orina a intep
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valos menores de 30 min., pero si es posible determinar con pre
cisidén Ka a partir de datos plasmiticos, tomando 5 muestras san
guineas antes de alcanzar la concentracidn plasmitica mdxima
(cp max) de 1.5 a 2.0 horas, por lo cual se propuso para la to
ma de muestras sanguineas en el estudio de bioequivalencia el
siguiente horario: 20, 3%, 45, 65, 75, 95, 135, 175, 235, 285,

330 y 390 min,
(79) (96) (75)

Gairod , Klein y Goodman , reportan que el 30%

de una dosis oral de ampicilina es rccobrada en orina a 6 a 8

(a7} mencionan que el 25% de una dosis oral se excreta

(74)

., Bunn
en 8 hr. Jusko reporta que se excreta dnl 17 al 63% 'de ampicilina
-~ ipalterada cn orina después de una dosis oral. Los da-
tos reportados por estos autores concuerdan con el porcentaje
obtenido de 33.6 y 36.3 en los dos voluntarios, para la canti-
dad de ampicilina excretada inalterada en orina después de la
administracién de 250 mg por via oral.

Se encontrd que el valor para la vida media de eliminacidn
obtenida a partir de datos urinarios fué semejante al utilizar
los 2 métodos; 1.17 hs. por el de velocidad de excrecién y 1.21
hr. por el de sigma menos, este valor concuerda con lo reporta-
do por Jusko'™? (t1/2 1.1 a 1.3 hr.).
5.3.2.2. Estudioc Preliminar II.

Estudio de bioequivalencia; producto innovador, solu-
cibn oral y producto del mercado nacional.
Se estudidé la bioequivalencia de ampicilina th. en sus

tres presentaciones: A (Solucién de 250 mg de ampicilina th.,



1u2.

B (proaucto innovador Pollycillin, Bristol Lab., Lote H6M17) y
C (producto mexicano dé baja disolucidn),o lecténdose tanto
muestras plasmiticos como urinarias.
En el presente estudio se sipguid el disefio cruzado, des-
crito en la Tabla XIII, con el objeto de disminuir la varianza
entre voluntarios usando cada voluntario como su propio control.
Se selecciond para el estudio de bioequivalencia el pro-
ducto mexicano designado en la Tabla IX con la letra "AM', debi
do a que era un producto farmacéuticamcnte equivalente al pro-
ducto innovador, o sea que cumplia con las especificaciones de
la B.P. pero mostraban un perfil de disolucidn muy bajo (Figu-
ra ¥ y XI). Con estas caracteristicas se conciderd que este
producto tenia un potencial elevado para presentar una biodis-
ponibilidad baja.
En base al MAUC se calcularon los pardmetros farmacocing
ticos (Kd, t1/2 Kd, Ka, t1/2 Xa, t max, Cp maé y ABCZ) a partir
de datos plasmiticos, y (Kd, t1/2 Kd, Xa, t1/2 Ka y Aex") a par
tir de datos urinarios.
Los datos obtenidos para Kd, t1/2 Xd y Aex” concuerdan ;
(719 (92) (82) :

con lo reportado por Jusko etc.,sin

embargo
especto a los valores encontrados para Ka, t1/2 Ka, t max y

, Welling Dugal
Cp max, estos parimetros varian dependiendo de la cantidad y ve
locidad con el férmaco se absorbe,estando involucrados factores
tanto de tipo individual como de formulacidn.

Para determinar la bioequivalencia de los productos estu-

diados de ampicilina th., se comparan los niveles alcanzados por
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el producto mexicano respecto a la solucién y al producto inno-. .
vador, tanto en plasma como en orina. Esta comparacién se pue-
de hacer primero a partir de algunos parimetros plasmiticos co-
mo son: a) La concentracién plasmitica mixima que se alcanza

'
(Cp max), la cual depende de la formulacidn y la respuesta in- i

H
dividual. b) El tiempo en el cual se llega a la concentracién
plasmitica mizima (t max). Este pardmetro esta relacionado a

la velocidad de absorcidn de un fdrmaco a partir de una formu-

lacibén y es usado como una medida de la velocidad de absorecidn.
c) El drea bajo la curva de una grdfica de concentracidn plas- i
mitica contra tiempo (ABC:) e¢ste pardmetro es el mAs importan
te para evaluar la biodisponibilidad y representd la cantidad
de farmaco absorbida, después de la administracién de una dosis
oral de un fdrmaco y d) La comparacidn de los niveles plasmiti-
cos alcanzados a cada tiempo de muestreo por las formulaciones
estudiadas.,

La Bioequivalencia también se puede determinar a partir de
datos urinarios como son: a) La comparacidén de los niveles de

cantidad acumulada excretada inalterada en orina por las dife- .

rentes formulaciones a cada intervalo de muestreo y b) La com-
paracién de los datos obtenidos por el método de velocidad de ex
crecidén a cada tiempo de muestreo en las formulaciones estudia- i
das.
Considerando lo anterior se efectud una prueba estadisti- B
ca de anflisis de varianza, para los valores de t max, Cp max,

ABCZ y datos de concentracidn plasmitica obtenidos a diferentes
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tiempos de muestrco‘(ZO, 35, 45, 65, 75, 95, 135, 175, 235, 285
min). primero entre los productos A, B y C y segundo entre los
productos B y C. Se encontraron diferencias estadisticamente
significativas (a un nivel de significanecia a = 0.05) entre los
productos A, 8 y C (Tabla XXXIX) para el valor de t max y para
los dateos de concentracién a los 20, 30, 45, 65, 75 y 95 minu-
tos y entre los productos B y C a los 65 y 95 minutos (Tabla XL).

Los datos de la cantidad acumulada de ampicilina excretada
en orina a los diferentes intervalos de tiempo, asi como los da
tos obtenidos al utilizar el método de velocidad de excrecidn a
cada tiempo de muestrco fueron sometidos a un anflisis de varian
za (a un nivel de significancié @ = 0.05). Este andlisis se efeg
tué- primero entre 105 productos A, B y C y segundo entre los
productos B y C.

En las Tablas XLI y XLII se presentan los resultados del
andlisis de varianza para la cantidad acumulada excretada de am-
picilina th. en orina, observindose que se presentan diferencias
altamente significativas para los productos A, B y C a todos los
tiempos de muestreo (0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2,5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5,
5.0, 6.0, 8.0, 10.0, 12.0 y 24 horas) y para los productos B y
C a los siguientas tiempos: 1.5, 2.0, 3.0, 3.5, 4.0, 4,5, 5.0,
6.0, 8.0, 10.0, 12.0 y 24 horas.

El andlisis de varianza para los datos obtenidos por el mé&
todo de velocidad de excrecidn se presentan en las tablas XLIIT
y XLIV, encontréndose diferencias significativas entre los pro-

ductos A, By C a 0.75 horas y en los productos By Ca (75




Tabla XXXIX.

An&lisis estadistico de varianza para datos plasmi-

ticos obtenidos a diferentes intervalos de tiempo

después de la administracién oral de los productos

A, By C de ampicilina th.
Tabla ANOVA

gigéggg;co TSS TrSS ESS DI"‘,_1 DF2 DF3 TrMS EMS Feal S‘Niygl de

Tiemo.(mn ) ignificancia
20! .48 2.89 1,59 2.0 12.0 1.0 1.45 0.13 10.95 p<0.05%
35 9.27 7.25 2,02 2.0 13.0 15.0 3.62 0.16 23.11 p<0.05*
5 9.36 5.62 3.74 2.0 12.0 1.0 2.81 0.31 9.02 p<0.05%
65 8.02 4.58 4.4y 2.0 13.0 15.0 2,29 0.34 6,70 p<0.05%
75 10,01 5.37 4,64 2.0 13.0 15,0 2,69 0.36 7.53 p<0.05 "
95 10.05 5.13 4,92 2.0 13.0 15,0 2.56 0.38 6.77 p<0.051%
135 3.60 0.85 2,75 2.0 12.0 14,0 0.42 0.23 1.84 p>0.05
175 5.10 0.36 4,74 2.0 13.0 15.0 0.18 0.36 0.49 p»0.05
235 3.07 0.61 2,46 2,0 13,0 15,0 0.31 0.19 1.61 p>0.05
285 0.88 0.26 0.62 2.0 10.0 12.0 0.13 0.06 2.09 p»0.05
Cp max 5.77 1.88 3.89 2.0 13.0 15.0 0,94 0.30 3.14 m0.05
t max 1u37.5 6961.6  7413,3 2.0. 13.0 15.0 3u80.8 570.26 6.10 p<0.056%
ABCZ 134538.3 17911.4 116626.9 2.0 13.0 15,0  8955.7 8971.3 1.0 p»0.05

TSS = Suma total de cuadrados

TrSS = Tratamiento de la suma de cuadrados

ESS = Error de suma de cuadrados

DF3 = Total de los grados de libertad

TrMs
EMS

DF, = Tratamiento de los grados de libertad Freal

1

DF2 = Error de los grados de libertad

&

Error cuadritico medio

= Relacidn T calculada

= Tratamiento cuadritico medio

Si hay diferencias sinificativas

“ShT



Anflisis estadistico de varianza para datos plasmaticos obte~-

Tabla XL.
nidos a diferentes intervalos de tiempo después de la adminis-
tracidn oral de los productos B y C de ampicilina th.
Tabla ANOVA )
;:ii‘d":z‘;co T5S TrsS  ESS DF, DF, DF, TRHS EMS Poal nguvaliin de
Tiemo (18n ) T
20! - - - - - - - - - -
35 0.98 0.19 0.79 1 9 10 0.19 0.09 2,15 p>0.05
U5 2.17 0.59 1.59 1 8 9 0.59 0.20 2.97 p»0.05
65 3.61 1.64 1.97 1 g 10 1.64 0.22 7.51 p<0.05%
75 3.57 1.0 2,57 1 9 10 1.0 0.29 3.51 p»0.05
95 4,19 1.82 2,37 1 9 10 1.82 0.26 6.92 p<0.05%
135 2,18 0.84 1.34 1 8 g 0.84 0.17 5.01 p>0.05
175 4,06 0.07 3.99 1 9 10 - 0.07 0.4 0.16 p»0.05
235 2.39 0.02 2.37 1 9 10 0.02 0.26 0.06 p>2.05
285 0.59 0.0026 0.59 1 5 :7 0.0026 0.1 0,03 p>0.05
Cp max 2.4 0.5¢2 2.15 1 9 10 0.59 0.24 2,48 p20.05
T max | 9963.6 3030.3 6933.3 1 9 10 3030.3 770.3 3.93 p>2.05
ABC: 95977.4  13172.1 82805.3 1 9 10 13172.1 9200.5 1.43 p20.05
TSS = Suma total de cuadrados DF3 = Total de los grados de libertad
Tr8S = Tratamiento de la suma de cuadrados TrMS = Tratamiento cuadritido medio
ESS = Error de suma de cuadrados EMS = Error cuadritico medio

DF1 = Tratamiento de los grados de libertad

DF, =

g * Lrror de los grados de libertad

Feal = Relacidén de T calculada
% Si hay diferencia significativa

“ShE



Tabla XLI.. Andlisis estadistico de varianza de la cantidad excretada
inalterada de ampicilina en orina a diferentes intervalos
de tiempo después de la administracidn oral de los produg
tos A, By C.
Tabla ANOVA -
Parametro
Estadist. 7SS TrSS  ESS DF DF DF TrHs EMS Fcal  Nivel de
Tierpo ( hr ) 1 2 3 Significancia
0.5 82.63 35.06 47.57 2 11 13 17.53 4,32 4.05 p<0.05%
1.0 912.4 676.6 235.7 2 10 12 338.3 . 23.5 14.35 p<0.05*
1,5 2205.3 1525.9 679.3 2 11 13 762.9 61.7 12,35 p<0.05%
2.0 3647.8 1974.4  1673.3 2 11 13 987.2 152.1 6.49 p<0.05%
2.5 5098.0 2782.9  2315.1 2 11 13 1391.4 10,47 6.61 p<0.05%
3.0 u640.9 2742.8  1898.1 2 11 13 1371.4 172,56 7.95 p<0.05*
3.5 4591.5 2631.0 1960.5 2 1 13 1315.5 178.2 7.38 p<0.05*
4.0 4505.6 2389.3 116.34 2 1 13 1194.6 192.3 6.21 p<0.05ﬁ
4,5 4323.8 2148.1  2175.6 2 v 1 13 1074.0 197.7 5.43 p<0.05“
5.0 3997,2  1884.0 2113.2 2 113 9w2.0  192.1 4,9 p<0.05%
6.0 3663.6 2106.0 1557.6 2 1 13 1053.0 141.6 7.44 p<0.05%
8.0 3557.5  2130.9 1426.6 2 ] 13 1085.4  129.6 8.22 p<0.05"
10.0 3533.3  2144,3  1388.9 2 bR 13 1072.1 126,27 8.49 p<0.05"
12.0 3536.2  2173.0 1363.1 2 113 1086.5  123.9 8.77 p<0.05"
. 24,0 3510.5 2147.4  1363.0 2 11 13 1073.7 123.9 8.67 p<0.05*
TSS = Suma total de cuadrados DF3 = Total de los grados»de libertad

TrSS = Tratamiento de la suma de cuadrados
ESS = Error de suma de cuadrados

DFy = Tratamiento de los grados de libertad
DFZ = Error de los grados de libertad

EMS = Error cuadrdtico medio

Fcal = Relacién de F, calculada
* 8i hay diferencia significativa

Tri¥S = Tratamiento cuadrético medio

“LAT



Tabla XLII.

Andlisis estadistico de varianza de la cantidad acmulada

excretada inalterada de ampicilina th. en orina a dife--

rentes intervalos de tiempo después de la administracidn

oral de lous productos By C.

Tabla AMOVA

Parématro
Estadistico :
) T88 TrSS ESS DF, DrF, DF, Tris EMS Fcal  Nivel de
T.i empo Significancia
Che )
0.5 0.18 0.03 0.15 1 7 8 0.03 0.02 1.55 p»0.05 -
1.0 35.81 26,12 9,69 1 7 8 26.12 1,38 18.87 p>0.05
. 1.5 149,73 112,77  36.95 1 7 8 132,77 5.28 21,36 p<0.05%
2.0 1126,2 7224 403.7 1 7 8 722.4 57.6 12.52 p<0,05%
2.3 - - - - - - - - - -
3.0 1941,23  1304.49  636.74 1 7 8 1304.49 90.96 14,34 pe0,05%®
4.5 2119,26  1426.75 692,51 1 7 8 1426.75 98.93 14,42 p<0.05%
4.0 2282.6  1467.9 814,70 1 7 8 14€7.9 116.39  12.61 ped.05%
T 2292.6  1453.17 839.5 1 7 - B 1453.17 119.9 12.12 p<0.05"
5.0 2252,6  1362.6  890.06 1 7 8 1362.6 127.1 - 10.72 P¢0.05"
6.0 2133.3  1405.66  727.73 1 T 8 1405.6 103.9 13.52 pe0.05%
8.0 2036,3  1417.6 648.6 1 7 8 1417.6 #8.38 16,04 p<0.05"
10.0 2016.7  1434,3 582.3 1 7 8 14343 83.12  17.24 pe0.05%
12.0 2016.8  1u43.n4 573.4 1 7 8 14h3.4 1,92 17.62 p<o.05%
24,0 2002,3 14380 564.7 1. 7 g 1438.0 80.68  17.82 ped, 05
TS5 = Suma total de cuadrados DF, = Total de los grados de libertad

TrSS = Tratamiento de la suna de cuadrados
ESS = Error de suma de cuadrados

DF4 = Tratamiendo de los grados de libertad

DF2 = Error de los grados de libertad

3

_Tr#S = Tratamiento cuadrdtico medio

Ei{S = Error cuadrdtico medio

. Feal = Relacidn de F calculada

"% g1 hay diferencia significativa

“8hl



Tabla XLIII.

Anilisis estadistico de varianza para datos urinarios

obtenidos por el método de velocidad de excrecidn des-

pués de la administracidn oral de los productos A, B

y C de ampicilina th.

‘DF

Pardmetro
Estadistico o )
Tiqm]) TsS TrSS ESS DF1 DF2 DF TrMS EMS Feal Sigﬁi?ﬁiagzia
(min)
0.25 328.23 137.82 190.41 2 11 13 68.91 17,31 3.98 p>0.05
0,75 1988.46 1639,59 3u8.88 2 10 12 819.79 341,89 23.50 p<0.05”
1,25 1953,27 747,26 1206,01 1 11 13 373.63 109,64 3.41 p>0.05
1,75 3505.3 1076.8 2428.4 2 11 13 5387M 220,77 2. 44 p>0.05
2.25 1278.5 378.,5  900.07 2 11 13 189.2u4 81.82 2.31 p>0.05
2.7% 793.27 0.85 792.u2 vZ 11 13 0.u3 72,04 0.01 p>0.05
3.25 469,56 53,23 1416.33 2 11 13 26,61 37,85 0.70 p>0.05
3.75 316.87 77.09 239.78 2 1 13 38,54 21,80 1.77 p>0.05
4,25 165,22 67.82 97.39 2 11 13 33,51 8.85 3.83 p>0.05
4,75 417.03 52,92 364.11 .2 11 13 26,46 32.10 0.0 p>0.05
5.5 165.87 13.65 152.22 2 11 13 6.83 13.84 0.49 p>0.05
7.0 3.96° 0.02 3.94 2 11 .13 0.01 0.36 0.03 p>0.06
9.0 0.61 0.02 0.59 2 11 13 0.01 0.0 0.1y p>0.08
11.0 0.13 0.013 . 0.12_3 2 11 13 u.iSXEé D.O}u 0.37 p>0.05
18.0 0.01 1.77%30 B.ATXI0 2 1 13 8.97410  3.79¥10  2.37 p>0.05
TS8S = Suma total de cuadrados DP3 = Total de los pgrados de libertad
TrSS = Tratamiento de la suma de cuadrados TrMS = Tratamiento cuadrdtico medio

ESS = Error de suma de cuadrados

DFy = Tratamiento de los pgrados de libertad
= Error de los grados de libertad

2

EMS = Error cuadritico medio

Fcal =

Wt -

Relacién de T calculada
Si hay diferencias si mificativas

“ehT



Tabla XLIV. Andlisis estadistico de varianza para los datos

urinarios obtenidos por el método de velocidad
de excrecidn después de la administracidn oral
de los productos B y C-de ampicilina th.

Dato .
Estadist,
) ) TSS TrSs ESS DF, DF, DF, TrMs EMS Feal Nivel de
Tiempo (min) 3 Significancial
0.25 0.79 0.51 0.28 1 7 8 0.28 0.07 3.89 p»0.05
0.75 83.30 24,20 59,10 1 7 8 59.10 3.46 17.10 p¢0.05%
1.25 207.4 121.0 88.37 1 7 8 121.02 12.62 9.59. P<0.05%
1.75 2883.1  1057.4  1825.6 1 7 8 1057.4 260.8 4,05 p>0.05
2,25 883.41  542.8 340.6 1 7 8 346.6 77.55 4,39 p>0.05
2.75 590.25 0.0013 590.2 1 7 8 0.0013 84,32 1.52x53 p>0.05
3,25 279.22 10.95  268.27 1 7 8 10.95 38.32 0.29 p>0.05
3.75 174.25  173.78 0.47 1 7 8 0.47 24.83 0.02 P>0.05
Y,25 78.64 0.06 78,64 1 7 8 0.06 11.23 0.01 p>0.05
4,75 348.17 6.72  341.45 1 7 8 6.76 48,78 0.1 . p»0.05
5.5 13.78 0.33 13,44 1 7 8 0.33 1.92 0.17 p>0.05
7.0 2.98 0.01_, 2.9 1 7 8 0.01, 0.42 0.01 p>0.05
9.0 0.4 1.01x10 0.4 1 6 7 1,01X10 0.07 0.02 Py0.05
11.0 0.03 3.56X10  0.03 1 7 8 3.56X1)  4.37x1p 0.81 p>0.05
18.0 4.11%10  2.72%10 4.09X10 1 7 8 2,720 5.8 X0 0.05 . p>0.05

TSS = Suma total de cuadrados

Tr8S = Tratamiento de la suma de
ESS = Error de suma de cuadrados
DF1 = Tratamiento de los grados de libertad
DF2 = Error de los grados de libertad * = 'Si hay diferencias simificativas

DP3 = Total de los grados de libertad
cuadrados TrMS = Tratamiento cuadrdtico medio
EMS = Error cuadrdtico medio
Fcal = Relacién de T calculada

. 08T



151.

y 1.75,
Para corroborar los resultados obtenidos en estos andlisis

estadisticos de varianza y comprobar la biocequivalencia del pro

ducto mexicano estudiado de ampicilina th, se hizo un andlisis

(98)’ el

de biodisponibilidad utilizando el método de Kwan-Till
cual considera, tanto datos plasmdticos como urinarios. El mg
todo de Kwan-Till se utiliza para determinar la biodisponibili
dad, basindose en estimados de pardmetros farmacocinéticos en
los que puede ocurrir variacidn intra-individuo respecto al
tiempo como son: depuracidn renal, depuracibn plasmitica y la
cantidad de f4rmaco inalterado excretade en orina. ELste méto-
'do es totalmente compatible con otros métodos farmacocinéticos
y presenta las ventajas de ser modelo independicnte y conside-
rar la variacién individual que puede ocurrir en los diferen-
tes dias del estudio, debido a cambios renales.

En base al andlisis de Kwan-Till se calcula la biodisponi-
bilidad relativa entre: primerc: Solucibn -producto innovador
(A-B). Segundo: solucidén -producto mexicano (A-C) y tercero:
producto innovador -Producto (B-C) mexicano. Los resultados
de este anilisis se muestran en la tabla XLVII. En esta tabla
‘se observa que el valor obtenido para la biodisponibilidad re-
lativa promed%oeé%tre los productos A-B, A-C y B-C es de 0,97
(+ 0.124), 0.74 (4 0.071) y 0.72 (+ 0;055) respectivamente.
Estos resultados indican que 1os productos A-B son bioequivalentes,
perc, si se presentan diferencias significativas en la biodisponibilidad de los
productos A-C .y B-C,0 sea entra el producto mexicano-solucin vy entre el
producto m2xicano-producto innovador. Deterrminando que el producto rewicano

estudiado de ambicilina th. es bioinequivalente.




Tabla XLV Anilisis de Xwan Till para calecular la Biodisponibilidad
relativa de los productos A, B y C de ampicilina th.
Depuracién (ml/min) Fraccibn de Dosis  Absorcidn
excretada en orina relativa
X fF
Tratamiento  Voluntario VSClir | v5c1lp ex | V“Cllr | VClxipleﬂ' S X x Ts
X=Prod. Innov. 1 256.76 693.95 383.39 1036.19 0.37 0.32 0.869
S = Solucion 2 344,62 1148.73 - - 0.3 - -
(A-B) 3 182.93 630,79 339,06 1169,16 0.29 0.33 1,15
1} 209,52 698,40 249.61 832,03 0.3 0.38 1.28
5 267.07 635.88 231,51 551.14 0.42 0,28 0.671
¥=0.972 (0.124)
N=Prod.Mexic. 1 265.76 693,95 213.72 577.62 0.37 0.28 . 0.75
S=Solucion 2 344,62 1148.73 273.70 912,33 0.3 0.21 0.69
(A-C) 3 182.93 630.79 146.47 505,05 0.29 0.2»2 0.77
Yy 209,52 638,40 287.18 957.26 0.3 0.23 0.77
5 267.07 635,88 199.77 475,64 0.42 0.20 0.48
) ¥=0.74 (0.071)
%=Prod. Mexic. 1 383,39 1198.09 213,72 667.87 0,32 9,28 0.87
S=Prod. Innov. 2 - - 273.70 - - 0.21
(B-C) 3 339.06 1027,45 146.47 443,84 0.33 0.22 0.67
It 249,61 656,87 287,18 757.55 0.38 0.23 0.61
5 231.51 826.82 199,77 712.77 0.28 0.20 0.73
¥=0.72 (0.055)
vécrp = Depuracidn renal del producto de referencia VClxp ex" = depuracidn plasmitica del pro-
V5013p ex = depuracidn plasmatica del producto de referencia 7 = nedia ducto problema

V7Clir = Depuracidn renal del producto problema

Pl

( ) = Error estlndar.

=y
w
N
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7 En la Tabla XLVIII se resuren los resultados obtenidos del cilculo de
la biodisponibilidad relativa para los productos A-B, A-C y B-C a partir de
los datos Aex”, ABC_ y Fx Ts (Xwan-Till). El calewlar la biodisponibilidad
por diferentes métodos y a partir de diferentes parfnetros farnacocinéticos
pévn‘i‘ce asegurar de una forra nds adecuada si dos o wAs productos son bio-
equivalentes entre si.

En la Tabla XLVIII se observa que no hay diferencias signi-
ficativas en la biodisponibilidad de los productos A-B en nin--
fin caso, al igfual que para los productos B-C respecto al ABCZ,
pero si se presentan diferencias significativas en los produc-
tos A-C y B-C respecto a los datos de Aex” (0.7 y 0.71) y FxTs
(0.74 y 0.72) respectivamonte. Lo cual significa que el producto resicano
estudiado de baja disolucién no es bioequivalente respecto a la solucién y
al producto innovador de ampicilina.

la razén 1ds inportante por la cual es necesario realizar estudios
de biocequivalencia es debido a que r;uchos productos considerados farmacéu-
ticamente equivalentes al utilizar en la clinica no producen efectos tera-
péuticos comparables en los diferentes pacientes. Por lo cual un nedicamen
to adenfis de cunplir con las pruebas de Control de Calidad debe demostrar
su eficacia teraputica, que es el fin para el cual se produce cualquier
tipo de redicarento.

Por Gltim se calculd el nlmero necesario de voluntariog para detec-
tar una diferencia estadisticamente significativa de un 20% en la blodispo-
nibilidad de los productos de ampicilina en estudio, a un nivel de signi-
ficancia de 0.05, en base a pardmetros de biodisponibilidad y
sus respectivas desviaciones estdndar, como pueden ser, la can
tidad acunulativa excretada (Aexw , la constante de absorcidn

(Ka), la velocidad rdxira de excrecidn (AAex/Atrax, el tiewnpo
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Tabla XLVI

Biodisponibilidad relativa obtenida

por diferentes métodos para los pro

ductos A, By C de ampicilina th.

Aex ABCZ FxFs (Kwan-Till)
11 0.875 0.469 0.869
2 - 1.450
Soluc-P.innovador 3 1.17 1.05- 1,15
(A-B) y | 1.28 1.4y 1,20
5 | 0.676 0.697 0.571
X | 1.00 (0.137) 1.011 (0.190) 0.972 (0.124)
1 | 0,760 0.875 0.75
2 | 0.700 1.15 0.69
Soluc-P.mexicano 3 0.780 1.13 0.77
(A-C) 4 | 0.766 0.579 0.77
5 | 0.u88 0.484 0.u48
X | 0.70 (o.054)  0.84 (0.137) 0.74 (0.071)
1 10,868 1.86 0.87
2 - 0.822
b, innov-P.mexicano 3 | 0.668 1.07 0.67
4 |o.598 0.402 0.61
5 |o.721 0.693 0.73
¥ 10.713 (0,057) G:97 (0.247) 0.72 (0.055)

( ) = Error esténdar.
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de velocidad rixima de e>crecidn (tra¥ , calculados a partir de
datos urinarios o bien cp wax, tmax y ABCZ a partir de datos
plasriticos.

(39 se calculd

A partir de la ecuacidn sugerida por Dixon
el nfirero de voluntarios. E1 c&lculo.se basdé en las cantidades
acurulativas excretadas a las 24 hs. en orina por el producto
rexicano y el producto innovador, de acuerdo a la sijuiente

ecuacién.
S

Z(.ui -w2 sk .
v T 0
#= 2

¢ /' n

En la cual 02 es una funcidén que se utiliza para medir una
"alternativa. O sea la posibilidad de rechazar la hipdtesis ui =
u2 = ..., = uki, la cual puede usarse tarbién para determinar la
potencia del contraste n = niinero de observaciones de cada pobla

cidn ui = las medidas experimentales observadas de cada poblacién.

U = la nedia de las mwedias experinmentales.

1t

] el cuadrado rmedio residual del andlisis de varianza del disefio

K = nlimero de productos probados.

por lo tanto u, = 33.0, u, = 22.9, U = 27.95, K = 2 y a*= 80.68

sustituyendo estos datos en la ecuacién (1),

(33.0-27.95)2 + (22,9-27.95) 2/2 - 0.316

=
1

80.68 /n

=
1

0.316 n
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Ahora, leemos a partir de la grafica presentada en la Fi-

fura 31 con &« = 0.05,

1-8=0.8, vi1 = K-y v2 = Kn-K, los resul-

tados correspondientes a diferentes valores de n, comparando, ca

da vez el valor tabulado con 0,316 n hasta que se obtenga un va-

lor mayor que el de la grafica.

Se recurre a la Figura 31 utilizando n = 2, 4,6,8,10,12 y

14 y los resultados obtenidos de la tabulaci

los cuales
on, se presentan a

continuacidn:

De la Figura 31

n v2. ., .0.3%6n 0 0°

2 2 0.632 - -
Y 6 1,264 2,38 5,66
6 10 1.896 2.22 4,92
8 W 2.528 2,12 .49
10 18 3.16 2.08 4,32
12 22 3.792 2.06 4,24
4,42y 2.05 4.205

14 26

2

Para n = 14 la 0" de la tabla es menor que 0.316n. Esto

indica que el nimero necesario de voluntarios por producto es

igal a 14, para tener la posibilidad de descubrir diferencias

estadisticamente significativas del 80%.
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Ponencia de contraste del andlisis de

31,

Figura No.

varianza.
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CAPITULO VI

6. - Conclusiones.

6.1. Se encon;r& que de trece productos estudiados de ampicili

na th. del mercado nacional, los productos C{ DY B} KMy MMno son

farmacéuticamente equivalentes, ya que no qgmnlcn con el requi-
phar nacopca

sito de contenido especificado por la pritishd, Por lo tanto,

estos productos deberian ser retirados del mercado al no cum-

plir con este requisito basico de calidad.

6.2. Se utilizd cl método espectrofotométrico de la British

(12) para la valoracibén de ampieilina en apua des-

Pharmacopea
_tilada y HCl 0.1 M El método mostrd una lincalidad satisfacto
ria de 4 a 24 meg/ml (r = 0.999, p<0.001) en los dos medios de
disolucidn. FEl coeficiente de variacidén fué de 0.12 a 1.6% en
HCY 0.1 Ny de 0.25 a 1.9% en agua destilada para las concentra
ciones de 4 y 24 meg/ml respectivamente.
Por las caracteristicas de linealidad y precisidn, el mé-
todo espectrofotométrico de la B.P. resulta adecuado para ser

utilizado en la determinacidn de ampicilina th. en las pruebas

de disolucidn.

6.3. las pruebas de disolucidén de los trece productos naciona-
nales de ampicilina th., y del producto innovador, Pollycillin
de Bristol, mostraron diferencias simificativas en la cantidad

disuelta a todos los tiempos tante en HC1l 0.1 N com en aga destilada.
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las diferencias fueron mayores en agua destilada a los 30, 45 y 60

min. lo cual indica que en agua destilada y a una menor agita-
cidn se podria discernir mejor el comportamicnto de disolucidn
de las clpsulas de ampicilina th. El producto con la clave AM
presenta el comportamiento de disolucidén mds bajo tanto vn HICL
0.1N como en asua destilada 65 y 55% respectivamente.

La baja disolucidn del procucto AM se comprobd que co--
rrespondia a un caso de menor biodisponibilidad. E1 producto
M presento tgmbién baja disolucién,66% en agua destilada lo cual

hace pensar en uh posible problema de biocequivalencia.

6.4. No se encontrd correlacién entre la prucba de disolucidn

y desintegracién en los productos estudiados.

6.5. El1 método microbiolégico de sensidisco-placa utilizando
B. subtilis como microorganismo de prueba para la cuantifica-
cién de ampicilina th. en plasma y orina, mostrd una lineali-
dad satisfactoria de 0.25 a 60 meg/ml con un coeficiente de co-
rrelacién de 0.998 (p<0.01), el coeficiente de variacién fué de
2.5 a 0.694% en plasma y de 3.39 a 0.699% en orina para las con
centraciones de 0.25 y 50 mcg/ml respectivamente, por las ca-
racteristicas de linearidad, sensibilidad, precisidn y espe-
cificidad, el método microbioldgico es adecuado para ser usado
en los estudios de biodisponibilidad de ampicilina th. a par-

tir de muestras plasmiticas y urinarias.

6.6. En base a un estudio preliminar en el que se administrd
por via oral 250 mg de ampicilina th. a dos voluntarios sanos,
se establecieron loshorarios utilizados en el estudio de bio-

equivalencia para la toma de muestras plasmiticas y urinarias.
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Se encontrd que el intervalo establecido (0.2 - 50 mcg/ml) en
la curva patrdn de ampicilina th. en plasma y orina era ade--
cuado para interpolar los datos de las muestras obtenidas du-
rante el estudio y que los pardmetros farmacocindticos prome-
dio encontrados para Kd (0.588), t1/2 (1.18 hs) y Aex (36%) con

corxlaban  con lo reportado en la 1itcr‘atura(73’7u’75’77’83’91’92’93’%).

6.7. Se realizb el estudio de bioequivalencia de una solucién de 250mg

de ampicilina th., el producto innovador, Pollyeillin de Bris
tol y un producto mexicano de baja disolucién, en 6 volunta-
rios sanos Encontrdndose mediante un andlisis estadistico de
varianza que habia diferencias altamente significativas entre
los productos estudiados para la cantidad de ampicilina ox--
cretada inalterada en orina a los diferentes tiempos de mues-
treo.

Para corroborar estos resultados se efcctlio el anilisis de
Kwan-Till para calcular la biodisponibilidad relativa entre; so
lueidn-producto innovador (A-B), solucidn-producto mexicano (A-
C) y producto innovador-producto mexicano (B-C). Encontridndo-
se en los resultados que no hay diferencias significativas en-
tre los productos A-B ( F = 0.97), pero si hay diferencias sig-
nificativas (p<0.05) entre los productos A-C (F = 0.74) y B-C
(F =q.72). Lo cual comprueba que el producto mexicano estu-
diado de ampicilina th. de baja disolucién designado como farma
ctuticamente  equivalente al producto innovador en base a las

. | LN . 17,
pruebas de control farmacéutico es bioinequivalente'.
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6.9. Se determind que son necesarios 44 voluntarios por cada
formulacidén de ampicilina th. que se desee estudiar para tener

un poder de 0.8 en la prueba de andlisis de varianza.

6.10. En bane a los resultados encontrados en el presente es-
tudio se sugiere; primero, que el control farmac&utico para cdp
sulas de ampicilina sea mds riguroso para evitar que los produc
tos que salen al mercado no sean farmacéuticamente equivalentesl
s2pundoy debido a la biodisponibi].idad dal 72% encontrada en el produc-
to mexicano que presentd baja disolucidn se fundamenta la nece-
sidad de considerar una prucba de disolucidn que pueda eviden-
ciar problemas de bioinequivalencia como requisito oficial den
tro de las pruebas de control farmacéutico para cdpsulas de am
picilina th. QZercero, se consideraaue 1@ prueba de disolucidn pa
ra cipsulas de ampicilina th. se lleve a cabo en agua destilada
~a renos de- 100 revoluciones p/nin:,con el objeto de evidenciar
mejor el comportamiento de disolucidn entre los productos estu

diados y cuarto)que se realice un estudio final de bicequiva--

lencia en el cual se utilice un nlmero mayor de productos nacio
nales de ampicilina para que los resultados encontrados sean es
tadisticamente representativos de la situacién real de bicequi-

valencia de este farmaco en nuestro pais. .
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7. Apéndices.

7.1. Apéndice 1.
WREACCIONES SECUNDARTAS Y TOXICAS DE 1AS PENICILINAS™'S)

Las penicilinas, como todos los agentes antimicrobianos
provocan diversos efectos adversos, tanto las biosintéticas na
turales como las semisintéticas. Estas reacciones, desde las
leves y evanescentes, hasta las graves y posiblemente mortales
pueden suceder por el uso parenteral, bucal, tépico, por inha-
lacién, e intraraquédeo y pueden atacar a la mayoria de los te
jidos y brganos separadamente o dJe modo difuso.

La frecuencia de los efectos indescables varia segin el
preparado y la via de administracidn. De las penicilinas in-
yectables, la penicilina G procainica produce la mis alta fre
cuencia de reacciones, aproximadamente S%; la penicilina G a-
cuosa, de 2 a 2.5%. La penicilina benzatinica produce efec--
tos desagradables en 0.3% de los pacientes. Los compuestos
que se dan por via oral dan una frecuencia de 0.3%. Por lo
general, la via oral entrana menores riesgos que la parenteral.
Pero debe sefialarse que han cocurrido nuertes cuando la peni-

cilina se ha tomado por la boca.

REACCIONES POR HIPERSENSIBILIDAD:
El mecanismo mds comiin en la patogénesis de los efectos ad
versos de cualquier clase de penicilinas es la hipersensibiliza-

eidn. Las reacciones alérgicas a la penicilina varian en fre--
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cuencia de 0.7 a 10% en varias areas del mundo. No hay testimo
nios de que haya habido aumento de frecuencin en los Giltimos 10
afios, Se cree que la peniciliné es la causa
mis general di alergia a los medicamentos, y en sus manifestacig
nes abarca casi toda la gama de reacciones por alergia y meca-
nismos inmunitarios.

Debe destacarse el hecho que las reacciones de hipersen
sibilidad pueden ocurrir con cualquier forma de dosificacidn de
la penicilina, y es de notar que, en algunos casos, la alergia

a un compuesto expone al paciente al riesgo de reaccidn si se le

administra una penicilina quimicamente afin,

Por otra parte, la ocurrencia de un efecto indeseable no im
plica necesariamente la repeticidn del efecto en sucesivas exposi
ciones. Por ejemplo, algunos pacientes que han tenido manifesta-~
ciones cutineas leves o moderadas pueden recibir de nuevo el agen
te que las provocd y no mostrar reaccidn alérgica. Reacciones de
este tipo pueden presentarse sin que haya habido exposiciédn ante-
rior al medicamento o inmediatamente después de la administracidn
de la primera dosis, especialmente en individuos que han tenido
reacciones alérgicas a otras sustancias. Aunque con la elimina-
cidén del antibidtico suelen desaparecer pronto las manifestacio-
alérgicas, puede suceder que persistan por una o dos semanas des-
pués de terminado el tratamiento. En algunos casos, la reaccidn
es leve y desaparece mientras continfla el uso de la penicilina.
En otros, la reaccidn es mis seria y requiere la inmédiata cesa-

cidn del tratamiento. En alguno que otro caso, es necesario pro
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hibir todo futuro uso de la penicilina, porque hay riesgo de
muerte, y el enfermo debe ser advertido de ello. Debe hacerse
resaltar que han ocurrido episodios mortales de anafilaxia por
la ingestidn de muy pequefias cantidades de este antibidtico.
Se han visto por sensibilizacidén a la penicilina erupcidn
urticarial, vesicular y bulbosa. Las lesiones purpiricas son
raras, causadas por la vasculitis; es muy rara la plrpura tron

bocitopénica. Ocasionalmente contraen la dermatitis por con-

tacto farmacfuticos, enfermeras y midic s que preparan o ma-
nejan ‘soluciones de penicilina, aunque nunca hayan recibido
por via bucal o en inyeccién; la dermatitis puede también resul
tar de aplicaciones tdpicas imprudentes de pomada de penicili-
na. Reacciones cuténeas mids graves son la dermatitis exfolia-
tiva y el eritema exudativo multiforme de tipo eritemo-papular
o vesiculo bulboso; estas lesiones pueden ser muy graves y de
distribucibn atipica y producir el caracteristico sindrome de
Stevens-Johnson.

La sensibilizacién a penicilinas conduce a lesiones buca-
les: glositis, estomatitis grave con pérdida de membrana muco-
sa de los carrillos, lengua saburral, lengia negra o parda y
queilosis., Tales manifestaciones se ven principalmente después
de la aplicacidn local de penicilina a la boca en forma de pas-
tillas, pero tambi&n pueden aparecer cuando se reciben inyeccio
nes del antibidtico. »

La fiebre puede ser la Ginica manifestacidén de hipersensi-

bilidad a las penicilinas. Puede ser alta y sostenida, remiten
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te o intermitente; a veces hay escalofrios. La reaccibn febril
desaparece en 2% a 36 horas después de cesar la administraéién

del mecanismo, cuya excrecidn es r&pida. A menudo acompafian a

la fiebre otras manifestaciones de scnsibilidad. La eosinofi-

lia acompafia frecuentemente a otros sintomas de alergia a la pe

la e091nofllla

nicilina. A vec@syes 1a unica anormalidad y lleﬂa de 10-20% o

mis del niimero de leucocitos circulantes.,

En pacientes que recibian penicilina, se ha registrado he-
maturia, albuminuria, piuria, cilindros de células renales y
otras especies de cilindros en la orina, aumento de la creati-
nina en el suero y aln nliguria estos
efectos probablemente se debian a hipersensibilizacidn, pues
fueron acompafiados de eosinofilia y erupcidn cutdnea. En pa--
cientes con enfermedad renal, la penicilina puede producir una
nefropatia con sedimento urinario anormal o glomerulonefritis
aguda.

Las reacciones mds graves de hipersensibilidad producidas
por las penicilinas son el angioedema, la enfermedad del suero,
anafilaxia y el fendmeno de Arthus. El angioedema con notable
hinchazén de los labios, lengua, cara y tejidos periorbitales,
acompafiado con frecuencia por respiracidn asmitica y ronchas
gigantes de la piel, ha sido observado como efecto de la admi-
nistracidén tépica, bucal y parenteral de penicilinas de varios
tipos. Tipica enfermedad del suero ha seguido a la sensibili-
zacidén a este tipo de flrmacos, especialmente a las formas de

depbsito; la gravedad es variable, desde la reaccidn con fie--
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bre ligera, erupcidén cutdnea y leucopenia, hasta la fuerte as-
tralgia o artritis, plrpura, linfadenopatia, esplenomegalia,
trastornos mentales, anormalidades en el ECG que hacen pensar
en miocarditis, edema generalizado, albuminuria y hematuria.
Esta reaccidn se produce al cabo de una semana o mis de trata
miento; tal vez se demora hasta una o dos semanas después de
terminado el tratamiento. La enfermedad del suero causada por
el tratamiento de penicilina puede persistir una semana o mis.
Algunos pacientes que han tenido varias exposiciones a la peni-
cilina, han experimentado varias clases de reacciones contra
vasculitis alérgica, lepus eritematoso diseminado o poliarteri-
tis.

las peacciones anafilicticas inducidas por varias clases
de preparados de penicilina son los peligros m&s importantes del
uso de estos medicamentos. Entre todos los antibidticos las pe
nicilinas son las que con mayor frecucncia causan este efecto.
Las reacciones anafilicticas pueden ocurrir en pacientes de cual
quier edad. Se ha calculado su frecuencia en 0.015 a 0.04% en
personas tratadas con penicilinas en varias partes del mundo.
Aproximadamente 0,002% de los enfermos tratados con estos anti-
bidticos mueren por anafilaxia, Por lo menos 300 muertes al afio
son debidas a esta complicacién del tratamiento. Alrededor del
15% de los que sucumben han tenido otro tipo de alergia, 70% re-
cibieron penicilina anteriormente, y una tercera parte de estos
reaccionaron al firmaco en ocasidn anterior,

La mayoria de las reacciones de anafilaxia siguieron a la inyec-



cidn de ﬁeniciiina, pero también se han observado después de la
ingestidén del medicamento, y alin como resultado de la aplicacién
intradérmica de muy pequefia cantidad del mismo en la prueba de
hipersensibilidad. El cuadro clinico varia en gravedad el caso
extremo es la sibita y fuerte hipotensién y rdpida muerte. En

otros casos, el episodio anafildctico se caracteriza por cons-

triccidn bronquial con asma intensa, o por dolor abdominal, nafi-

seas y vémitos, o por extrema debilidad y descenso de la presidn

arterial, o por diarrea y erupcidn purpirica de la piel.

REACCIONES DEBIDAS A LAS PROPIEDADES TOXICAS E IRRITATIVAS DE
LAS PENICILINAS:

La penicilina es virtualmente no tdxica para el hombre, a
pesar de que, en algunas circunstancias, dafia la c&lulas en los
cultivos de tejidos. La mayoria de las reacciones que han sido
atribuidas a un mecanismo de toxicidad son el vesultado de efec
tos irritativos de concentraciones excesivas. El limite real
de la dosis de penicilina que puede administrarse por via pa-
renteral sin noecividad no ha sidé aun determinado. Algunos in-
dividuos han sido tratados con dosis intravenosas de 40 a 80 mi
llones de unidades al dfa, por espacio de U4 semanas, sin que
hayan padecido efectos secundarios adversos. Una posible excep
cibn es la meticilina; se ha observado con la administracidn de
la dosis ordinaria, una depresién de la médula 8sea.

En algln caso de tratamiento con ampicilina se ha notado

agranulocitosis con monocitosis periférica e histiocitosis de

168.
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la mé&dula ésea.

Las mds frecuente entre las respuestas irritativas a las
penicilinas son el dolor y las reacciones inflamatorias esté-
riles en los Qifios de inyeccidn intramuscular, reacciones que
estdn relacionadas con la concentracidén. Mientras que la ad-
ministracidn de un millén de unidades de penicilina G disuelta
en 1 ml de solucidn salina isotdénica puede producir fuerte moe=
lestia por algin tiempo, la inyeccidn de igual dosis disuelta
en 5 ml s6lo causa un dolor moderado por breve tiempo. En al-
gunos individuos que han recibido inyecciones intravenosas de
penicilina se ha visto flebitis y tromboflebitis, especialmen
te si se ha utilizado la misma vena por tiempo demasiado lar-
go. Muchas personas que toman preparados de penicilina por la

. veces R oca-ionalmente
boca experimentan niuseas, al unaglcon vémitos vy v ticnen
diarrea ligefa y moderada. Estas manifestaciones suelen tener
relacién con la dosis, y en muchos casos obedecen a irritacidn
del conducto digestivo.

Otras indicaciones del efecto irritativo de las altas con
centracidones del antibidtico es el efecto en el sistema nervio
so central y periférico. Si por accidente se inyecta penici-.
lina en el nervio ciitico, el paciente nota fuerte dolor y pa-
dece disfuncidn en el area de distribucidn del nervio durante
varias semanas. La inyeccidn intrameningea de penicilina en
cantidad y concentracidén excesivas puede producir aracnoiditis
o grave y afin mortal encefalopatia. El limite superior de se-

guridad es de 50 000 unidades o aproximadamente 300 unida




des del .fdrmaco por ml en liquido cefalorraquideo, adminis
tradas en el espacio subaracnoideo de la regidén lumbar.

La administracidn parenteral de dosis muy grandes de peni
cilina G (40 a 80 millones de unidades por dia) puede producir
concentraciones musculares parcelarias o convulsiones epilépti
cas formes localizadas o generalizadas, mis probables si hay
insuficiencia renal, lesiones localizadas del sistema nervioso

S

central e hiponatremia. La inyeccidn de 21tdS cantidades de
la especie mds comunmente empleada, la penicilina G potésica,
puede causar grave y aun mortal hipercalcemia en personas que
padecen insuficiencia renal.

La inyeccidn accidental de penicilina G procainica e¢s un
vaso sanguineo puede producir una reaccidén mortal. Por ser in
qoluble el compuesto, por ser insoluble sus particulas se de-
positan rdpidamente en los pulmones, donde producen nuUmMerosos
pequefios infartos pulmonares y un sindrome caracterizado por
ansiedad, ruido de ofdos, dificultad de la visidén, confusidn,
desorientacibn, parestesias, rubicundez, dolor en el pecho,
disnea, cianosis, hipotensidn y en algunos casos la'muerte. Es

te cuadro se parece al de la embolia ,

REACCIONES DEBIDAS A ALTERACIONES BIOLOGICAS DEL.PACIENTE Y NO
RELACIONADAS CON HIPERTENSIBILIDAD NI CON TOXICIDAb:

El efecto bioldgico més importante de la penicilina es la
alteracidn de la flora bacteriana en las regiones del cuerpo a

las. que tiene acceso el antibidtico  Cualquiera que sea la via

170.




de administracién, pero con mayor efecto si se di por via oral,
la penicilina altera la composicidn de la microflora eliminando
los ﬁicroorganismos susceptibles, Profundas alteraciones pue-
den observarse en las especies y niimeros de microorganismos del
intestino y de las vias respiratorias superiores; el grado de
alteracién guarda relacibn directa con la cantidad de penicili-
na administrada. Aunque esto ocurre en casi todos los indivi-
duos, generalmente no tiene importancia clinica y la microflo-
ra normal se restablece poco después de cesar el tratamiento.
Sin embargo, en algunas personas sobrevienen sobreinfeccicnes
por los cambios ocurridos en la flora.

La frecuencia de estas sobreinfecciones en el tratamiento
con penicilina es de 1 por 100,

Abscesos por diversas bacterias, frecuentemente por esta-
filococos y bacilos eramnegativos, como las especies de Proteus,

Pseudomonas, y E._coli, pueden formarse en los sitios de inyec-

cibn de penicilina por via intramuscular, causados por la intro
duceidn de microorganismos presentes en la picl. Un efecto 1lla
mativo que puede seguir al uso de la penicilina en la sifilis
es la reaccidn de Jarish-Hersheimer, cuyo mecanismo se descono-
ce, peroc se sabe que no se debe a hipersensibilizacién. Derma-
titis que afecta primeramente a la piel inguinal y escrotal y
que se asemeja a la palabra, ha sido observada en pacientes tra
tados con penicilina y puede estar relacionada con las altera--
ciones de la microflora intestinal y la resultante deficiencia

en Acido nicotinico.

171.
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La produccidn de inmunidad a microorganismos invasores pug
de ser perjudicada o suprimida por el tratamiento de ciertas in
fecciones con penicilina, especialmente si el antibidtico se di

en grandes dosis al principio de la enfermedad.
2] X
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*7.2. Apéndice II.
: "
"Carta de consentimiento para participar coro voluntario en

el estudio de biodisponibilidad de ampicilina th.

NOMBRE : .

DIRECCION:

TELEFONO: EDAD:
ESTATURA:
SEXO0:
PESO:

En forma voluntaria y en pleno uso de mis facultades men-
tales, hago constar que he sido informado sobre los peligros
en que puedo incurrir al participar en esta investigacidn sobre
productos comerciales de Ampicilina Trihidratcla(clpsulas de 250
mg).

La informacién recibida y la cual he leido cuidadosamente
se anexa en este documento,

Igualmente hago constar que seguiré fielmente todas las
instrucciones recibidas con respecto a la toma del medicamento
y recoleccidn de muestras.

FIRMA

FECHA




7.3, Apéndice III.
Caracteristicas de los voluntarios para el estudio de la

administracién oral de 250 mg del producto innovador de ampi~

cilina th.

174,

Peso Estatura Edad Sexo
Sujeto (Kg) (m) (afios)
1 54 1.62 25 F
2 70 1.86 20 M
Promedio " 62(8) 1.74(0.12) 22.5(2.5) -

( ) = Error esténdar.
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7.4. Apéndice 1IV.
Caracteristicas de los voluntarios del estudio cruzado

de 3 vias; producto innovador solucién oral y producto mg

xicano.
Nl -
A1ptaer e
) 1
Peso Est tura Edad Sexo
Sujeto (Kg) (m) (afios)
1 60 1.65 23 M
2 85 L1475 .23 F
3 70 ©1.86- 20 . M
4 72 1,70 27 M
5 .54 1.62 25 F:
6 52 1.62 2y F
Promedio 62.1(3.37) . 1.7(0.038 y(0.08) | F v

() = Error esténdar -




Apéndice V .

Datos individuales obtenidos por el método de velocidad de excre-

cidn después de la administracidén oral de 250 mg de los productos

A, By C de ampicilina th,

Solucidn (A)

P. innovador (B)

P, mexicano (C)

Voluntario X { we/hr) X ( wg/hr) { mg/hr)

tmidh) 1 2 3 4 5 ES. 3 5 4% 1 ES. 2 3 5 .1 4 X .S.
.08 0,187

0.25 | 0.0 2.6 16.62 3.52 11.14 6.76 0.923 0.512 0.13 0.159 0.433 0O 0.3 0.04 0.0 0.0 0.076 0.066
075 |20.82 17.7 w22 - 26.92 29098 .59 5.7 5.98 6.53 813?9 0.42 3.4 .34 .24 0,64 1.80 0.958
1,25 |24.66 1985 20.08 18.71 58.12 20,4 25.54 1344 17.77 17,66 19,62 9,26 10.0 13.66 10,5 10.5 11.24 0.728
1,75 [27.95 20.50 21,46 13.68 45.92 25,01 35.90 26.8 7068 28.58 40,45 5.3 B.58 14.2  5.62 26.66 18.67 5.30
2,25 (37,98 18.1 16.04 22.9% 12.62 25,69 35.48 16.98 346 30.0 2.9 10,0  3.02 26.3 13.24 2645 16.6  4.43
2,75 |16.26 15.92 10.56 2874 12,4 16,72 13.28 12.5 19.74 23.66 103 10.16 19.66 15.14 35.20 6,22 17.27 5.02
3,25 0 7.55 1.78 17.62 100 a1 17,16 13.32 15.38 2038 1695 9.9 15.66 9.42 27.40 9.32 1430 3.47
.75 [12.62 5.05 2.3 5.4 .75 648 9.0 1274 10.48 12.56 1147 S 8.9 8.3 22.24 5.66,10.72 2.93
4.25 5.9 0.6 1.7 1.58 1.78 203 3.2 8.00 8.85 6.95 .52 .20 11,32 2.7 9.66 2.98 5.78 1.73

4,75 N5 G.04 16 §.5 1.64 .9 3.6 7.82 9.04 544 .76 1,06 8,28 2.52 6.95 2.6 B.50 4.0
5.5 L85 1,32 080 1.87 0.37 o8 258 256 0.18 1.8 2.05 L.k 401 116 D.63 0.9 164 0.606
7.0 1.21 0.845 0.335 1.53 0,505 O.a00 1.05 1,22 0.14 0.995 D351 0.8 2.08 0.6 0.33 0.25 0.799 0,337
9.0 0.385 0.31 0,055 0.55 0123 0300 0,435 0.475 0.0 0356 0316 0.226 0.73 0.125 0.095 0,036 0,242 0,125
11,0 0.125 0.06 0.011 0,33 0.045 O.138 0.0150.195 0.0 0.4 0.1 0.07 0,13 0.045 0,105 0.0. 0.07 0,022
18.0 0.00 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0,052 0,0420.0°-0.0 0.029 0.039  0.05 0.009 0.037 0.0 0.027 0.003

. |00 0.0 0.0 0.0 0.0 00 00 00 00 00 00 00 00 00 0.0 00 0.0 0.0

3.7



Apéndice VI .

Datos individuales obtenidos por el método de sigma menos, después
de la administracidn oral de 250 mg de los productos A, By C de

ampicilina th.

Solucidn (A)

P. innovador (B)

P. mexicano (C)

Voluntario amg (g
Tiempo(hr) | 1 2 3 % 5  E.S, 3 05 o4 1 305 v ¥ E.g
83,37
0.0 91.89 74.54 71,25 75,06 104,15 6.31 83.5 70,49 96,17 80.46 §5.62 50.86 §7.52 57.21 3.38
0.5 91.89 73.24 62.94 73,30 98.58 72:23 83.03 70,46 95,10 80.38 55,45 50,84 57.52 57.17 3.38
1.0 79.43 64.4 41,73 - 85,12 sg:gg 78.23 64,67 93.11 77.11 §3.75 48.67 §7.20 56.27 3,60
1.5 67.1 54.46 31,19 64,59 56.06 sgzgg 65.41 57.95 84,23 68,28 48,25 41.84 51.95 50.65 3,67
2.0 53,12 44.19 20,46 47,75 33,1 33;3 47.46 44,55 48.89 63,99 43.96 3u.74 38.62 41.31 5,12
2.5 34,13 35,14 12.44 36.28 16,79 zg:gg 29.71 35.06 33.16 38.99 42.45 21,59 25,39 33.01 6.24
3.0 26,0 27.18 7.17 21.91 10.72 13:8?/ 23.08 28.81 23.29 27.15 32.62 14.02 22,28 24,37 4,15
3.5 16,78 23.4 4,78 13.1  5.67 13:33 14,50 22.15 15,60 16.96 24.79 9.31 17.62 17.20 2,83
4.0 10.47 20.47 3.61 10.4  3.29 gg; 9.95 15,78 9,86 10.68 20.33 5.4 14.79 11.84 2,63
4.5 7.52 20.17 2.73 9.61 2.9 g:ig 8.32 11.77 5.43 7.5 14,67 3.79 13.3 8.4 2,29
5.0 5.44 16,75 2.0 6.81 2,08 3:21 6.39 7.8 0.46 4.78 10,53 2.53 1,50 4,19 1,64
6.0 3.56 2,43 1,13 4,94 1,71 gigga 3.81 4,3 0.28 2.98 6.52 1.37 0.59 2.55 1.05
8.0 1.4 0.7% 0,52 0.78 0.7 313? 1,70 1.85 0.0 0.99 2.35 0.45 0.07 0.956 0,387
10.0 0.37 0.12 0.25 0.0  0.24 gégg 0.84 0,90 0.0 0.28 0.89 0,20 0.0 0.472 0,162
12.0 0.12 0.0 0,14 0.0 0.2 g:éus 0.63 0.51 0.0 0.0 0.63 0.11 0,0 0,332 0,118
24.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 - 0.0 €0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

=
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