- N05 GO
%5 2 UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA ',
S DE MEXICO

=33

3 g \%’% FACULTAD DE QUIMICA

“"DESARROLLO DE UNA FORMULACION Y ESTUDIO
PILOTO DE BIOEQUIVALENCIA DE
TRIMETOPHIM)’SULFAMETOXAZOL COMPRIMIDOS ™

T E S i S

: QUE PARA OBTENER EL GRADO DE
u MAESTRA EN FARMACIA

3 (OPCION BIOFARMACIA)
i P R E 8 E N T A

Q.F.B. KATIE BOHBOT ABENAIM DE MARGULES

CIUDAD UNIVERSITARIA, MEXICO D. F.
Biofarmacia T

TESIS CON
FALLA DE ORIGEM

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO

PRESIDENTE: M. en C. Marcela Hurtado
PRIMER VOCAL: M. en C. Juan Manuel Rodriguez
SECRETARIO: M. en C. Salvador Salado
PRIMER SUPLENTE: M. en C. ines Fuentes Noriega
SEGUNDO SUPLENTE: M. en C. Dinora F. Gonzdlez

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TRABAJO EXPERIMENTAL:
CENTRO APLICACIONES FARMACEUTICAS DE ESTUDIOS
TECNOLOGICOS, S.A. (C.AFE.T, S.A)

MEXICO D.F.
ASESOR: B ) -
M. en C. HELGI JUNG COOK: A\@L&L/ \(uu’ (\
500
SUSTENTANTE:

Q.F.B. KATIE BOHBOT ABENAIM DE MARGULES: _Z)2(q ¢

e



DEDICATORIAS:

A mi madre, por todo el esfuerzo, amor,
apoyo y cariiio incondicional que
siempre me ha brindado.

A ma mére, avec tout mon amour.

A la memoria de mi padre.
A la mémoire de mon pére.

A Luis, mi esposo, que gracias a su
ayuda, amor, aniimo, apoyo y confianza,
me fue posible realizar esta maestria y
con quien espero compartir siempre

el camino del porvenir.

Dedico también este trabajo a mis hermanos;
Linda, Daniel, Silvy y Liliane y sus respectivas familias.

“Loin des yeux, prés du coeur”



AGRADECIMIENTOS:

Al Centro AF. de Estudios Tecnologicos, S.A. (C.AFE.T) por
brindarme esta oportunidad en mi desarrollo profesional y a todo
su personal que de alguna manera a participado en este trabajo y
de quien esta tesis es tamhién mérito suyo.

Un agradecimiento especial al Q.F.B. Juan Angeles por su
confianza, apoyo y amistad asi como a los Sefiores Savoir por la
confianza y las facilidades prestadas.

A mi asesora, la M. en C. Helgi Jung Cook, con respeto,

admiracién y carifio que sin su ayuda este trahajo no hubiera sido
posible.

A mi suegro, Alejandro Margules, por su apoyo y ayuda.

A los miembros del jurado, por sus valiosas aportaciones a este
trabajo. E

Gracias al personal de A.M.L.C. y en especial al Dr. Blanco, Dra.
Lourdes y Sonia.

A todos mis compafieros y amigos, y en especial a Chava,
Mary Tere, Araceli, Roberto, Oscar, Juan Ch., Martin, Consuelo y
Jorge quienes me brindaron su amistad y su ayuda incondicional.

Al Departamento de Biofarmacia, de la Division deEstudios de
Posgrado de la Facultad de Quimica (UNAM).



INDICE:



INDICE

CONTENEDO: PAGINAS;
RESUMENSUURMARY !
CAPITULO,
INTRODUCIICH N___ ) 4
CAPITULOZ
GENERALIDAE D:E5 7
2.1 MONOGRAAFADE .08 FARMACOS B
21183 ULFAME TOXAZOL. 8
2111, MONOGRAFIA 8
21.1.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS 9
2113, PROPIEDADES FARMACOLOGICAS 1
2114, ASPECTOS FARMACOCINETICOS 13
2.1.1.4.1 ABSORCION 13
2.1.1.4.2 DISTRIBUCION 14
2.1.1.4.3 METABOLISMO 14
2.1.1.4.4 ELIMINACION 15
2.121FR INETOPRIM 16
2121, MONOGRAFIA 16
2122. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS 17
2.123. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS 20
2124, ASPECTOS FARMACOCINETICOS 21
2.1.24.1 ABSORCION, 21
2.1.2.4.2 DISTRIBUCION 21
2.1.24.3 METABOLISMO 21
2.1.24.4 ELIMINACION 2
2.13C2 Q- TRIM OXAZOL 23
2.131. ESPECTRO ANTIBACTERIANO 23
2132, MECANISMO DE ACCION 23
. 2133, 1US0S TERAPEUTICOS 24
. Z.134. PARAMETROS FARMACOCINETICOS 25
2 2135, NOMBRES COMERCIALES 26
2 2.136. PREPARACION, VIAS DE ADMINISTRACION Y DOSIS_____ 26
Z2.137. REACCIONES ADVERSAS __ 27
22 .138. INTERACCIONES ENTRE FARMACOS 28
22 .130. CONTRAINDICACIONES Y PRECAUCIONES . 28
22 .1310. INTERACCIONES FISICOQUIMICAS, 29
2,2. FORMUACZI ONDE TRIMETOPRIM/SULFAME TOXAZOL COMPRIMIDOS,
2.21FL—~QS0FlA DE DESARROLLO DE UNA FORMULACION, 30
22.21.1 PREFORMULACION 32
52.212F ORMULACION kk]
22213 ROBUSTEZ k]
22214 TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA. Y ESCALAMIENTO__ 34
22.215 DISOLUCION 35

2.2.15.1. DEFINICION 36




22.1.5.2. FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE
DISOLUCION . 36

2.3 METODOS ANALITICOS PARA DETERMINAR TRIMETORRIM/SULFAMETOXAZOL.

EN BIOLOGICOS .39
2.3.1 DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS 39
2.3.2 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS EN FLUIDO BIOLOGICOS___ 40

24 ESTUDIO PILOTO DE BIOCEQUIVALENCIA DE

TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL 42
2.4.1 ASPECTOS GENERALES B .
2.4.1.1. ASPECTOS REGULATORIOS N

2.4.1.2. DEFINICIONES 43

CAPITULO 3:
PARTE EXPERIMENTAL 44
3.1. EQUIPO MATERIAL Y REACTIVOS 45
3.2. FORMULACION DE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL COMPRIMIDOS______ 47
3.2.1, DESARROLLO DE LA FORMULACION DE
TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL COMPRIMIDOS 47
3.2.1.1. PREFORMULACION 47
3.2.1.2, FORMULACION Y ROBUSTEZ 48
3.3. METODO ANALITICO PARA DETERMINAR TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL EN
FLUIDOS BIOLOGICOS . 51
3.3.1. DESARROLLO DEL METODRO 51
3.3.2. VALIDACION DEL METODO 54
3.4. ESTUDIO PILOTO DE BIOEQUIVALENCIA 58
3.4.1. PROTOCOLO DEL ESTUDIO 58
3.4.1.1. CRITERIO DE LA SELECCION DE SUJETOS______ ... 58
3.4.1.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION 58
3.4.1.1.2. CRITERIOS DE EXCLUSION 59
3.4.1.1.3. CARTA DE CONSENTIMIENTO DE LOS
VOLUNTARIOS 60
3.4.1.1.4. ANALISIS CLINICOS 60
3.4.1.2. REACCIONES ADVERSAS 60
3.4.1.3. MUESTRAS DE SANGRE 61
3.4.1.4. HORARIO DE TOMA DE MUESTRAS 61
3.4.1.5. ANALISIS DE MUESTRAS PLASMATICAS S 61
3.4.1.6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS DEL ESTUDIO
PILOTO DE BIOEQUIVALENCIA 61
3.4.1.6.1. CALCULO DE PARAMETROS
FARMACOCINETICOS 62

3.4.1.6.2. ANALISIS ESTADISTICO 63




CAPRITULO 4:

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.1. DESARROLLO DE LA FORMULACION DE
TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL

4.1.1.1. PREFORMULACION,

65
4.1. FORMULACION DE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL COMPRIMIDOS ______| 66
66

/ 66

4.1.1.2. FORMULACION Y ROBUSTEZ 68

4.2. METODO ANALjTICO PARA DETERMINAR TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL

ENFLUIDOS BIOLOGICOS

80

4.2.1. VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA DETERMINAR
TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL. EN FLUIDOS BIOLOGICOS

80

4.3, ESTUDIO PILOTO DE BIOEQUIVALENCIA DE TRIMETOPRIM SULFAMETOXAZOL

COMPRIMIDOS _ 89
4.3.1. PARAMETROS FARMACOCINETICOS 89
4.3.2, ANALISIS ESTADISTICO 91
4.3.2.1. FILOSOFIA DEL ANALISIS ESTADISTICO_ __ 91
4.3.2.2, RESULTADOS DE LA ANALISIS ESTADISTICO____ | 93
4.3.3 REACCIONES ADVERSAS 96
CAPITULO §:
CONCLUSIONES 110
5.1. DESARROLLO DE LA FORMULACION 111
5.2. DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO EN FLUIDOS
BIOLOGICOS 12
5.3. ESTUDIO PILOTO DE BIOEQUIVALENCIA 12
5.4, CONCLUSION GENERAL 113
CAPITULO 6:
BIBLIOGRAFIA 114

ANEXOA

118




iNDICE DE TABLAS Y FIGURAS

FIGURA 1.1. FORMULA DESARROLLADA DE SULFAMETOXAZOL___ .. 8
FIGURA 1.2. SINTESIS DE SULFAMETOXAZOL___ .. . e
FIGURA 1.3. ESPECTRO UV DE SULFAMETOXAZOL. 21

FIGURA 1.4 CALORIMETRIA DE BARRIDO DIFERENCIAL DE SULFAMETOXAZOL.__11

FIGURA 1.5. FORMULA DESARROLLADADE TRIMETOPRIM_____ 16
FIGURA 1.6. SINTESIS DE TRIMETOPRIM . 17
FIGURA 1.7. ESPECTRO UV DE TRIMETOPRIM .19
FIGURA 1.8. CALORIMETRIA DE BARRIDO DIFERENCIAL DE TRIMETOPRIM_______ 19
DIAGRAMA DE FLUJO DEL METODO ANALITICO 43

TABLA 2.1. RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES
REOLOGICAS DE LOS EXCIPIENTES ELEGIDOS PARA LA FORMULACION DE LOS
COMPRIMIDOS DE TRIMETOPRIM (TMP) Y SULFAMETOXAZOL (SMX)____ 71
TABLA 2.2, RESULTADOS DE LA DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA DE
TRIMETOPRIM Y DE SULFAMETOXAZOL REALIZADA POR EL METODO
MICROSCOPICO (NIKON 20X) DE DIFERENTES PROVEEDORES _____
TABLA 2.3, RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LOS PRODUCTOS
INNOVADOR (B) Y DE PRUEBA (A) DE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL_______ 72
GRAFICA 2.1. DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA DE .

TRES LOTES DE UN MISMO PROVEEDOR DEL AGENTE DESINTEGRANTE ____ 73
GRAFICA 2.2, DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA DE

TRES LOTES DE UN MISMO PROVEEDOR DEL AGENTELUBRICANTE 73
GRAFICA 2.3 EFECTO DE PROPORCION DEL DESINTEGRANTE

(PERFII. DE DISOLUCION DE SULFAMETOXAZOL) 74

GRAFICA 2.4 EFECTO DE PROPORCION DEL DESINTEGRANTE
(PERFIL DE DISOLUCION DE TRIMETOPRIM) 74

GRAFICA 2.5. CANTIDAD DE AGUA PARA LLA HUMECTACION
(PERFIL DE DISOLUCION DE SULFAMETOXAZOL) 75

GRAFICA 2.6. CANTIDAD DE AGUA PARA LA HUMECTACION
(PERFIL DE DISOLUCION DE TRIMETOPRIM) 75

GRAFICA 2.7. EFECTO DE PROPORCION DEL AGLUTINANTE
(PERFIL DE DISOLUCION DE SULFAMETOXAZOL) 76




GRAFICA 2.8. EFECTO DE PROPORCION DEL AGLUTINANTE

(PERFIL DE DISOLUCION DE TRIMETOPRIM) . 76

GRAFICA 2.9 EFECTO DE LA DUREZA

(PERFIL DE DISOLUCION DE SULFAMETOXAZOL) . R
GRAFICA 2.10 EFECTO DE LA DUREZA

(PERFIL DE DISOLUCION DE TRIMETOPRIM) — S
GRAFICA 2.11 REPETIBILIDAD SMX

(PERFIL. DE DISOLUCION DE SULFAMETOXAZOL) —
GRAFICA 2.11 REPETIBILIDAD TMP

(PERFII. DE DISOLUCION DE TRIMETOPRIM) I
GRAFICA 2.13 PERFIL DE DISOLUCION SULFAMETOXAZOL.

(INNOVADOR vs BIOLOTE) - 79
GRAFICA 2.13 PERFIL DE DISOLUCION TRIMETOPRIM

(INNOVADOR vs BIOLOTE) 9
TABLA 3.1. CURVA PATRON DE TRIMETOPRIM EN PLASMA 32
TABLA 3.2, CURVA PATRON DEL SULFAMETOXAZOL EN PLASMA___ 82

TABLA 3.3. PRECISION INTERDIA. ANALISIS DE LAS MUESTRAS ADICIONADAS DE
TRIMETOPRIM(ug/mL) 82

TABLA 3.4. PRECISION INTERDIA. ANALISIS DE LAS MUESTRAS ADICIONADAS DE
SULFAMETOXAZOL(jig/mL) 83

TABLA 3.5, PRECISION INTRADIA. ANALISIS DE LAS MUESTRAS ADICIONADAS DE
TRIMETOPRIM(pug/mL) 83

TABLA 3.6. PRECISION INTRADIA. ANALISIS DE LAS MUESTRAS ADICIONADAS DE
SULFAMETOXAZOL (ug/mL) 43

TABLA 3.7 PORCENTAJE DE RECOBRO ABSOLUTO DE
TRIMETOPRIM EN PLASMA 84

TABLA 3.8 PORCENTAJE DE RECOBRO ABSOLUTO DE
SULFAMETOXAZOL EN PLASMA 84

TABLA 3.9 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DE TRIMETOPRIM, PROCESADA A
TEMPERATURA AMBIENTE 84

TABLA 3.10 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DE SULFAMETOXAZOL,
PROCESADA A TEMPERATURA AMBIENTE 84

TABLA 3.11 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DE TRIMETOPRIM, CONCENTRACION
CUANTIFICADA DESPUES DE 3 CICLOS DE CONGELACION-DESCONGELACION__85

TABLA 3.12 ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DE SULFAMETOXAZOL, CONCENTRACION
CUANTIFICADA DESPUES DE 3 CICLOS DE CONGELACION-DESCONGELACION__ 85



FIGURA 3.1 EJEMPLO DE CURVA PATRON TIRICA TRIMETOPRIM (DA 4)__ 86

FIGURA 3.3 ESTABILIDAD DE TRIMETOPRIM A -40°C.

GRAFICA TIPICA! CONC. ALTA (2.75pg/mL) 87

FIGURA 3.4 ESTABILIDAD DE SULFAMETOXAZOL. A -40°C.
GRAFICA TIPICA! CONC. BAJA (1.75pg/mL) 87

FIGURA 3.5 CROMATOGRAMAS TIPICOS DE MUESTRAS PLASMATICAS CON
TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL B8

TABLA 4.1 CONCENTRACION PROMEDIO £ DESVIACION ESTANDAR DE
TRIMETOPRIM EN SEIS VOLUNTARIOS MASCULINOS SANOS___ a7
TABLA 4.2 CONCENTRACION PROMEDIO + DESVIACION ESTANDAR DE
SULFAMETOXAZOL EN SEIS VOLUNTARIOS MASCULINOS SANOS___ a7
TABLA 4.3 RESUMEN DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS

DE LA FORMULA DE PRUEBA A DE TRIMETOPRIM PARA CADA VOLUNTARIOS 98

TABLA 4.4 RESUMEN DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE LA
FORMULA DE REFERENCIA B DE TRIMETOPRIM PARA CADA VOLUNTARIOS_____ 99

TABLA 4.5 RESUMEN DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE LA
FORMULA DE PRUEBA A DE SULFAMETOXAZOL PARA CADA VOLUNTARIOS__ 100
TABLA 4.6 RESUMEN DE LOS PARAMETROS FARMACQOCINETICOS DE LA
FORMUILA DE REFERENCIA B DE SULFAMETOXAZOL PARA CADA VOLUNTARIOS 101

TABIA 4.7 RESUMEN DE LOS PROMEDIOS DE LOS PARAMETROS
FARMACOCINETICOS & SD PARA TRIMETOPRIM 102

TABLA 4.8 RESUMEN DE LOS PROMEDIOS DE LOS PARAMETROS
FARMACOCINETICOS #+ SD PARA SULFAMETOXAZOL, 102

TABLA 4.9 TABLA DE RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS
PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE TRIMETOPRIM, 10

TABLA 4.10 TABLA DE RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS
PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE SULFAMETOXAZOL_ 104
TABLA 4.11 VALORES DE DEPURACION DE TRIMETOPRIM PARA LOS SEIS
VOLUNTARIOS 105

TABLA 4.12 VALORES DE DEPURACION DE SULFAMETOXAZOL PARA LOS SEIS
VOLUNTARIOS 106

TABLA 4.13. COMPARACION DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS
DE TRIMETOPRIM, 107

TABLA 4.14. COMPARACION DE PARAMETROS FARMACOCINETICOS
DE SULFAMETOXAZOL 108




TABLA 4.15. CALCULO DEL NUMERO DE SUJETOS (Ne) REQUERIDOS PARA EL
ESTUDIO DE BIOEQUIVALENCIA DE SULFAMETOXAZOL Y DE TRIMETOPRIM______ 109

ANEXO A .. S 18
TRIMETOPRIM: TABLAS DE CONCENTRACIONES PLASMATICAS

POR SUJETO 18
SULFAMETOXAZOL: TABLAS DE CONCENTRACIONES PLASMATICAS

POR SUJETO, 121
TRIMETOPRIM: PERFILES PLASMATICOS POR SUJETO 124

SULFAMETOXAZOL: PERFILES PLASMATICOS POR SUJETO_, 127



RESUMEN / SUMMARY



RESUMEN:

Trimetoprim y Sulfametoxazol son agentes antimicrobianos, hacterostalicos de amplio
espectro, los cuales en combinacion presentan un efeclo sinergico en ¢l combate contra una gran
variedad de infecciones, actuando sobre dos pasos secuenciales de la vla de una reaccion
enzimatica primordial para la sobrevivencia de la bacteria.

Se desarrollo una  formulacion de  comprimidos de  Trimeloprim/Sulfameloxazol
160:800mg/comp, estahic y con un peril de disolucion similar al producto innovador Bactrim F de
Roche y se evalué su Bivequivalencia a través de un estudio piloto para decidir la convenigncia de
continuar con el proceso de escalamiento y el estudio de hioequivalencia formal para registrar ¢l
producto ante la FDA.

La bioequivalencia se evalud en seis sujetos, volunlarios clinicamente sanos de sexo
masculino, se tomaron rnuestras sanguineas y se cuantificaron simultaneamente ambos actives en
plasma por medio de un método analilico previamente validado que consiste en doble proceso de
extraccion de los compuestos de inlerés y andlisis por CLAR con deteccion UV a 230nm y una
fase movil constituida de fosfato monobasico de potasio 0.0 1M:Acetronitrilo, 83:17 v/v, pH 3.5.

Se calcularon los parametros fanmacocinéticos (Cmax, Tmax, AUC, AUMC, MRT, CL., K.
T%) para Trimetoprim (TMP) y Sulfametoxazol (SMX).

Los parametros farmacocinéticos para TMP y SMX resultaron ser similares a los
reportados en la literatura, lo cual indica que no existe diferencia entre el comportamiento
farmacocinético de las poblaciones mexicanas y de las norteamericanas y caucasicas.

La relacion entre las concentraciones plasmaticas de SMX/TMP es aproximadamente de
351, lo cual corresponde a la relacidn optima para el efecto bacteriostatico en la mayoria de las
infecciones susceptibles a esta combinacién de farmacos.

También se calculd fa cantidad de sujetos requeridos para et estudio de bioequivalencia
formal en funcion de los coeficientes de variacion de tos parametros farmacocinéticos obteniendo
un minimo de 20 voluntarios para evaluar una diferencla del 20% con un alfa de 0.05.

Posteriormente, se efectud un andlisis estadistico, que incluyd pruebas de ANADEVA,
intervalo de confianza Clasico, intervalo de confianza de Westlake, prueba de t doble unilateral di
Schuirmann, prueba de Anderson Hauck y prueba de poder, de los diferentes parametros Cmax,
Tmax, ABC, MABC y TMR y se concluyd a favor de la bioequivalencia para Suifametoxazol y, con
menor grado de certidumbre, para Trimetoprim indicando asi que ambos productos son
intercambiabies.
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SUMMARY:

Trimethoprim and Sulfamethoxazole are both bhioad-spectrum baclerostatic anli-infeclive
agenls and when used in cambination, synergism veeurs. They act on two sequential steps of an
enzymatical reaction primordial for the bacteria survival.

A stable formulation for tablels of Trimethoprim/Sulfamethoxazole 160:800 mg/tab with a
dissolution profile similar to the one of the innovalor product, Bactiim DS from Roche, was
developed and ifs bioequivalence was evaluated through a pilot sludy in order to decide whethier or
not to continue with the scaling-up process and the formal bioequivalence study lo register the
product with the FDA.

The bicequivalence was evaluated i six clinically healthy male volunteers; blood samples
were taken and both active principles were simultaneously quantified in plasma using a previously
validaled analytical method which consisted in a double extraction process of the substances of
interest and their analysis by HPLC wilh a UV detection at 230 nm and a mobile phase conslituted
by polassium phosphate monobasic 0.01:Acetonitrile, 83:17 v/v, pH 3.5.

Pharmacokinetic parameters (Cmax, Tmax, AUC, AUMC, MRT, CL, K, T¥%) for
Trimethoprim (TMP) and Sulfamethoxazole (SMX) were calculated,

Pharmacokinetic parameters for TMP and SMX were compared to the literature reported
ones, indicaling there is no differences in the pharmacokinetic behavior of Mexican population and
North American and Caucasian ones.

The plasma concentration ratio SMX/TMP oblained was 35:1 which corresponds to the
optimal ratio for bacteriostatic effect in most infections susceptible to this combination of drugs.

The number of subjects required for a formal bioequivalence study was calculated in
function of the standard deviation of the phannacokinetic paramelers oblaining a minimum of 20
subjects to detect a difference of 20% with an alfa of 0.05.

Finally, a statistical analysis was performed including test for ANOVA, Classical confidence
interval, Westlake's symmetric Confidence tnterval, Schuirmann's Two one-sided tests procedure,
Anderson and Hauck's test and power test of the different parameters Cmax, Tmax, AUC, AUMC
and MRT concluding in favor of bioequivalence for Sulfamethoxazole and, with less degree of
certitude for Tritnethoprim, indicating so that toth product are interchangeable.
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El ingreso al Tratada de Libre Cormercio (TL.C) representa para M- ¢ co I posibilidad de
participar en mercados que en su coninta consumen aproximadamented 3<% dela produccion
farmaceutica mundial £sto sin duda resufte: ser economicamente iuy atrdiv <, pem también a su
vez represenla un relo muy giande pan fa industria fapnaceotica mexican 2= poder cumplir con
los requisitos de ta organizacion regilatoda de alimentos y medicamet <5 ESad ounidense,
denominadala Food and Deug Adminidaticn (FD.A), para el regislio de wedic== amonlo s ¢19)

La uliizacionde los preductosgend ricos ha aumentado consideraior™ enteen fos ditimos
20 aiios. En Estados Unidos, en 1975, solo aproximadamente 9.5% deb==  medcamentos de
prescripcion eran gendricos contra 20%ert 1 984y 40% en 1991,

En los ailos cuarentas y cincienta s, la ley Estadounidense oblighzz ol faimn ceutico
despachar lamarca exacla de medicamente prescrita por el médico, sin enba ~gode 1578 a 1982
esta ley fue abolida, abdendo asi el meradc delos genéricos.(44)

En 1974, se implermenlé con la oficiha OTA “Office of Techndogyy  Assessrvient”, una
regulacién sobre Biodisponibilidad y Bioequivsalencia, con el objetivo de asequiex £ que productos de
propiedades fisicas y quimicas similares produzean efeclos terapéuticos smi¢ sy en 1980, la
FDA emilié una lista oficial de productosinte rcambiables en el libro “Approved  IDmg Products with
Therapeutic Equivatence Evatuation” mejor conocido como ot “Orange Book'

En 1984, se implementa la fey de "Dug Price Competition and Paenz=  Teim R esloration
Act (Waxman-Halch Ad)" con la cual sefacilita y promueve la comercializdd rmidelos produclos
genéricos, productas similares a los pieductos innovadores que fueron e Ty sSeguros y
efeclivos por la FDA y que ya no estan poleg idos por Ia ley de patentes. (4))

Los poductos genéricos se volvie ron muy populares ya que wn't radmmente a los
innovadores no se necasita tienar los requisit os de un N.D.A. (Solicitud de rjiss o pira un nuevo
farmaco), el cual consisle en demostrar 1a  elicacia, seguridad y relacidn ie2-sgoleneficio de
producto, sino que solarequiere evidench de Ia calidad y de la Bioequivalenies  dento de limites
predeterminados entre e producto gendico y el produclo innovador a e <s de estudios de

biodisponibilidad para asegurar su equivilencia lerapéulica y comprobar que p <o presente_mayor

j



rigsqo de loxicidad. Estos datos estan reunidos en una solicitud de registro tipo AND.A. (Salicitud
de registro abreviada para un nuevo fanmaco) economizando asi la inversion en estudios clinicos
targos y costosos de fase -l reduciendo asi los precios de (os productos en el mercado, (o cual os

de interés para todos los paises incluyendo México.

Este proyecto incluye el desarcollo de una formulacidn  de  comprimidos  de
Trimetoprim/Sulfametoxazol y su estudio piloto e bioequivalencia ulilizando un método analitico,
por Cromatagrafia de Liquidos de Alta Resolucidn validado bajo tos crterios y pardmetros
aceptados por la secretaria de Salud de Estados Unidos, para cuantificar ambos farmacos, con ¢l
objeto de posteriormente, por medio de un andlisis farmacocinético y estadistico, establecer si
existe o no la bjoequivalencia entre los dos productos, y decidir si continuar con el escalamiento
del producto desarroltado y su esludio de Bioequivalencia formal. También nos permitira evaluar el

humero de sujetos y los tiempos de muestreas requeridos antes del estudio format,

OBJETIVO GENERAL:
Dar una visidn general de los pasos involucrados en el desarrollo de ua producto gendrico

de Trimeloprim/Sulfametoxazol para su venia en México y Estados Unidos.

OBJETIVOS PARTICULARES:

1. Desarrollar una fornudlacion de Trimetoprim/Sulfametoxazol que lenga caracteristicas
fisicas y quimicas apropiadas y con un perfil de disolucidn similar al producto innovador.

2. Desarroliar y validar un método analitico para cuantificar simultaneamente Trimetoprim
y Sulfametoxazol e plasma.

3. Realizar un estudio clinico piloto para evaluar fa farmacocinética y, a través de un
andlisis estadistico, la bioequivalencia de la formulacion desarroliada asi como el numero de

sujelos y los liempos de muestreo requeridos.

O



CAPITUL.O 2:

GENERALIDADES



2.1 MONOGRAFIAS DE LOS FARMACOS.
2.4.1 SULFAMETOXAZOL:
2.1.1.1 MONOGRAFIA
Nombre genérico:
Suifametoxazol.
Nombres quimicos y Sinonimos ¢ s1q:
- N'-(5-metil-3-isoxazolil) Sulfanilamida.
- 4-amino-N-(5-metil-3-isoxazoliybencensulfanilamida.
- 5-metit-3-sulfanilamidoisoxazol.
- 3-sulfanilamida-5-metilisoxazol.
- 3-(p-aminofenilsulfonamida)-5-melilisoxazol.
Sulfamethoxazolum, Sullfisomezole, Sulfametilisoxazol, Sulfametoxizol, Gantanol.
Formula condensada g
CuHiNiOsS,
Formula Desarrollada :

FIGURA 1.1;

0 H
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Peso molecular g
253.28
Descripelon

Polvo cristalino blanco practicamente inodoro.



Sintesis :

EIGURA 1.2;
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S-metil-3-sulfanilamido-isoxazol
{ Sulfametoxazol )

Almacenamiento pn:

Conservar en conlenedores bien cerrados y protegidos de la luz.

2.1.1.2 PROPIE

DADES FISICOQUIMICAS @

Constante de disociacion:

pKa=5.6 a 25 °C.

Solubilidad a 25°C:

DISOLVENTE: SOLUBILIDAD (ma/mL.):
Benceno 0.5
Cloroformo 23
Etanol 95% 37.8
Eter Etilico 27
Isopropanol 8.8
Metanol 90.3
NaOH 0.1 N 16.0
Agua 0.5



Espectro Ultravioleta:

El Sulfameloxazol presenta un maximo de absoreion a 256-257 nm y un minimo de
ahsoicion a 224-225 nm,
El espertro UV presentado a continuacion se obtuvo con una solucion de Sulfametoxazol en

NaOH 0.1N a una concentracion de 10.25 pg/mi.

ESPECTRO UV DE
SULFAMETOXAZOL.
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Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC):
El termograma de Sulfametoxazol presentado a continuacion fue realizado a una
velocidad de calentamiento de 10°C/min. Se puede observar una endoterma de fusion a 172°C y

una endoterma de descompaosicion a 204°C.
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FIGURA 1.4:
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Intervalo de fusion:

170°C- 173°C

2.1.1.3 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS (1.5,

Las Sulfonamidas fueron los primeros agentes quimioterapéuticos efectivos que se
emplearon sistematicamente para la prevencion y el tratamiento de infecciones bacterianas en el
hombre. La considerable imporlancia de su descubrimiento y su posterior uso en gran escala para
la medicina y la salud publica se reflejé rapidamenie en fa gran declinacion de la moralidad y
morbilidad en enfennedades infecclosas tralables. Antes del uso generalizado de la penicllina, las
Sulfonamidas eran la base de la quimioterapia antibacteriana. Aunque el advenimiento de los
anlibidticos ha disminuido la utitidad de las Suifonamidas, las mismas siguen ocupando un lugar
Importante, aunque relativamente pequeito, en el arsenal terapéutico del imédico, Sin embargo, la

infroduccién a mediados de la década de 1970 de la combinacion de Trimeloprim y



Sulfametoxazo! ha determmado un aumento det uso de las Sulfonamidas para el tratamiento de
las infecciones microbianas especificas.

El término de Sulfonamida se emplea aqui coma nombre gendrico para los derivados de la
paraaminobencenosulfonamida (Sulfanitarmida). Mas de 5400 sustancias andlogas se sintetizaron

y estudiaron pero pocas de ellas han alcanzado alguna impartancia terapéutica

Relacion __estructura/actividad:  Los  requisitos  estiucturales  minimos de ta accion

antibacteriana estan todos encamados en la misma Sulfanitamida. El grupo -SO:NH: no es
esencial como tal, pero el aspecto importante es que el azulre esté unido directamente al anillo
hencénico. El grupo NH:2 en posicidn para (cuyo nitrdgeno se ha designido como Ns) es esencial y
solo puede reemplazarse con radicales que puedan convertirse en los tejidos en un grupo amino
libre. La acilacion del para-NH: elimina [a actividad in-vitro; pero in-vivo puede producirse una
desacilacién y por consecuencla un relomo de la potencia. Las sustituciones efectuadas al grupo
NH: amida (cuyo nitrégeno se ha designado como Nt) tienen efectos variables sobre la actividad
antibacteriana de 1a molécula pero se ha visto que la sustitucion de nicleos heterociclicos en N
da compuestos muy potentes (cuando mas negativo es el grupo SO» de una Sulfonamida N»

sustituida, mayor es su actividad bacteriostatica).

competitivos del dcido paraaminobenzoico (PABA). Las Sulfonamidas son inhibidoras
compelitivos de la enzima bacleriana responsable de la incorporacin de PABA al Acido
dihidrofteraico, el precursor inmediato del dcido félico y asf intedfiere con la sintesis de los acidos
nucleicos . Los microorganismos sensibles son aquellos que deben sintetizar su propio PGA (Acido
fieroliglutdmico). Las bacterias que no requieren PGA o que pueden utilizar PGA preforimado no
son afoctadas. Por lo tanto las células mamiferas no son afectadas ya que wtilizan PGA

preformado.



Sinergistas y antagoenistas de jas Sulfonamidas:;

- Uno de los agentes mas activos que cjerce efecto sinérgica cuando se usa con una
Sulfonamida es el Trimeloprim. Este compuesto es un inhibidor potente y selectivo de fa
dihidrofolatoreductasa microbiana, la enzima que reduce el dihidrofolato a tetrahidrofolato. Esta
forma reducida del acido folico es la nue se requiere para fas reacciones de bransferencia de un
catbono. La adiministracion simultanea de una Sulfonamida y Trimetaprim introduce asi blaqueas
secuenciales en la via por fa cual los microorganismos sintetizan ietrahidrofolato a paitir de
moléculas precursoras. La esperanza de que esta combinacion tuviera efectes sinérgicos se ha
cumplido tanto “in-vitro" como “in-vivo",

- EI PABA es el mas prominente de los antagonistas de las Sulfonamidas.

- La accion antibacleriana de estos farmacos también es reducida por 1a presencia de la
sangre, el pus y 1os productos de descomposicidn de tefidos, porque et requerimiento bacteriano

de dcido folico esta reducido en medios que contienen purinas y timidina.

2.1.1.4. ASPECTOS FARMACOCINETICOS 11,56, 10. 131}
Disponibilidad oral (%) : ~ 100 &
Excrecion urinaria (%): 25-50% de la dosis administradas (otios repontan 85% na).
Unién a protelnas (%): 62 £ 5 1.9
Depuracion (m/minkg ): 0.32 £ 0.04 (5
Volumen de distribucion (L/kg): 0.21 £ 0.02 (s.q)
Vida media (haras) 10.1 £4.6 .y
Tmax (ltoras): 1-4 i,s,6, 101

Cmax {ug/mL): 59 + 6.4 para una dasis de 800mgiy

2.1.1.4.1 ABSORCION (5
Se absorbe rdpidamente en el tracto gastrointestinal. Entre ef 70 y 100 % de una dosis oral

es absorbida y puede encantrarse en a orina a los 30 minutos de 1a ingestion, Bl intestino delgado



es el principal silio de absorcian, pero parte del faimaco s¢ absorbe en ¢l estémago. La absorcion
desde olros sitios como fa vagina, el tracto respiralorio y la piel lesionada es variable e irregular,
pero puede entrar al organismo una cantidad suficienle para cousar redcciones toxicas en

personas susceptibles o producir sensibilizacion

2.1.1.4.2 DISTRIBUCION
Las Sulfonamidas se distribuyen en todos los tejidos y tluidos del organismo y pueden ser
detectados entre otros en orina, saliva, sudor, bilis y en liquido cefalarraquides, peritoneal, ocular,
y sinovial. Las Sulfonamidas pasan facilimente a través de fa placenta y llegan a la circulacion
fetal. Las concentraciones alcanzadas en los tejidos tetales son suficientes para causar efeclos
antibacterianos y toxicos. También pueden encontrarse en concenlraciones bajas en {a leche

matema.

21.1.4.3 METABOLISMO 16
Las Sulfonamidas experimentan alteraciones metabdlicas en grado variable en los tefidos,
especialmente en el higado. El principal derivado metabdlico es la Sulfonamida Ns-acetilada
(~15%). La acelilacion es una desventaja porque el producto resullante no liene actividad
antimicrobiana pero conserva el potencial tdxico de la sustancia madre. Ademas, las formas
acellladas de algunas de las primeras Sulfonamidas son menos solubles y por ello contribuyen a la
cristaluria y a las complicaciones renales. Como la acetilacion estd en funcidn del tiempo y de la
funcién hepatica, la fraccion conjugada aumenta considerablemente cuando la estancia del
farmaco en el organismo se prolonga, como en los pacientes con deterioro de la funcién renal, o

disminuye cuando hay Insuficiencia hepatica.
La actividad de la enzima Na-aceliltransferasa estd sujeto a polimortismo genético y por lo

tanto el metaholismo de Sulfametoxazol puede variar .



2.1.1.4.4 ELIMINACIONs. 13, ;2
Las Sultenamidas se eliminan del organismo en parte inalleradas y en parte como
productos metabdlicos. La mayor fraccion se excrela por Ia orina, y la vida media de las
Sulfonamidas en el organismo depende entonces de la funcion renal. Pequeias cantidndes se
eliminan por las heces y por (a bilis, la leche y otras secreciones. Snlo ~20 a 30% se excrela en
orina como farmaco aclivo, el reslo se excrela corna metabolitos acetilados y conjugadns
glucurénidos microbioldgicamente inaclivos.

La eliminacion renal es principatmente por filtracion glomerular y secrecion tubular.



Z1.2TRIMETOPRIM:
2.1.21 MONOGRAFIA
Nombre genérico:
Trimetoprim.
Nombres quimicos y Sindnimo s gy
-2, 4diaminoe-5-(3,4, 5-rimetoxibe ncil)-pivirnidina.
-5-{(3,4,5- Trimetoxifenilymelil)-2,4 -diaminopirimidina
Monolrim, Proloprin, Syrapim, Tiempe, Trimanyl, Timogal, Timopan, Trimpex,

Uretrim, Wellcoprim.

Farmula condensada a.in:

CraHiN:O3.

Formula Desarrollada ¢:

FIGURA 1.5:
H4CO
3 =N
H3CO CH \ />—NH2
-—-N
H3CO NH2
Peso molecular .1
290.32
Descripcion

Polvo cristalino de color blanco a amarillo piélido, inodoro.
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Sintesis ai

FIGURA 1.6;
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Afmacenamiento ¢

Consgrvar en contenedores bien cerrados y prolegidos de ta fuz.

2.1.2.2 PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

1 Trimetoprim es una base débil con caracteristicas lipolificas.

Constante de disociacion;
pKa=66 a 25°C.
Aparelemente existe una relacidn entre ta constante de disociaclon y la actividad

fislol6gica mediante Ja habitidad de Inhibir et enzima dihidrofolato reductasa.



Solubilidad a 25°C:

DISOLVENTE: SOLUBILIDAD (imafral);
Benceno 0.002
Clorofarmo £.82
Etanot 95% 0.84
Cler Etitico 0.00%
tsopropanot 0.12
Metanol 1.21
Agua 0.04
Tetracloruro de Carbono 0.002
Acelona .35
Propitengticol 2.57

Espectro Ultravialeta:

El Trimetoprim presenta un maximo de absorcion a 285-289 nm y un minimo de absorcion

a 257 nm aproximadamente,

El espectro UV presentado a continuacion se obtuvo con una solucidn de Sulfametoxazol en

Etanol y NaOH 0.4% a una concentracion de 0.02 mg/mt.



ESPECTRO UV DE
TRIMETOPRIM
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Calorimetria de Barrido Diferencial (DSC):
En el termograma de Trimetoprim presentado a continuacién, se puede observar una
endoterma de fusion en 199.4°C.

FIGURA 18;

Endo
Exo

'J'i‘&n«
J ' ! i ]

i t i 1 ! i
TEMPERATURA

19



Intervalo de fusion:

199- 203°C

2.1.2.3 PROPIEDADES FARMACOLOGICAS s 6.19:

Primeramente desarrollado como agente antibactenane, el Trimetoprim reveld posier
propiedades antipalidicas.

El Trimeloprim es un inhibidor muy seleclive de {a dihidrololatoreductasa de los
microorganismos. Esto es de vital impodancia, porque esta funcion enzimatica es fundamental en
todas las especies. L.a dihidrofolatoreductasa cataliza la reduccion del dihidrofolato para formar el
tetrahidiofolato el cual es ta farma metabolica activa det acido fdlicn | el cual a su vez es co-tactor
necesario para la slntesis de purinas, pirinvdinas y ciertos aminodcidos. Lo mas importante parece

ser ka interrupcion de {a sintesis de la timidina.

£l conceplo basado en la inhibicion de dos pasos diferentes del ciclo metabdlico esencial
mediante el empleo de farmacos distintas con el objeto de pmducir un efecto aditivo explica fa
accidn sinérgica de fas 2,4 diaminopirimidinas con las Suifonamidas o las sulfonas.

La mayorfa de los organismos grampositivos y gramnegativos incluyendo E. Coli,
Enterobacter, Kiebsiefla, Proteus, Salmoneffa sp., algunos sfaphylococci y streptococci son
susceplibles al Trimetoprim, pero puede desarrollarse resistencia cuando el farmaco se utiliza
solo. Las Pseudomonas aeruginosas, las Bacteroides fragilis y l0s enteracocos generalmente sou

resistentes al Trimetoprim.

20



2.1.2.4, ASPECTOS FARMACOCINETICOS (15510131
Disponibilidad oral (%) : ~ 100 @&
Excrecion urinaria (%): 80-90 de la dosis administrada
Union a proteinas (%): 35-40 5 y 30-70% )
Depuracion (mL/minkg ): 22 £ 06
Volumen de distribucion (L/kg): 1.8 £0.2
Vida media (horas) {1t 145y8aisy
Tmax (horas): 1-4 1s.6.10)

Cmax (pg/mb): 1.7 £ 0.26 para una dosis de 160 mg p»

2.1.2.4.1 ABSORCION;:

E! Trimetoprim se ahsorbe bien a lo largo del tracto gastrointestinal. Después de una dosis
de 160 mg el Tmax se alcanza de 2 a 3 horas después de su administracién con un valor de Cmax

de 1 a2 pg/ml en adultos.

2.1.2.4.2 DISTRIBUCIONs. 1a:

El Trimetoprim se distribuye rdpida y ampliamente en varios tejidos y (luidos incluyendo
fifién, higado, pancreas, olde medio, fluidas vaginal y prostaticos, secreciones bronguiales y bils.
Pasa la barrera place'maria. y alcanza concentraciones detectables en leche materna, liquido
amnidtice y suero fetal. La concentracién en el tiquido celaloraquideo es de 30 a 50% de la

encontrada en plasma.

2.1,2.4.3 METABQLISMOss, 6. 1012
El metabalismo es principalmente hepatico y sus principales metabaotites son fos 1- y 3-

axidos y los derivados de los 3- y 4™lidrdxidos. Los metabolitos pueden encontrarse libres o bien

canjugados.



2.1.2.4.4 ELIMINACIONs 2. 1
El Trimeloprim se excreta principalmente en la orina (~50% de la dosis a las 24 horas y
~75% de la dosis a las 86 horas). La vida media es considerablemente mas pequena en nifos.
L.a excrecion se lleva a cabo pnncipalmente por filtracion glomeratar y secrecion tubular,

Se excreta tambien en la leche matera.

o
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2.1.3. CO-TRIMOXAZOL.:
La combinacion de Trimetoprm-Sulfametoxazol es conocida como Co-Trimoxazol. {2ste

producto esta disponible para uso desde 1968 en Europa y desde 1973 en Eslados Unidos

2.1.3.1. Espectro antibacteriano o.s.9 1w, 1

El espectro anlibactertano del Trimetoprim es similar al de Sultametoxazol, aungue el
primer farmaco ¢s usualmente de 20 a 100 veces mas potente que el sequndo. Ambos son
bacteriostaticos de amplio espectro.

Todas las cepas de Shrep. pneumoniae, C. diphteriae y N. meningitis son sensibles al
Trimetoprim/Sulfametoxazol. Del 50 al 95% de las cepas de Slaph. aurcus, Slaph. epidermidis,
Slrep. pyogenes, ¢l grupo viridans de astreptococos, E. coli, Pr. mirabilis, Pr. morganii, Pr. reltgeri,
Enterabacter sp., Salmonella, Shigella, Pseud. Pseudomallei, Serratia y especies de Alealigenes
son inhibidas. También son sensibles especies de Kiebsielta, Brucella abortus, Pasteurclla
haemolytica, Yersinia pseudotuberculosis, Y. enterololica y Nocardla asteroides. Algunas cepas de
Staph. aureus, aunque resistentes a Trimetoprim o Sulfametoxazol solos, generalmente son
susceptibles a la combinacion. Sin embargo, el mdximo grado de sinergismo se da cuando los

mictooryanismos son sensibles a ambos compuestos.

2.1.3.2. Mecanismo de accion p,s.0. 0141

La actividad de Trimetoprim y Sulfametoxazol resulta de sus acciones sobre dos pasos de
la via enzimética para la sintesis del acldo tetrahidrofdlice. La Sulfonamida inhibe ta incorparacion
de PABA al 4cido félico, y el Trimetoprim previene 1a reduccion de dihidrofolato a tetrahidrofolato.
Este ultimo es la forma esencial para las reacciones de transferencia de un carbono.

Existe una relacion optima entre las concentraciones de los dos agentes para el
sinergismo y esta es igual a la celacion entre las concentraciones inhibitorias minimas de los

fdrmacos actiando en forma independiente. Aunque esta relacion varia en las diferentes

PRI



bacterias, ta mas efectiva para el mayor nimero de microorganismos es igual o 20 partes de
Sulfametoxazol por una parte de Trimetoprim.
El factor mas importante para detenminar la eficacia de Co-Trimoxazol parece ser ¢ nivel

de susceptibilidad del microorganismo al Trimetoprim.

2.1.3.3. Usos terapéuticos (1.5.6.9 w1215
Los usos terapéuticos de Co-Trimoxazol mas conmunes son para:

1. Infecciones del tracto urinario.

bronquitis crénica, otitis media aguda en nifos, sinusitis maxilar aguda en adultos, neumonia.
No se debe tralar la faringitis estreptocdccica con Co-Trimoxazol ya que no elimina ¢l
microorganismo.

3. Infecciones gastrointestinal, como para el tratamiento de |a Shigellosis (ya que muchas
cepas son resislentes a fa Ampicillina), fiebre tifoidea (siendo Cloranfenicol el farmaco de primera
eleccion), tralamiento de Salmonella. La diarrea causada por el E.coli enteropatdgeno no puede
ser tratada o prevenida por Trimetoprim solo o Trimetoprim con Sulfametoxazol,

4. Infeccidn por Pneumocystis_carinii « 5 s 1w  Las infecciones secundarias siguen

siendo la principal causa de muerte en pacientes con el sindriome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA). Antes de que se utilizara una profilaxis eficaz contra el Pneumocistis, la noumonia por
P.carinii ocurria por lo menos una vez en el 80% de pacientes estadounidenses con SIDA. La lista
de tralamientos para la neumonia por P.carinii es grande, sin embargo, debido a su alta eficacia y
menor toxicidad, el tratamiento convencional con Trimetoprim-Sulfametoxazol oral continua
siendo el tratamiento de eleccion para la neumonia leve, moderada y severa por P. carinii. Sin
embargo la incldencia de los efectos secundarios es alla (mas del 60%) y por lo tanto muchas
veces el tratamiento con Co-Trimoxazol es mal tolerado y debe ser discontinuado.

5. Infecciones_genitales, como urelritis gonorreica aguda tanto en hombres comno en

mujeres. No actia contra la sifilis.



6. Infecciones_diversas: como para la terapia de la Brucelosis incluso en presencia de
versas f

lesiones localizadas como artritis, endocarditis u orquiepididinitis.

2.1.3.4. Parametros farmacocinéticos p.s, vz

Después de una sola dosis oral de Co-Trimoxazol, el Trimetoprim se¢ absorhe mas
rapidamente que el Sulfametoxazol. La administracion concornitante de los farmacos parcce hicer
mas lenta la absorcion del Sulfametoxazol. Las concenteaciones sanguineas maximas del
Trimetoprim se alcanzan generalmente a las 2 horas en casi todos los pacientes, y las del
Sulfametoxazol se observan 4 horas después de una sola dosis aral. Las vidas medias de
Trimetoprim y Sulfametoxazol reportadas son ambas muy vartables, desde 6 hasta 17 horas. Los
perfiles plasmaticos se ajustan a un modelo abierto de un compartimenta con una absorcion de
primer orden.

Cuando se administran 800 mg de Sulfametoxazol con 160 mg de Trimetoprim (la
proporcion convencional de 5:1), las concentraciones plasmaticas maximas de los fanmacos son
aproximadamente 40 y 2 pg/imb respectivamente( equivalente a la relacion optima que se busca
de 20:1). En la arina, dependiendo del pH, la relacion puede varar de 1:1 a 1:5. El porciento de
recobro de Ia dosis de Co-Trimoxazol es de 84.5% de Sulfonamida totaly 66.8% de Trimetoprim
livre. El 30% de 1a Sulfonamida totai se excreta como Sulfameloxazot libre y el resto como su
metabalito N acetilado.

El Trimetoprim se distribuye rapidamente en los tejidos y aproximadamente el 70% se une
a las proteinas plasmaticas en presencia de Sulfametoxazol. El volumen de distiibucidn del
Trimetoprm es 5 a 6 veces mayor que el de Sulfametoxazol. El fArmaco pasa facilmente al liquido
cefalorraquideo. Concentraciones allas de cada componente de la mezcla se encuentra también
en la bilis. Aproximadamente el 65% de Sulfametoxazol se une a jas proteinas plasimaticas. La
administracion concomitante de Trimetoprin-Sulfametoxazol précticamente no afecta la union a
proteinas de uno u otro ni tampoco sus excreciones urinarias.

Aproximadamente el 60% del Trimetopiim administrado y de 25 a 50% del Sulfametoxazo

se excretan por 1a orina en 24 horas, Dos terceras partes de ta Sulfonamida no estan conjugadas,
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Los metabolitos de Trimetoprim también se excrelan por via urinaria. Los indices de excrecion y
las concentraciones urinarias de ambos compuestos son mucho menores en los pacientes con
uremia.

Se encontrd que la acidificacion de (a orina incrementa la excrecion del Trimetoprim,
mientras que la alcanilizacion reduce la excrecion de Trimetoprim y aumenta la de Sulfametoxazol
libre.

La insuficiencia renal reduce la excrecion de los dos compuestos.

En pacientes pediatiicos, el valumen de disliibucion y la depuracion son mayores que en

adultos.

2.1.3.5, Nombres comerciales (1 + s

Bactrim, Septra, Septsin, Cotim, Fectrim, Laratrim, Sulfatrim, Uroplus SS, Gantanol,

Sulphamethoprim, Chemotiim, Comox.

2,1.3.6. Preparaciones, vias de administracion y dosis p.«. 5.6

Tabletas de 400 mg de Sulfametoxazol y 80 ing de Trimetoprim.

Tabletas de 800 mg de Sulfametoxazol y 160 mg de Trimetoprim.

Suspensidn oral de 200 mg de Sulfametoxazol y 40 mg de Trimetoprim por cada 5 ml.
I.M. de 800 mg de Sulfametoxazol y 160 g de Trimetopdm por cada 3 L.

Infusién 1.V de 400 mg de Sulfametoxazol y 80 mg de Trimetoprim por cada 5 mL. (a diluir

antes de usar).

Dosis usual en el adulto; 800 mg de Sulfametoxazol y 160 mg de Trimetopritn cada 12
horas durante 10 a 14 dias para el tratamiento de la mayoria de las infecclones y mayor en casos
de enfermedades graves (Para neumonia por P. carinii, hasta 120 mg/kg peso/ 24 horas de Co-
Trimoxazol dividido en 2 a 4 dosis durante 14 dias). Las dosis deben ser reducidas en paclentes
con insuficiencia renal y el medicamento no debe de ser administrado si la depuracién de

creatinina es menor a 15 mL/min,
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Dosis recomendada en elnifio: Para el tratamiento de infecciones del tracto urinatio y la

ofitis media la dosis recornendada es de 8 mgkg de Trimetoprim y de 40 mg/kg de
Sulfametoxazol por 24 horas, administrados en dos tomas divididas cada 12 horas durante 10

dias; el mismo régimen es recomendado en el tratamiento de la Shigellosis.

durante el emharazo (aénmino), ni duranle la tactancia.

2.1.3.7. Reacciones adversas , s, &)

Efectos dermatolécicas: aproximadamente el 75% de los efectos desfavorables afectan la

plet (dermatitis, reacciones fotosensibles, urticaria, prurito, varios tipos de erilemas, elc.).

Efectos gastrointestinales: fos principales son vomitos y nauseas, la diarrea es rara. La
glositis y estomacitis son refativamente comunes. Se ha observado iclericia leve y transitoria y
también casos de pancreatitis y hepatotoxicidad,

Efectos hematoldgicos: diversos tipos de anemin, trastornos de ta coagulacién,

granulocitopenia, agranulocitosis, parpur, y sulfohemogloblosis.

Nefrotoxicidad: insuficiencia renal, dolores lumbares, hemaluria, oliguria y anuria (porque

el Sulfametoxazol puede cristalizar en la orina)

Efectos sobre_el Sistema_ Nevioso_Cenlial__(SNC): cefalea, depresion, alucinacion
(producidos por la Sulfonamida).
Otros: neuropatia  6pllca, hipoliroidismo, reacciones neuroldgicas  (ataxia, mareos,

cansanclo, dolor de caheza, insomnio, vértigo, elc.), fiebre, complicacion hepalica.

Reacciones adversas en pacienles_con SIDA; Se observo un sumenlo de la frecuencia de
reacclones adversas (lales como fiehre, malestar general, eritema culineo, neutropenia y
trombocitopenia) en pacientes con SIDA 'y con neumonia por P. carinii donde altas dosis de Co-

Trimoxazol son administradas.



2,1.3.8. Intencc -icnes entre fannacos o
Hay reportesde - imteraccic nes de Co-Trimoxazol con varios farmacos y en general con las
Sulfonamidas quiencs i v hiben el melabolismo y/o desplazan de las proteinas los farmacos,
resuitando asi en uninc=reamento o prolongacion de los efectos terapéulicos y/o loxicos de estos
farmacos:
a. Amer=Zode la aclividad de anticoagulanles (como Waitarina), antiepiléplicos
(como Fenitoina), me2rles sulfoniliea  antidiabélicos (como  clorpropamida) por  una
administracién conjunia c=oaCo-Trimoxazol.
b. Amenlb de la taxicidad de algunos agentes antineoplisicos (como

Metotrexale) por una i wisiracion conjunta con Co-Trimoxazol.

2.1.3.9. Conluin :cEicaciones y precauciones w:
Contraindicaciones;

- Alergia a lasSu=lfFonemidas, Trimetoprim, Furosemida, Tiazidas, Sulfonilurea, Inhibidores

de Carbono Anhidrasa.

Precauciones:

Es imporiante maas izar la relacidn Beneficio/Riesgo antes de decidir si administrar o no el

Co-Trimoxazol en lossiji <anles ca sos:

- El risgon <fo reacciones adversas es mayor en los acetitadores lentos que en los

aceliladores rapidos yaqaez Sulfarmetoxazol es metaholizado piincipalmente por esta via.

- Anemia  Mtegalobriastica (pordeliciencia del folato) ya que el Trimetoprim puede

causar deficiencia del dcFicie filico y Sulfametoxazol y Trimetoprim pueden causar discrasia del

sangre.



- Deficiencia de! Glucosa 6 Fosfato Dehidrogenasa (G6PD) ya que puede
provocar una hemalisis.
- Insuficiencia hepatica ya que ambos fannacos son metabolizados en el higado.

- Insuficiencia renal ya que ambos farmacos son excretados por via renal.

2,1.3.10. Interacciones fisicoquimicasw:
Se presenta interaccion entre el Sulfametoxazol y el Trimeloprim, sin embargo no es
considerada como vna incompatibilidad. En el proceso de manufactura la interceion puede ser

inducida por cator y/o por humedad.



2.2 FORMULACION DE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL COMPRIMIDOS.

2.2.1 FILOSOFiA DE DESARROLLO DE UNA FORMULACION (19,20

Hasta mediados de jos 80's, México tenia una ccanomia cerrada, y una industria
farmacéutica local altamente protegida, con escasa exposicion a los mercados intermacionales. El
tratada de libre comercio de Norteamérica (NAFTA o TLC) entre México, E.U. y Canada ha sido
proclamado por el gohierno mexicano como una oportunidad y un gran reto para el pais, I tratado
promete atraer una gran inversion, necesaria para el pais, al eliminar basreras comerciales,
estableciendo reglamentos de inversion transparentes y no discriminatorios, y eslablecer un
mecanismo de arbitrajey para discusiones de tipo comercial. Se espera promover ¢l desarrollo
econdmico, impulsar el empleo y generar una alza de salarios. Sin embargo, la pregunta a hacerse
es si las industrias mexicanas se prepararan para el reto de competir en forma efectiva bijo un
tratado de libre comercio. El TLC establece un &rea de libre comercio con 360 millones de
personas y una economia anual de aproximadamente $ 6000 billones de délares con un consumo
de 30 % aproximadamente de la produccién farmacéutica mundial. La venta de productos
farmacéuticos en México se eleva a un total de § 2000 millones de délares al afto. Con muy pocas
excepciones, las empresas mexicanas no cuentan con la infraestructura para realizar
Investigacion. Una posible buena area de competencia de la industria farmacéulica mexicana
seria en el desarrollo del mercado de genéricos produciéndolos en calidad y cantidad, sin embargo
esto requiere primero cambios a la legislacidn actual. Un mercado de genéricos seguro y exitoso
requiere de estandares de calidad rigurosos, biedisponibilidad y pruebas de bioequivalencia,
adhesion a Buepas Practicas de Manufactura (BPM o GMP's); una infraestructura de farmacia
satisfactoria con personal capacitado y una fuerle proteccion de patente. Esto podria estimular ¢l
crecimiento de la investigacién aplicada en la industia farmacéutica nacional, dando como
resultado la preducclén de medicamentos que cuenten con un marco de desarrollo ¢ invesligacion
apropiado, y como consecuencia mejores productos en ¢l mercado nacional asi como la
posibilidad de exportacién de ellos. Por otro lado es impartante recordar que el medicamento s

un agente de salud por lo que requiere ser desarrollado con los estudios técnicos necesarios y con
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un control total de la calidad para alcanzar el objetivo primordial que todo fabricante dehe de
cumplir: el asegurar que cada unidad de dosificacion elaborada cumpla con las caracteristicas de
calidad disefiadas o dicho de otra manera que permita “construir la calidad” en lugar de "titar de
controfarla“.

"El desarralio de medicamentos es un conjunto de actividades que se realizan dentro del
conocimiento de la ciencia, la tecnolegia, el arte y la ética farmacéutica, destinada a obtener ¢l
maximo aprovechamiento de un medicamento para el beaeficio del enfermo”,

Para poder llevar a cabo su labor de manera adecuada, el depatamento de formulaciones
debera desarrollar una infracstructura técnica, cientifica y administrativa que incluya informes de
tecnologia, 1a creacion y extension continua de acervo de conocimientos tanto tecnoldgicos como
regulatorios que puedan funcionar come banco de dalos y como fuente de educacion y desarcollo
para el personal del laboratorio y de la empresa en general para teper mayor cantidad de
informacién sobre los avances y situaciones tecnolégicas del entorno que le rodea y, en especial
de los compelidores, teniendo coma ubjetivo final lograr la ansiada innovacion de acuerdo con las
pretensiones de cada empresa o individuo.

Las funciones y actividades de un departamento de desarrollo farmacéutico son obtener la
mayor informacion posible a través de una busqueda hibliografica, definir objetivos (entre elios la
forma de dosificacion), realizar una caraclerizacidn del principio activo y excipientes, realizar
estudios de preformulacion, seleccionar los excipientes y materiales de empague mas idoneos y
elegir y desarrollar el proceso de manufaclura mas adecuado para la forma de dosificacion eligida.
Se necesita establecer la eficacia, seguridad, estabilidad y aceptacién del producto. Se necesita
reconocer y evaluar las variables criticas del proceso y controlarlas por medio do establecimiento
de especificaciones y limites adecuados. Por esto es necesario el apoyo de un departamento de
desarrollo analitico para desarrollar y validar los métodos analiticos necesarios que aseguren la
calidad y estabililad del producto. Las actividades de un depatamento de desarrollo incluyen
también la capacitacion del personal y 1a transferencia de la tecnologia.

Tambiéa es necesario el apoyo de los depatamentos clinico, analitico y estadistico para

los estudios en humanos.



Las formas larmacéuticas sdlidas son indiscutiblemente 1a via de administracion preferida,
pues desde el punto de vista del paciente son econdmicas, compactas, faciles de administrar y

faciles de transportar.

La metodologia sistematizada propuesta a seguir para cada medicamento a desarroliat

consiste de 1os siguientes pasos generates:

1. Revision bibliografica

2. Seleccién de tecnologia

3. Preformulacion

4. Formulacidn

5. Robustez

6. Transferencia de tecnologia

7. Escalamiento y validacién del proceso

A continuacian se desarrollan algunas de estos pasos:

2.2.1.1 PREFORMULACION:
Esla etapa incluye:

- Un entendimiento fisicoquimico del principio activo

- Estudios de confrontacion Principio aclivo-Excipientes (evaluadas por Calorimetria
Diferencial de Barrido y cambios de aspeclo organaléplicos en condiciones de estabitidad
acelerada (temperatura y humedad elevadas)).

- Caracterizacion de principio activo y excipientes de ta formulacion (Distribucion de
tamaiio de paricula y propiedades reoldgicas).

- Estudios de reproducibilidad interlote e imerproveedores,



Basados en los resultadas de preformulacion, los recarsos tecnoldgicos de la empresa, la
disponibilidad de los excipientes, la reproducibilidad de tos proveedores, la definicion terapéulica,
los estudios de mercadotecnia, y la regulacion, sc debe de seleccionar la forma farmaceutica, sus

componentes y la presentacion definitiva del producto.

2.2.1.2 FORMULACION
Esta etapa incluye:

- El desarrollo de las formulaciones primarias (Eleccion de los componeates, equipos y
procesos a emplear)

- La igualacion de perfil de disolucion con respeto al innovador, cambiando las
concentraciones de los excipientes.

- Pruebas de repetibilidai

2.2,1.3 ROBUSTEZ
Esta etapa incluye:
A, La evaluacion de las variables criticas de la formulacion y del proceso.
1. Variables relativas a la formulacion:
La variacion de las caracteristicas de los principios activos y excipientes son posiblemente
tos factores que proporcionan mayor variacion en las caracteristicas det producio terminado;
Por ejemplo cambios de distribucion de tamafio de particula, cristalinidad, agua de
hidratacién, etc. pueden afectar caracleristicas lales como:
- Variacién de peso
- Modificacion de las propiedades de flujo
- Compactabilidad
- Requerimientos de lubricacién
- Caracteristicas de humeclacion

- Cambios en la velocidad de disolucion, etc...



2. Variables relativas al praceso tales como:
- Abertura de mallas
- Orden de adicion de componemes
- Tiempos y velocidad de mezclado
- Capacidad, carga y principio de funcionamiento de los equipos utilizagos
- Tiempos y velocidad de humectacion
- Temperatura, tiempo y tipo de lecho de secado empieado

- Velocidad de rotacion de la tableteadora y fuerza de compresion

B. Pruebas de reproducibilidad

Las pruebas de reproducibilidad basadas en los resultados de la caracterizacion de los
principios aclivos y excipientes durante la fase de preformulacion, en conjunto con la prueba de
tas variables de formutacion y proceso en sus extremos nos ayudara a desarrollar una formulacion
més robusta asi como establecer las especificaciones de la formulacidn y del proceso para obtener

un producto de calidad constante.

2.2.1.4 TRANSFERENCIA DE TECNOLOGIA Y ESCALAMIENTO:

El escalamiento es un proceso de incremento de tamafo de lote y su meta es fabricar un
producto a gran escala que mantenga las mismas caracteristicas que el lote obtenido en la fase de
desarrollo.

Esta etapa de transferencia de tecnologia y escalamiento involucra cambios de tamaito de
lote, de capacidad de equipos y por lo tanto de eficiencla, de personal, instalaciones, elc.

Por esto es primordial antes de realizar un escalamiento, definir y conocer las variables
criticas de la formulacion y el, proceso para pader resolver los problemas que podiian ocurric
durante esla fase.

Dentro de fa literatura se encuentran reportados una variedad de problemas refacionados

al escalamiento con respeto a los pracesos involucrados tales coma:
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- Prablemas de lubricacién:

Es conocido que lubricantes eficienles, como el Estearato de Magnesio, tienen cfectos
negativos sobre la dureza, velocidad de desintegracion y disolucion del farmaco . 22 2n. Este
efeclo no depende sélo de los componentes del comprimido y de 1a concentracion de tubricante
wlilizade, sino también del liempo y procedimiento de mezclado. Se han observado diferencias del
efeclo de lubricacion segun el lamaiio y la carga del mezelador (sun cuando fueron operados a la
misma velocidad de relacion) probablemente debido a diferencias en las luerzas de conte

gencradas durante el mezclado y per lo 1anle a una formacion difereate de la capa fubricante.

- Problemas durante la granulacidn himeda en mezcladores de alta velocidad g

Se fabricaron granulades en nueve dilerentes mezcladores de alta velocidad de lamanos
desde 5 hasta 300 litros encontrando que en los mezcladores de mayor volumen la distribucion de
liquido es menos homogénea y por lo tanta conlleva a una distiibucion de tamaiio de granulo mas
amplia y una alla porosidad intragranular, esto probablemente debido 4 que existe menos contacto

enlre las aspas y Ja masa himeda,

El proceso de transferencia de tecnologia y escalamiento no concluye al terminar el primer
lole exitosamente, sino que incluye un proceso de validacidn para asegurar Que @) proceso es

reproducible y que la produccion futura serd te calidad,

2.2,1.5 DISOLUCION s, 262

En afios recienles se ha prestado mucha atencion al probleria de biodisponibilidad de los
farmacos. E1 papel del proceso de disolucion en la eficiencia de una forma farmacéutica sélida
(comprimidos, capsulas, elc.) ha sido objeto de extensas investigaciones en los Giimos aitos y se
establecio 1a hmpotancia de la cinélica de disolucion en la disponibilidad bioldgica. Tambicn
Nelson y olros invesligadores han reafirmado que el proceso de absorcién de farmacos a nivel
gastrolntestinal eslé controlado por la velocidad con que estos se disuciven en los medios

fisiologicos, ya que el mecanismo mas generalizado de absorcion es ta de difusion pasiva de las
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moléculas  disueltas, cspecialmente bajo sy forma nu ionizada, a lraves det epilelio

gastraintestinal.

2.2.1.5.1 DEFINICION s 202

ta velocidad de disolucion puede ser definida como la velocidad con fa cual un sollo

cambia de un estado que puede ser cristalino o amorto a ofro estado en forma de dispersion

molecular en ol disolvents.

2.2.1.5.2 FACTORES QUE AFECTAN LA VELOCIDAD DE DISOLUCION 5. 262

Los factores que afectan ta velocidad de disolucion pueden ser clasificados bajo cuatro

categorias principales:

1. Factores relacionados con fas propiedades fisicoquirnicas del farmaco tales como:
a. Soluybilidad del farmaco;

La solubilidad es un parametlro termadinamico que representa ta concentracion de un
farmaco en equilibrio con e} solvente, 1a solubilidad del farmaco juega un papel primario en ¢l
coftrol de 1a disolucidn de Ia forma farmacéutica. De acuerdo con 18 ecuacion de Noyes-Whitney,
Ja solubilidad del fannaco representa el factor mas imponante en la velocidad de disolucion. Los
datos de solubilidad pueden servir de predicior de posibles problemas de biodisponibilidad.

Dentro de los factores que pueden modificar fa solubilidad de una sustancia estan:

- La naturaleza quimica del sélido {esio se puede modificar usando ias sales de las

sustancias acidas o baslcas)

- El polimortismo (generalmente las formas polimorfas mas inesfables sonlas mas
soiubles)

- Las Impurezas (Estas pueden inhibir Ja disolucion)

b. Tamailo de particula;

Existe una relacion directa entre 1a superficie de contacto y 1a velocidad de disolucion, Por

lo tanto al reducic el tamaiio de paiticula generatinente se aurhenta la velocidad de disolucion, Sin
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embargo puede ocurric un fenomeno de agregacion de pardiculas pequeias y por lo {anto se
reduce la superficie de contacto y por ende la velocidad de disolucion. También si el compuesto
liene propiedades hidrofobicas y el disotvente tiene pobres propiedades de mojado, fa reduccion
de tamaito de particula puede proporcionar una superficie efectiva mas pequefa y por ende una

velocidad de disolucidn mas baja.

2, Factores relacionados con la formulacidn.

Se ha demostrado que productos con la misma formulacion, manutacturados por
diferentes empresas presentan diferencias  apreciables en  la velocidad  de  disolucion
probablemente por las caracteristicas de los excipientes utilizados.

Los excipientes empleados en ta preparacion de formulaciones farmacéulicas
sdlidas, pueden ejercer diversos efectos sobre las caracteristicas de disolucion de los principios
aclivos. De todas 1as formas farmacéuticas, los comprimidos son los que suelen presentar mas a
menudo problemas de disolucion debido a su complejidad en cuanto a componentes y procesos a
que se debe recurrir para obtener una forma farmacéulica aceplable.

a. Diluentes:

Se ha estudiado el efecto del almiddn que es uno de los diluentes mds usados y se vio que
al aumentar su concentracidn se incrementa la velocidad de disolucion debido a sus propledades
de desintegracion.

b. Desintegrantes:

En general un desintegrante posee una capacidad de hinchamiento al contacto con el
agua lo cual permite una desintegracion del comprimido y una disgregacion de los granulos si éste
se encuentra Intragranularmente, lo cual favorece la velacidad de disolucion.

Los almidones poseen caracteristicas de huenos agentes desintegrantes que permiten
ohtener velocidades d‘e'disoluciOn optimas de los principios activos.

c. Aglutinantes:

De manera general, la adicion de aglutinantes tendra como consecuencia el aumento del

tiempo de desintegracion y por ende 1a disminucion de la velocidad de disoluciba. Sin embargo,



para {a granulacidon hameda, se ha abservado mejoramiento en la velocidad de disolucion de
farmacos pocos solubles por las propiedades hidrofilicas que imparte el aglutinante a la superficie
do los granulos (ejemplo: Palivinilpirrolidona).
d, Lubricantes:
La adicion de lubricantes tales como el talco y el Estearato de magnesio, tienden a
prolongar el tiernpo de desintegracion y poar o lanto 1a velocidad de disolucion. Eslo se explica por

la formacion de una capa hidrefébica que impide la humectacion de las particulas

3. Factores relacionados con el proceso de manufaciura.

La tecnologia empleada en 1a obiencion de los comprimidos y las condiciones de
trabajo pueden influir en alto grado en la velocidad de liberacion de los principios aclives y en
consecuencia, afeclar substancialmente su actividad farmacoldgica.

a, Método de humectacidn;

El proceso de granulacidn por lo general aumenta la velocidad de fanmacos pocos solubles
(los excipientes tienden a aumentar la hidrofilicidad de los principios aetivos). Si bien el método de
granulacion humeda es ampliamente utilizado, este conlleva a varias desventajas, entre ellas la
necesidad de secar y por lo tanto problemas de descompasicion para 10s farmacos termolabiles y
tamblén puede afectar 1a uniformidad de contenido a través de fa migracion del soluto.

b. Efecto de la fuerza de compresion:

Existe una gran influencia de la fueiza de compresién sobre la densidad aparente, la

porosidad, la dureza y el tiempo de desintegracion.

4. Factores relacionados con el equipo y los parametros de prueba,

La agitacion, la lemperatura, el pH y ta viscosidad del medio influyen de manera

importante sobre la velocidad de disolucion.



2.3 METODO ANALITICO PARA DETERMINAR TRIMETOPRIMISULFS AMETOXAZOL EN
FLUIDOS BIOLOGICQS 1, 2a: ‘
2.3.1 DESARROLLO DE METODOS ANALITICOS EN FLUIDOS BIOLOGIC2OS:

Los mélodos analiticos usados para la determinacion cuantitivie 2 de firsnacos y sus
metabolilos  en mueslas bioldgicas juegan un papel muy importaty ¢t evaluacion v
interprelacion de los datos de farmacocinética, biodisponibilidad y biceqiivv alenda . Es esencial
witizar métodos analiticos bien caracterizados y tatalmente validados pir—za oblener msultados
confiables que puedan ser interpretados satisfactoriamente. Entre las tolcas boanaliticas mas
utilizadas se incliyen (1) Métodos quimicos y comhinacion de procedimislo=s . GC, HPLC, GC-
MS..) y(2) Méldos ticldgicos (e]. basados en procedimientos imunalgi Scos (ej. RIA, EMIT,
ELISA),ybasadoes en métodos microbiologicos).

Elinterts de ta cromatografia en el analisis de farmacos se inidhe =2 s aflos chcuenta,
aplicandese desde entonces para seguir 13 sintesis de fannacos, asegurasiza pureza, establecer la
estabilidad de lomas fanmacéuticas para conocer su vida de anaquel, dc. L enloque diferente
ocurrid en los setentas cuando la instrumentacidn, padicularmente o £a cormalografia en
columna, incrementd la sensibilidad abriendo la posibilidad de valon coanpuestos en fluidos
hioldgicos, los cuales hasta entonces eran muy dificiles de analizar.

la Cromatografla de Liquidos de Alla Resoluci6n (CLAR), ¢s [arelerble  sobre otras
técnicas lales como 1a espectrototomelida UV o de Fluorescencin, ya quee: stas iitirnas no son lo
suficienlemenle setectivas; en cuanto a la Cromatografia de Gases (G(), &auiqu esta reportado
que su capacidad de deteccion es mayor, tiene el inconveniente de que rrchos farmacos son
inestables & temperaturas allas y por lo tante es necesario derivar las nie2sls; las téenicas de
inmunoensayo muchas veces carecen de selectividad aunque son maspiictasyde f4cil manejo
en forma rutinaria.

La timmpieza de las muestras biolégicas para ser analizadas porcovealogratia requicre de
mucha atencion ya que una limpieza inadecuada puede provocar unalaizta enel andlisis. Esta

conslisteen 1a extraccion del fAnmaco y/o de sus metabolitos del materiallio =1cglcoy ta purificacion
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del extracto oblenido removiendo impurezas que pudieran interferir con el sistema cromatografico

y disminuir 1a vida de la columna.

2.3.2 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS EN FLUIDOS BIOLOGICOS (s, 50,311

La parte 320 del Code of Federal Register (CFR) Capitulo 21 de las Estados Unidos
referente a los requisitos de Biodisponibilidad y/o Bioequivalensia, establece que para llevar a
caho estas estudios, es necesario que el método analitico usado para detarminar la concealracion
del farmaco, o sus metabolitos en fluidos bioldgicos, o productos de excrecian, o el método usado
para medic un efecta fdrmacoldgico agudo debr mostrar que es exacto y fo suficieniemente
sensible para medir con precision adecuada la concentracion del fannaco o sus metabolilos. Asi
también requiere que el métode analitico utilizado sea validado.

Desde la década de los ochentas se ha reportado que una de las causas mas frecuentes
de un rectiazo de solicitudes para ventas en Estados Unidos es por una validacion inaecuada del
método analitico usado para demostrar la bisequivalencia.

L.a validacién del meétodo consiste en demostiar la adecuabilidad “in-vitro® o previa al
estudio de los siguientes parametros:

1. Intervate lineal y tuncian respuesta: Bt intervale lineal es aquel sohre el cual el

compuesto de interés sera determinado. Se basa en la evaluacion de muestras patrén en el fluido
a analizar, las cuales detinen fa curva de calibracion (curva patrén). Esta debe constituirse
tipicamente de 6 a 8 puntos de calibracidn (excluyendo blancos e incluyendo concentracion
minima cuantificabte), y define ta funcidn que describie la relacion concentracién-respuesta . Para
métodos cromatoegraficos, se espera una retacion lineal simple.

2. Limite_de_Cuantificacidn_(CMC): Concentracién mds baja que puede ser

determinada con exactitud y precisién adecuadas.
3. Limite_de_DReteccidn (CMD): Concentracidn mas baja detectada, pero no
precisamente cuémmcada en un método de analisis (generalmente 2 a 4 veces el nivel de ruido

para un método cromatagrafico).
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4. Exactitud y Precision:

a, La exaclitud se define como la cercania det valor experimental al compararto contra ¢l
considerado real. Se reporla generalmente como desviacion o porciento de desviacion, La
exaclitud debe estar dentro del £15% del valor real (£20% para la Concenlracion Minima
Cuantificable (CMC)).

b. La precisién se define como la cercania de resultados experimemales de la valoracion
de un faimaco determinados replicadamente. Puede ser dividido como precision intradia (o
repetibilidad) y precision interdia (o reproducibilidad), es expresado comunmente como coeficiente
de variaclon (CV). La precision intra ¢ interdia debe ser menor al 16% de CV (menar al 20 % para
laCMC).

§. Eficiencia de Extraccion: Es la cantidarl extraida del compuesto de inlerés y del

estandar interno, si es usado, de la malnz bioldgica. No hay especificacion para esto, sin embargo
se desea que el recobro no sea menor al 50% para no comprometer la sensibilidad y si cercano al
100%. También es deseable que los porcientos de recobro sean constantes en el intervalo

estudiado,

de muestra hasta su andlisis, se veifica (a estabilidad de las muestras sometiéndolas a ciclos de
congelacidn-descongelacion, a temperatura de almacenamiento normales (en nuestro caso -40 °C)
y a temperatura ambiente en el disolvente de reconstitucién. E| criterio de aceptacion para la

estabilidad se basa en los criterios de aceplacion de exaclitud y precision a lo largo del tiempo.
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2.4, ESTUDIO PILOTO DE BIOEQUIVALENCIA DE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL.:
2.4.1. ASPECTOS GENERALES;
2.4.1.1. ASPECTOS REGULATORIOS i1.7.113:

En Estados Unidos (E.U), existen dos categorias de medicamentos: los de Prescripeion y

los "Over The Counter” (OTC).

- Un Madicamento de Prescupeion: es calificado como un fitimaco para uso en humanes que:

1) Pucde crear una dependencia.
2) Es toxico o puede provocar efectos secundarios graves, Por su mélodo de administracion, su
dosificacion estricta o su sequridad, debe ser administrado bajo supervision.

3) Tiene un uso limitado bajo estrecha supervision de un meédico autorizado.

- QTC: Que puede ser despachado sin prescripcion y generalmente ya es ampliamente reconocido

camo seguro y eficaz.

Antes de la comercializacion de un medicamento en Estados Unidos, se debe primero

obtener la aprobacion respectiva de la FDA par medio de un registro tipo NDA o ANDA.

- NDA New Drug Applicalion® Una solicitud de registro ante la FDA Food & Drug Administration”

para la aprobacion de 1a comerciatizacion de un nuevo farmaco en el cuat se requiere demostrar la

seguridad y eficacia del producto por medio de estudios apropiados et animales y humanos.

- ANDA Abbreviated New Drug Application® Una solicitud de registro ante ta FDA para a
aprobacion de ta comercializacién de una copia (genérico) de un fanmaco previamente aceptado
por la FDA. Este ANDA no requiere demostrar la seguridad y eficacia del producto por medio de
estudios apropiados en animales y humanos, sino solamente la calidad del producto y en fa

mayoria de 10s casos, su bloequivalencia en la cual se compara el producto de prueba contra el

producto innovador.
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2.4.1.2 DEFINICIONES:

Biodisponibilidad (29):
Es la velocidad y la cantidad a la cual una entidad activa es absorbida de un producto

farmacéuticu y se vuetve disponible en el sitio de accidn.

Dos productos de misma dosis maolar son considerados bioenuivalentes cuando sus
hiodisponibilidades son estadisticamente no significativamente diterentes, y por lo tanto ¢s poco
probable que se praduzean cfectos terapéuticns ylo  ofectos adversos  elinicamente

significativamente diferentes.



CAPITULO 3:

PARTE EXPERIMENTAL



3.1 EQUIPO, MATERIAL Y REACTIVOS:
A, EQUIPO:
Mezclador de alta velocidad de 3 L de capacidad Gtil
Bomba peristdltica Glatt
Granulador Oscilatorio. Esweka Tipo FGS de 1 kg de Capacidad il
Secador de lecho Fluido Uniglatt de 1.5 L de capacidad Gtil
Desecador de infrarrojo Metller LP16
Mezclador de doble corozas Erweka de 3.5 L de capacidad atil
Tableteadora Manesty 038
Balanzas semi-analiticas Metiler PM 480 y PM200
Parrillas de agitacién Termolyne
Tamizador vibralorio Erweka tipo UT
Friabilizadar E.M.S.A,
Vorlex Thermolyne
Desintegrador Eflecsa Mod DED-30
Durometro Schleuniger E-2
Microscopio elecirénico Nikon 108
Disolutor Hanson Research
Cromatdgrafo de fotoarregios de diodos Hewlett Packard
Cangelador Ojeda.
Ultracongelador Harris.
Centrifuga con cabezal de canastas, Beckman TJ-6
Polenciometro. Beckman 45 pH-Meter
Balanza analitica. Mettier AE 260 Deita Range
Baiio con confrol de temperatura. Poiytherm
Sistema de evaporacion con Nitrégeno. Polytherm

Equipo de filtracidn de agua, Millipore Milli-Q Water Sysiem
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Sistema cromatografico, Waters Associates

a. Bomba Mod. 510

b. Inyector automatico, Mod Wisp 717

¢. Detector UV-VIS de longitud de onda variable Waters Mod. 486

d. Integrador Mod. 745

e. Columna analitica, yiBondapack C18 de 3.9 mm de didmetro interno y 30.0 cm
de longitud, tamaio de particula de 10 pm. Waters

f. Columna analitica, Ultrasphiere XL. ODS, de 4.6 mm de diametro intermno y 7.0

cm de longitud, tamano de particula de 3 pm, Beckman.

B. REACTIVOS:
-Fosfato de Potasio Monobasico grado Reactiva Analitico ACS, (J.T. Baker).
-Acetonitrito, grado HPLC. (Mallinckrodt Inc.y Fisher Scientific).
-Metanol, grado HPLC, (Mallinckrodt Inc.).
-Acetato de Etilo, grado Reactivo Analitico ACS, (Mallinckrodt Inc.)
-Hidréxido de Sodio, grado Reactivo Analitico ACS, (J, T. Baker)
-Cloroformo, grado HPLC. (J. T. Baker).
-Heparina Sddica, grado I-A, (Sigma Co.).
-Trimetoprim, Sustancia de Referencia USP.Rockville Maryland, Lote H-1.
-Sulfametoxazol, Sustancia de Referencia USP.Rockville, Maryland Lote H.
-Sulfisoxazol, Sustancia de Referencia Interna.
-Clorhidrato de Metocloproamida Sustancia de Referencia Interna.
-Cafelna anhidra Sustancia de Referencia Interna.
-Acido Salicllico Sustancia de Referencla USP, Rockvilie Maryland, Lote H-4.

-Naproxén Suslancia de Referencia Interna.

16



3.2 FORMULACION DE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL COMPRIMIDOS,
3.21. DESARROLLO DE LA FORMULACION DE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL
COMPRIMIDOS.

3.2.1.1. PREFORMULACION:

A. Se lievo a cabo un estudio de confronlacion de fos posibles candidatus como
componentes de fa formulacion empleando camaras de estabilidad de Temperalura Ambiental
(T.A) y de 40°C/79%HR durante 3 meses y evaluando visualmente los cambios fisicos de estas
muestras en comparacion con sus respectivos controles.

Los ingredientes analizados fueron:

Activos: - Trimetoprim (TMP)
- Sulfametoxazal (SMX)
Aglutinantes: - Amigel, Starch 1500 (Almiddn Pregelatinizada)
- PVP (Polivinilpirrolidona)
- HPMG E50P (Hidroxipropil Metilcelulosa ES0 Premium)
Desintegrantes: - Primojel (Almidén Glicolato de Sodio)
- Acdisol (Croscarmelosa Sodica)
- Crospovidona (Poliplasdone)
Dijuentes: - Avicel pH 101 (Celulosa Microcristalina)
- Lactosa
- Fosfato de Caicio Anhidro
Lubricante/Deslizante - Estearato de Magnesio (Est. Mg.)
- Estearato de Calcio (Est. Ca.)

- Talco

B. Se llevd a cabo un estudio de caracteristicas reoldgicas y distribucion de tamailo de

particula y con base en estos resultados, el comportamiento tecnoidgico de los excipientes as



coma en base al componamiento de ta formutacian final deseado se cligio un excipiente por cada

categoria citada anteriormente.

C. Se realizé un estudio de compatibilidad de Principio activo/Excipientes por Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC) utitizando un numero mas reducido de excipientes (uno por
categoria) ton el objetive de confirmar la compatibilidad de los ingredientes de la formulacion

tentativa.

D. Se Yevaron a cabo estudios de caracterizacion por DSC de los excipientes y principios
activos. Estos estudios se llevaron a cabo en varios lotes de cada uno de los ingredientes para

evaluar su reproducibilidad.

E. Se efectud fa evaluacion de los proveedores de ios aclivos y excipientes en funcion de
Ia reproducibilidad interlote de fas caracteristicas reoldgicas, distribucldn de tamaiio de paricula y

comportamiento térmico.

F. Se lievo a cabo fa caraclerizacion del producte innovador en cuanlo a suy

caracleristicas fisicas, asi como su perfil de disniucion,

3.2.1.2 FORMULACION y ROBUSTEZ:

1. De los resultados de estudios de preformulacién obtenidos y las caracteristicas finales
deseadas, se eligieron los candidatos de excipientes y provecdores Idéneos para el desarralio de
la formulacién asi como la via himeda para la fabricaclén de los comprimidos por las
caracteristicas reolglcas de tos dos activos (pobre flujos, dngulos de reposo altos y densidades

bajas). Se desarrollé fa formulacidn asi como un procedimiento de fabricacidn para obtener
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finalmente comprimidos que presemaran caracteristicas lisicas y quimicas, paticularmente en el

comportamiento de liberacion in-vitro y de estabilidad, adecuados.

2. Se identificaron y evaluaron algunas de las variables ciiticas de la formulacion y del
proceso. La evaluacion se electud principalmente mediante 1as pruchas fisicas (variacion de peso,
friabilidad, variacion de dureza, desintegracion, ohservacion fisica y microscopica del comprimido)

y perfiles de disolucion.

Los perfiles de disolucion se realizaron de 1a siguiente manera:

Aparato 2 (Paletas). 75 r.p.m.

Medio: Acido clorhidrico 0.1 N.

Volumen: 800 mL.

Tiempos de muestreo: 2.5, 5.0, 10.0, 15.0, 30.0, 450, 60.0 minutos.
Tolerancia: No debera disolverse nienos de 70% (Q) en 60 minutos,

Procesamiento_de la muestra: Tomar ina alicuota del imedio de disolucidn, filtrarla,

adicionar una alicuota de la solucion de estandar intemo de Sulfisoxazol, llevar a volumen con la
fase movil, mezciar e inyectar 10pL ai sislerma cromatogratico que consiste en un HPLC,
utilizando un detector de UV a una longitud de onda de 220 nm, una fase movil compuesta de una
solucién reguladora de fosfatos y Acetonitrilo 85:15 a un pH de 3.5 4 0.05 y con una columna

Ultrasphere XL ODS, Beckman 4.6 mm DI x 7.0 con de longitud y 3 de tamario de particula.
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Lasvariablesanalizadas fuernn:

A. El efectode ta concentracion del agieite desintegrante.

B. El efectode 1a cantidad de agua uliliz ada para levar a cabo el proceso de humectacion.
C. El efectode la concentracion el age nite agiutinante.

D. El efectode ia concentracion el age nle bricante.

E. Elefectode ladureza.

3. Se evalud 1a repetibilidad del procese. Se fatricaron dos lotes con la misma lormulacion
y bajo el misma procedimiento de fabricacion v se svaluo si las caracteristicas fisicas asi como el

comportamiento deliberacion de los dos principios activos era reproducible.

4, Se evalid la estabilidad de los corviprimidos, Se llevd a caho la estabilidad acelerada
durante 3 meses a 40°C/75%HR. Se analizaron los comprimides en cuanto a Identificacion,
Uniformidad de Contenido, Valoracion, Dureza, Friabilidad, Contenido de Agua y Prueba de

disolucian y se observaron los cambios.

5 Antes de flevar a cabo el esludio  de bioequivalencia de los dos productos (producto
innovador cormo de prueba), se efectuaron las siguientes pruebas farmacopelicas y otras:
I. Identificacion.
2. Uniformidad de contenido
3. Valoration
4, Disolucion
5, Descripcion
6. Variacion de peso
1. Dureza
8, Friabilidad

9. Deslintegracion
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3.3, METODO ANALITICO PARA DETERMINAR TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL EN

FLUIDOS BIOLOGICOS (1.2

Se desarrolid y validd un método confiable, especifico y sensibile con el objeto de
cuantificar los farmacos con exactitud y precision en el plasma de los volumanos sanas que

participaran en el estudio de bioequivatencia del producto desarrolfado ea el faboratorio.

3.3.1. DESARROLLO DEL METODO (52,331

£l mélodo se baso en trabajos previos publicades en la literatura especiafizada oz 3, Ins
cuales permitieron establecer las condiciones iniciales de analisis, que a través del desarotla se
fueron modificando hasta lograr una adecuada extraccion de los farmacos asi como fas
condiciones cromatogrdficas que proporcionaran una mejor separacion de Trimetoprim y

Sulfametoxazo! de tos metabolitos y de fos compuestos enddgenos del plasina.

£t método desarroliado para cuantificar Trimetoprim y Sulfametoxazot en plasma humano
fue un método par Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion (HPLC) wilizando Clorhidrate de
Metoclopramida y Salfisoxazel como estandares intemos para Trimetoprim y Sultametoxazol
respectivamente. La preparacion de {a muestra consistio en fa extraccion de fos compuestos de
interés det plasma alcalinizado con Hididxido de sodia y extraccidn con tina mezcla de acetato de
etilofcloroformo (86:14 viv), centrifugacion, ajusie del pH de la muestra con Fostato de potasio
monabasico 0.5M y una segunda extraccion con la mezcla de acelalo de elilo/clorolommo
(86:14vly) y centrifugacién. La mezcla de la fase orgdnica de las dos extracciones se evaporo a
sequedad y se reconstituyé en una mezcla de acetonittllofagua (25/75 viv). Se inyectd un volumen
de 60 pl. en una columna p-Bondapack C18 y se eluyd con una fase movil constituida de Fosfalo
monobésico de polasio 0.01M:Acetonitrito, 83:17 viv, pH 1.5, Este procedimiento permitio una

deteccidn sin interderencias en la regién cromatagralica de Trimetoprim y Sulfametoxazol y de sus
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estandares internos (Clorhidrato de Metoclopramida y Sulfisoxazol respectivamente) al ser

detectados al UV a 230 nm.

A continuacion se presentan el diagrama de flujo del método para el ralamiento de la
muestra y 1as condiciones cromatograficas de andlisis para la cuantificacion de Trimetopfim y

Sulfametoxazol por HPLC.

Condiciones cromatogrificas:

-Fase mévil: Solucidn de fosfato maonobasico de potasio 0.01 M: Acetonilrilo HPLC 83:17

-Columna analitica: pBondapack C18.

-Deteccion: Ultravioleta a 230 nm.

-Volimen de inyeccion: 60 pL.
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DIAGRAMA DE FLUJO DEL METODO
ANALITICO
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3.3.2. VALIDACION DEL METODO

La validacién del métoda consistié en demastrar 1a adecuabitidad “in-vitro™ o previa al

estudio de Jos siguientes pardmelros:

3.000 pg/mi. para Trimeloprim y de 1.750 a 75.000 ug/ml pasa Sulfametoxazol en plasma. Para
su caracterizacion, se establecié una curva patron en plasma con puntos calibradores a las
concentraciones de 0.100, 0.150, 0.300, 0.600, 1.500, 3.000 pg/mi para Trimelopsim y de 1.750,
3.000, 6.000, 10.000, 40.000, 75.000 pg/mL para Sulfametoxazol. Esta curva se genersd y proceso
de manera independients: a los experimentos de precisidn interdia. Para cada curva se realizd un
andlisis de minimos cuadrados, tomando a la concentracién como variable X" y la respuesta
(altura relativa del principio active de interés respecto a su estandar interno respectivo) comao
vanable “Y",

La evaluacion de la funcidn respuesia consistio en la verificacion de la consistencia de las
curvas generadas duranie los cuatro dias y det coeficiente de determinacion de 1a recta generada,

el cual no deberia ser menor a 0.98.

2. Limite de_ Cuantificacion _(CMC): Se establecié con la concentracidn de

0.1pg/mL para Trimetoprim y 1.75 pg/mL. para Sulfametoxazol las cuales debian haber cumplido
con el citerio de +20 % para la exactitud y precision, ademas de ser 3 concentracion mas baja

probada en la prueba e funcion respuesta

3._Limile de Deleccidn (CMD): se establecid haciendo diluciones sucesivas de la
cancenlracidn de 0.1 pg/miL para Trimeloprim y de 1.75 pg/ml para Sulfameloxazol anatizdndolas
con el método propueslo y buscando obtener la dilucién que produjera una sefial de 2 a 4 veces la

sedal del ruido.



a. La_precisién se evalud en dos partes, precision interdia y precision intradia. Para este
fin, se “cargaron” muestras de plasma a las concentraciones de 0.100, 1.400 y 2.500 jig/ml. para
Trimetoprim y 1.750, 37.50 y 65.000 pg/mL paca Sulfametoxazol (curvas cruzadas: nivet alto de
un activo junto con el nivel bajo del otro), las cuales se procesaron por triplicado ducante tres dias
para la precision interdia y por sextuplado en un solo dia para ta precision intradia. Todas las
mucstras se interpolaron en su curva palrén.

Para la precisién interdia se obtuvo el promedio, la desviacion esténdar y el coeficienle de
variacion de la concentracion interpolada de todas las muestras obtenidas en los diferentes dias
que durd el experimento, dandose por buena si el coeficiente de variacién era menor al 15%
(menor de 20% en la CMC).

Para la precisidn intradia, se obtuvo el promedio, la desviacion estandar y el coeficiente de
variacion de la concentracidn interpolada de todas las muestras de este experimento, dandose por

buena si el coeficiente de variacion era menor al 15% (menor de 20% cn la CMC)

b. La exactitud se evalud verificando que el promedio de la concentracion intorpolada en

ambos experimentos de precision no se alejara mas del 15% de las concentraciones adicionadas

(menor de 20% en la CMC)

5. Eficlencia de Extraccidn (Recohro absoluto):

La prueba de eficiencia de la extraccién se realizd con disoluciones de Trimetoprim o
Sulfametoxazol respectivamente en plasma y en agua, ambas a las mismas concentraciones
(0.100, 0.150, 0.300, 0.600, 1.500, 3.000 para Trimetoprim y 1.750, 3.000, 6.000, 10.000, 40.000,
75.000 para Sulfametoxazol)

El recobro absoluto se obtuvo al comparar el promedio de la respuesta de cada
concentracion obtenida en plasma contra la correspondiente en agud. Para cada estandar interno,
se compard el promedio global de la respuesta de éste en las muestras en plasma contra el

promedio global de la respuesta en las muestras en agua. Esa relacion se expreso en porcentaje
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6. Especificidad.

a. Se efectud, analizando bajo el método propuesto, el plasma de 6 sujetos voluntarios
individualmente, y se observd si éste presentaba inlerferencias en el drea de los compuestos de
interés.

b. Para asegurar la especificidad a metabolitos de ambos farmacos, se administrd a 2
sujetos voluntarios sanos, una tableta del produclo innovador y se obtuvieron muestras de plasma,
las cuales se procesaron e inyectaron al sistema cromatografico. Se verificd la pureza de los
cromatogramas oblenidos con un deleclor de arreglo de diodos. Solo se delecld el metabolito
principal de Sulfameloxazoi (N4- Acetil Sulfametoxazol) el cual se separd del Sulfametoxazol para
que no presente interferencias en el area de los compuestos de interés.

¢. Se analizaron disoluciones de Cafeina, Acido Salicilico, Naproxen y Heparina, buscando

aquellas suslancias que podrian ser interferencia potencial de los compuestos de interés.

1. Estabilidad;

La estabilidad se evalud de diferentes maneras:

a. Eslabilidad de la muestra procesada lista para su analisis. Se prepararon muestras de
plasma adicionado de Trimetoprim o Sulfametoxazol seqlin el caso; se procesaron por triplicado a
cada concentracion (0.100, 1,600, 2.750 g /m\. para Trimeloprim y 1.750, 35.500, 70.000 pg/mL
para Sulfametoxazol) y se cuantificaron a las 0, 24 y 48 horas después de haber sido colocado en
el inyeclor automatico del cromatdgrafo siempre contra una curva palrén fresca. Se observd la
consistencia de resultados a través det tiempo.

b. Estabilidad a ciclos de congelacidn-descongelacion. Las muestras para el analisis de la
pracisidn intradia se almacenaron y se sometieron a 3 ciclos de congelacion-descongelacion
(-40°C / TA). de 24 horas cada uno. Al final de este periodo, se procesaron por triplicado a cada
concentracidn y se cuantificaron contra una curva patrdn fresca. La concentracidn promedio

obtenida, se compard contra la oblenida al tiempo cero,
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c. Estabilidad de la muestra en condiciones de almacenamienio a -40°C. Se prepararon
muestras de plasma adicionada de Trimetoprim o Sulfametoxazol segin el caso; se procesaron
por triplicado a cada concentracién y se cuantificaron siempre contra una curva patron fresca a los

30, 120, 150 y 180 dias. Se observd la consistencia de resultados a través del tiempo.
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3.4, ESTUDIO PILOTO DE BIOEQUIVALENCIA:

Con el objetivo de evaluar la formulacion desarrollada, se decidid realizar un estudio de
bioequivalencia piloto en 6 sujetos voluntarios sanos para estimar la probabilidad de éxito en la
determinacion de la bioequivalencia oficial con 24 sujetos voluntarios sanos y evaluar la
conveniencia de escalar ésta formulacion a nivel industrial y sequir con los tramites de registro
para la comercializacién del producto asi como evaluar el numero de sujetos y los tiempos de
muestreo requeridos.

Se llevd a cabo un estudio de bioequivalencia piloto, simple ciego, de acuerdo a un diseiic
balanceado de 2x2 en 6 voluntarios sanos de sexo masculino (igual nimero de sujetos distribuidos
al azar en dos grupos para cada periodo). El producto innovador, BACTRIM DS de los laboratorios
ROCHE(@) fue asignado como formulacidn B y el producto a probar (producto desarrollado cn el
Laboratorio) como formulacion A. Los dos praductos ({abletas) contenian 160 mg de Trimetoprim y
800 mg de Sulfametoxazol. Se administrd una dosis oral tinica. Los sujetos fueron confinados en
la unidad de investigacion clinica. El medicamen(o se administré después de un ayuno nocturno
de 10 horas. La alimentacién fue estandarizada y a horas especificas.

El protocolo fue remitido ante un Comite de Etica para su aprobacién de acuerdo con la

regulacién de la parte 56 del CFR capituio 21.

3.4.1. PROTOCOLO DEL ESTUDIO:

3.4.1.1. CRITERIOS DE SELECCION DE LOS SUJETOS:

3.4.1.1.1, CRITERIOS DE INCLUSION:

- Sujetos del sexo masculino entre 18 y 40 aifos de edad, pesos comprendidos entre 55 y
80 kg. Sus pesos deberén ser proporcionales a sus estaturas.

- Disponibilidad de los sujetos para completar los dos periodos del estudio.

- Sujelos con buena salud avalado por los resultados de sus historial clinico, un exémen
fisico y estudios de laboratario y electrocardiograma.

- Valores de taboratorio no méas de) £10% fuera del rango normal (como es tabulado en

1983 Metropolitan Insurance Company Height and Welght tables" ),
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- Signos vitales normales desde la seleccion hasta el fin del estudio considerando como
una presion sanguinea normal en la posicion de reposo de 90 a 140 mmiHg para la sistolica y de

60 a 90 mmHg para la diastdlica, y coma pulso normal de 55 a 100 pulsaciones por minuto.

3.4.1.1.2, CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Los sujetos con antecedentes de hipersensibilidad a cualquier firmaco o cualquier
alteracion signilicativa cardiovascular, renal, hepatica, metabdlica, gastrointestinal, neuroldgica
(incluyendo epilepsia), endocrinas 0 cualquier tipo de anemia u otras anormalidades sistémicas o
de drganos.

- Sujetos que requieren administracion de cualquier otro medicamento durante el estudio,
ademds del medicamento que estd siendo evaluado.

- Sujetos cuyos valores clinicos de laboratorio se desvian en +10% de los rangos
normales, a menos de que, a criterio del médico responsable, esto se considere como
clinicamente no significativo (esto seré reportado en las formas de reporte de casos).

-Sujetos que hayan sido hospitalizados por cualquier razén dentro de las 8 semanas
previas al estudio o hayan tenido una enfermedad clinicamente importante dentro de las 4
semanas previas al estudio.

- Sujetos que hayan tomado un medicainento de investigacidn dentro de las 4 semanas
previas al inicio del estudio.

- Sujetos que hayan tomado medicamenlos (excepto analgésicos) durante los 14 dias 0 §
vidas medias (lo que sea mds largo) previos al comienzo del estudio o han sido tratados dentro de
fos 3 meses previos con cualquier medicamento que tenga un polencial de toxicidad bien definido.

- Sujetos que hayan ingerido alcohol dentro de las 48 horas previas al inicio del periodo de
confinamiento de! estudio.

- Sujelos que hayan donado o perdido mas de 450 mL de sangre dentro de los dos meses
previos al estudio.

- Sujetos con historia de adiccidn a dregas o abuso de alcohol,
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34.1.1.3, CARTA DE CONSENTIMIENTO DE LOS VOLUNTARIOS:
Los voiuntarios fueron informados claramente del propdsito del estudio, asi como de los
riesgos dei mismo. Se les did uwna compensacidn econémica y firmaron una carta de

consentimiento. { De acuerdo a 1a requiacidn de 1a paite 5C del CFR cnpitulo 21)

34.1.1.4, ANALISIS CLINICOS:

Los andlisis realizados a ios voiuntarios fueron:

- Biometria Hemadtica: hemaoglobina, hemalderito, conleo tolal de gldbuios rojos, conteo
lotai de gidbutos biancos, conteo estimado de plaquetas.

- Quimica Sanguinea: sodio, potasio, urea, acido urico, crealinina, foslatasa alcalina,
asparto aminolransferasa, aianina aminotransferasa, gama GT, bilirrubina lotai, glucosa,
colesterol, trigliceridos, proteinas tolaies, athimina y marcadores de hepatitis.

- ViH, prueba para enfermedades venéreas, coproparasitoscépicy exciusivamente al
ingreso.

- Uroandiisis: gravedad especifica, pH, proteinas, cetonas, urobilinogeno, giucosa y
examen micrascdpico.

- Eiectrocardiograma (12 derivaciongs) exclusivamente al ingreso.

34.1.2, REACCIONES ADVERSAS:

Su planed el estudio de tal manera que todos los signos y sinlomas de las reacciones
adversas que pudieran ocurrir durante e! esludio fueran reporlados, en detalle, en el reporte de
caso de cada sujelo, incluyendo a naturaleza de los signos y/o de los sintomas, la fecha en que se
delectd, el tiempo en que aparecleron en reiacidn con ia fecha de administracion, ta duracién del
efecto, {a severidad, st se requirid o no tratamlento y sl la reaccién estuvo relacionada o no conia

administracidn del farmaco.
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Cualguier reaccitn severo sintoma anormal tenia que serinformada inmediatamente al
médico principal, y por estrito, aldirectar, investigador principal y monitor del estudio asi como a

105 integranies del comité de &tica.

3.4.1.3. MUESTRADE SANGRE:
Se colectaron musstra s de 10 mL de sangre en tubos heparinizados, Las muestras fueron
centrifugadas a 3000 rpmpor 30 min, E1 plasma se transfirid & ubos debidamente etiquetadosy se

congelaron a-40°C sin conserv adares.

3.4.1.4, HORARIO DE TOMA DE MUESTRA:

El horario fue el siguiente:0,0.5, 1.0, 1.5, 20, 2,5,3.0, 3.5, 4.0,50, 6.0,8.0, 12.0,24.0,
30.0, 36.0 hoyas postedoresa ta administracion de cada formulacion.

Entre ios dos periodos de administracion de {as formulaciones A y B se dejo un periado de

lavado de una semana parm aseguiar la completa eliminacidn dei farmaco administrado e el

primer periodo.

34.1.5, ANALISIS DE MLIESTRAS PLASMATICAS:
Las mueslras se analiza ron sigliendo el métoda analilico para la cuantificacion simulténca

de Trimeloprim y Sulfameloxazo! en plasma desceito enla seccién 3.3.1.

34.1.6. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS DATOS DEL ESTUDIO PIOTO DE
BIOEQUIVALENCIA (38, 39, 40,

£i calculo de fos pardmetros fannacocinéticos asf como ¢l andlisis estadistico se Hevé a
cabo utifizando el programa BIOPAK(R).Se wverifico fos supuestos estadisticos do 1a ANOVA conel

programa SAS(R).
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3.4.1.6.1. CALCULO DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS:

L.os parametros calculados para cada sujeto fuergn los siguientes:

1- El drea bajo ta curva desde tiempo cero y hasta el dltimo tiempo de muestreo (ABC 04)

calculado par el método trapezoidal.

2- El drea bajo la curva desde tiempo cero y hasta infinito (ABC o.t) calculado como

AUC@-inn=AUCO- + C1 /K.

3- La concentracion plasmatica maxima (Cmax) oblenida directamente de los datos sin

interpolacion..

4. Ei tiempo al cua' se alcanza ta concenlracion maxima (Tmax) obtenido directamente de los

datos sin interpolacién.
5- La constanle de eliminacidn (K)
6- La vida media de eliminacion (%).

7- El area bajo 1a curva del primer momento desde el tiempo cero y hasta el dltimo tiempo de

muestreo (AUMC o)
8- El drea bajo 1a curva dei primer momenlo desde el tiempo cero y hasta infinito (AUMC 0.inf)

9- El Tiempo medio de Residencia (MRT), tomando MRT = AUMC o-inf JAUC 0-iaf
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La bioequivalencia de productos generalmente se basa sobre AUC, Cmax y Tmax. Dailo
la dificultad de determinar con precisién Cmax y Tmax, se utilizd AUMC como alternaliva de Tmax
por ser un indicador de fa velocidad de absorcion del farmaco con menor variabilidad. La
velocidad de absorcion esta mejor relacionada con el MRT que con AUMC pero, para evitar
errores de extrapolacién inherentes al calculo de MRT y cvilar la evaluacidn estadistica de

AUMC/AUC, se ulilizé AUMC en ugar de MRT .(3n)

3.4.4.6.2. ANALISIS ESTADISTICO (38, 33, 40):

Las pruebas estadisticas efectuadas fueron las siquienles:

1- Analisis de varianzas (ANOVA) evaluando los siguientes efectos:

a. Secuencia (llamado también grupo o arden)

h. Sujeto, anidado a la secuencia

¢. Perfodo

d. Tratamiento (lamado también de farmaco o formulaciones)
El efeclo de secuencia fue probado usando la media cuadritica de [sujeto(secuencia)) resultante
de la ANOVA como el término de error. Todos los otros efectos fueron probados contra el residual

del error (media cuadratica del error) resultante de la ANOVA,

2- Prueba de *1" doble unilateral de Shuirmann.

3- Intervalo de Confianza Clasico.

4- Intervalo de Confianza de Wesllake.

5- Prueba de Anderson Hauck.

8- Calculo del poder del analisis.
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7. Calculo del numero de sujetos requeridos para el estudio de bioequivalencia formal para poder
evaluar una diferencia del 20% con una ceitidumbre del 95% (Alla de 0.09) en funcion de la
variabilidad de los pardmelros farmacocinéticos usando la siguiente formula (40).
Ne>=[tialfaiz, 2n-2) + t(Beta, 2n-2)] (CV/20)°
Donde:
CV=100 [(MSE)"/yr]
MSE : Media cuadratica del error
pr: Media del pardmetro farmacocinético del producto de referencia

n: Cantidad de sujetos que parliciparon en el estudio
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CAPITULO 4:
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4.1 FORMULACION DE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL COMPRIMIDOS.

41.1. DESARROLLO DE LA FORMULACION DE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL.
COMPRIMIDOS.

4.1.1.1. PREFORMULACION:

A. Del estudio de confrontacion de los posibles candidalos como componentes de la
formulacion en camaras de estabilidad de Temperatura Ambienlal (T.A) y de 40°C/75%HR durante
3 meses, no se encontraron cambios fisicos (color, apariencia, consistencia) para ninguna de las
muestras analizadas (mezclas e Ingredientes sofos). Por lo tanto se puede decir que todos estos

componentes son compatibles a reserva de mayores estudios.

B. En la Tabla 2.1 y 2.2 se presenlan los resultados de las pruebas reoldgicas de los

excipientes elegidos y de los principios activos.

C. Del estudio de compalibilidad de Principio activo/Excipientes por Calorimetria
Diferencial de Barrido (DSC) se obtuvo o siguiente:

Los estudios de DSC de las mezclas de Trimeloprim con el diluente y el lubricante asi
como {as de Sulfametoxazol con el desintegrante, el diluente y el lubricante no presentaron
cambios en comparacion con sus comportamientos térmicos Individuales, por lo tanto se puede
concluir que existe una alta probabilidad de que estos componentes sean compatibles.

En cuanlo a las mezclas de Trimetoprim con el desintegrante y ef aglutinante asi como fas
mezclas de Sulfameloxazo! con el aglutinante, se puede observar desplazamientos de las
endotermas y/o desaparicién de endotermas, o cual nos hace pensar que podria haber una
incompatibilidad entre estos componenles. Sin embargo, eslo debe de ser confirmado por

métodos adicionales tales como Cromatografia en capa fina. Nosolros verificaremos la
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problemélica de esla inleraccion a través de esludios de estabitidad de la formulacion (inat a

condiclones de estabilidad acelerada (40°C/ 75%HR, 3 meses) y estabilidad a largn plazo (T.A).
También la mezcla de Trmetoprim/Sulfametoxazol presento  aparicion de  varias

endotermas y exotermas sin embarge, ésta interaccion de la mezcla de estos activos esta

ampliamente reportada y no esta considerada como incompalibilidad.

D. De los estudios de caraclerizacion de varios lates de los excipientes y principios activos
por DSC, se obtuvé una reproducibilidad muy buena para todos exceplo para el lubricante. Esto
puede deberse a una diferencia de composicion de los diferentes dcidos grasos que forman el

lubricante. Estas diferencias podrian ser la causa de las diferencias en cuanto a sus propiedades

de lubyicacidn.

E. De la evaluacion de los proveedores de los aclivos y excipientes en funcion de la
reproducibilidad interlote de las caracleristicas reoldgicas, distribucion de tamaio de particula y
comportamiento 1érmico, se encontraron problemas de reproducibilidad y/o de distribucion de
tamailo de particula con algunos de los proveedores de los activos por fo cual en los dos casos, se
eligié trabajar con el proveedor 1 (Tabla 2.2). El aglutinante y el diluente se compartaron de
manera homogénea. El desintegrante (Grdfica 2.1) y el lubricante (Gréfica 2.2) presentaron
distribuciones de tamailo de paricula muy variables por lo cual se pensé que esto podria afectar
las caraclerislicas de deslntegracién y/o de disolucion da los comprimidos y por lo tanto estos
ingredientes merecieron una atenclén especial durante nuestro desarrollo.

En la Grafica 2.1, se muestra la comparacidn de distribucién de tamafio de panicula para
tres lotes de desintegrante en la que se puede observar que el lote C tiene particulas mds grandes
en general, esta caracteristica podria indicarnos que probablemente al usar este lote, los grénulos
y/o comprimidos liberarian més répidamente el principio activo ya que el mecanismo de accién de
este desintegrante es por hinchamiento al contacto con el medio de disolucidn y al existir

particulas mds grandes , el poder de hinchamiento, y por lo tante de disolucion, serla mayor.
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Se ha reporladopy que la composicion quimica del tubricanle puede no allerar su
funcionalidad, no asi el contenido de humedad, el drea superficial y el tamafu de particula. El
tamafio de particula puede ser causante del retraso en la velocidad de disolucion ya que al existir
particulas mas pequeiias (Lotes A y C en la Grafica 2.2), se genera mas faciimente la pelicula
lubricante y esta acla como una barrera hidrofobica modificando las caracleristicas de disolucién

del producto.

F. La caraclerizacion del producto innovador en cuamlo a sus caracteristicas fisicas se

encuentra en (a Tabla 2.3, y su perfil de disolucidn en las Graficas 213y 2.14.

4.1.1.2 FORMULACION y ROBUSTEZ:

A. Efecto de la proporcién del agente desintegrante (Graficas 2.3 y 2.4):
Se observé como era esperado, que al aumentar la cancentracion de este, la velocidad de

disolucidn, tanto de Trimetoprim como de Sulfameloxazol, aumentan.

B. Efeclo de la canlidad de agua ulilizada para llevar a cabh el proceso de humectacion
(Grafica 2.5 y 2.6);

Se puede observar un efecto irregular del incremento del volumen del agua sobre los
perfiles de disolucién de Trimetoprim y de Sulfametoxazol, ya que al aumentar el volumen de
agua (Y) la velocidad de disolucion en los primeros minutos se ve aumentada, probablemente
porque los espaclos entre los granulados son mas reducidos (porosidad menor) y por lo tanto el
efecto de hinchamiento del agente desintegrante se ve aumentado. Al incrementar més
importantemente el volumen de agua el efecto sobresaliente es el incremento d= la dureza de los
granulos formados y una mayor resislencia a la infillr2sién del medio de disolucidn en los espacios
entre granulos, lo cual se refleja en un principio, en una disminucién de ia velocidad de disolucidn.

Esto se explica también porque, al aumentar la cantidad de agua, el tamaito de fos granulos
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obtenidos aumenta, y por lo tanto se reduce el drea de superficie de conlacto con el medio de
disolucion, lo cual resulta en un pedil de disolucién mas lento.

Se reporta ¢s que los requerimientos de liquido de humectacion se encuentran en un
intervalo muy estrecho, especialmente cuando la granulacion se lleva a cabo en granuladores de
alta velocidad. La cantidad de agua depende de un gran numero de factores tales como la
propiedad del material, 1a distribucion de tamaiio de particula, su forma y drea superficial, la
solubilidad, la capacidad de absorcién, caracteristicas del liquido tales como la viscosidad, la

tension superficial y factores debidos al equipo y a su mecanismo de accion.

C. Efecto de Ia concentracidn del agente aglutinaate (Graficas 2.7 y 2.8):
Se ohservé como era esperado, que al aumentar la concentracion de este, la velocidad de

disolucién, tanto de Trimeloprim como de Sulfametoxazol, disminuyen.

D. Efecto de ta concentracién del agente lubricante:
Se encontré la concentracién adecuada del lubricante para eliminar la adhesion a
punzones sin provocar problemas de laminacién y sin disminuir importantemente el pedil de

disolucion.

E. Efecto de la dureza (Gréfica 2.9y 2.10).

Se observd que con diferencias de 3.5 Kp, el compotamlento de liberacion de
Suifametoxazal se ve muy significativamente afectado (aproximadamente 20% de diferencia
desde los 5 min. hasta los 15 min.) mientras que el comportamiento de liberaclon de Trimetoprim
no se ve afectado por el incremento de la dureza.

El comportamiento de Sulfametoxazol puede atribuirse al cambio elastico-plastico, al
aumento de las uniones interparticulas y a la disminucion de la porosidad de los comprimidos que
evilan que el medio de disolucion penetre facilmente al comprimido.

Asi que se puede decir que mientras el perfil de disolucion de Sulfametoxazol puede ser

controlado por cambios de fa dureza del comprimido, el de Trimetoprim no,
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Existen reportes om donde retacionan el efecto de la fuerza de compresion con la velocidad
de disolucién, esta reiacion no es ficil de predecir, sin embargo, este efecto es dependiente de la
presién y de las propiedades de los componentes de la formula. Si la fragmentacion de los
grénulos ocurre durante la compresion, la disolucion es mas rapida conforme Ia fuerza de
compresién se incrementa , ya que la fragmentacion incrementa el drea superficial de contacto.
Por el contrario, si fas uniones de particulas son el fendmeno predominante en el proceso de
compresidn, el incremento de la fuerza causa un decremento en la disofucion, porque al existir
mas uniones de particulas hay una disminucion de las porasidades del comprimido, impidiendo

que el medio de disolucién penetre faciimente al interior del comprimido.

F. Repetibilidad (Graficas 2.1y 2.12)
Se observé que las caracleristicas fisicas asi como el comportamiento de liberacion de los

dos principios activos fue reproducible y por lo tanto el proceso puede ser declarado repetible,

G. Estabilidad

Se analizaron los comprimidos en cuanto a ldentificacion, Uniformidad de Contenido,
Valoracion, Dureza, Friabilidad, Contenido de Agua y Prueba de disolucién sin abservar cambios
significativos por lo cual se podré otorgar al producto por lo menos dos afos de caducidad. El
periodo de caducidad debera ser confirmado, y en su caso podré ser alargado, en funcion de tos

estudios de estabilidad a largo plazo que se realizardn con tres lotes fabricados a nivel industrial,

H. lgualacion de perfiles:
E£n base a todo lo anterior se establecid Ia formulacién asi como el procedimiento a seguir
obteniendo caracteristicas fisicas adecuadas (Tabta 2.3) y perfiles de disolucién similares

(Gréficas 2.13 y 2.14).
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TABLA 2.1:

RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LAS PROPIEDADES REOLOGICAS
DE L.OS EXCIPIENTES ELEGIDOS PARA LA FORMULACION DE LOS
COMPRIMIDOS DE TRIMETOPRIM (TMP) Y SULFAMETOXAZOL. (SMX)

CARACTERISTICAS E TMP SMX }Aglutinante[Desintegrantc‘;Luhricantefl Diluente
Humedad Refatva () 03 046 asi Do er 42
: , : ‘
A"ﬁéu'ié'iié]i'é};?ié;(@)'"‘ME’ 4833 "50(96”1 5530 ‘ T8 4333 5648
Mw\“ié‘l'."Jé'Fiﬁi'é'i'gii\&—i}”WM"?'No Fluye | NoFiuye | 0901 08 NoFluye | No Fluje
" Densidad Aparente (gfmL) 0456 0213 | 0830 | 0834 0206 | 0296

‘ae".;ssa;aa“c;'r;\;;;eaa;'ia:};;u"‘i‘"""‘o.'zaa 0437 | 00 | 0eel 0169 041
S 1 b
© 1850

i

Cotes2 219

)
! |

IRV

Indice de Compactabilidad (%) | 4558 | 51.26

TABLA 2.2:

RESULTADOS DE LA DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA DE
TRIMETOPRIM Y DE SULFAMETOXAZOL REALIZADA POR EL METODO
MICROSCOPICO (NIKON 20X) DE DIFERENTES PROVEEDORES

TRIMETOPRIM

SULFAMETOXAZOL

TAMANO DE
PARTICULAS

LOTES
PROVEEDOR 1

LOTES

. PROVEEDOR 2

LOTES
PROVEEDOR 1

LOTE
PROVEEDOR 2

(Mlcras)

A

!

8

A

B

A

!
|

B

A

0.1-10

84.32

" 98.99

i
i

| 3366
YT

|
]
f

| 7399 |

033

|
1"26.68

|
94.30 ;
|
|

566

98.62

1.3

i 26.66
% e

i}



TABLA2.3:

RESULTADOS DE LA CARACTERIZACION DE LOS
PRODUCTOS INNOVADOR (B) Y DE PRUEBA (A) DE
TRIMETOPRIM/SULFAMIEETOXAZOL

CARACTERISTICAS DEL ENNOVADOR : GENERICO
PRODUCTO ; ;
Peso Promedio (mg) | 1066.9 ‘ 1114.7
Oureza Promedio (Kp) 14.00 " 12.65
" Fdabilcd % . a1 . o020
B e T
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GRAFICA 2.1:

DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA DE TRES LOTES DE UN MISMO PROVEEDOR
DEL AGENTE DESINTEGRANTE
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GRAFICA 2.2

DISTRIBUCION DE TAMANO DE PARTICULA DE TRES LOTES DE UN MISMO PROVEEDOR
DEL AGENTE LUBRICANTE
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GRAFICA 2.3:

EFECTO DE PROPORCION DEL DESINTEGRANTE

SULFAMETOXAZOL
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GRAFICA 2.4:

EFECTO DE PROPORCION DEL DESINTEGRANTE
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GRAFICA 2.5:

CANTIDAD DE AGUA PARA LA HUMEGTACION

SULFAMETOXAZOL
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GRAFICA 2.6:
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GRAFICA 2.7:

EFECTO DE PROPORCION DEL AGLUTINANTE

SULFAMETOXAZOL.
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GRAFICA 2.8:

EFECTO DE PROPORCION DEL AGLUTINANTE
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GRAFICA 2.9:

EFECTO DE LADUREZA
SULFAME TOXAZOL
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GRAFICA 2.11:

REPETIBILIDAD - SULFAMETOXAZOL
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GRAFICA 2.13:

PERFIL DE DISOLUCION - SULFAMETOXAZOL
INNOVADOR vs BIOLOTE
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4.2. METODO ANALITICO PARA DETERMINAR TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL EN
FLUIDOS BIOLOGICOS pr.20:

421. VALIDACION DEL  METODO  ANALITICO  PARA  DETERMINAR
TRIME TOPRIM/SULFAMETOXAZOL EN FLUIDOS BIOLOGICOS

Los resultados de validacion fueron tos siguientes:

El intervalo dinamico de frabajo se establecio de 0.1 a 3 pg/ml para Trimetoprim y de 1.75
a 75 pg/mi para Sulfametoxazol para los cuales se encontrd una relacién lineal entre |a relacion
de alturas de picos (Farmaco/Estandar interno) y la concenlracion de Trimetoprim y
Sulfametoxazo! en las curvas patron preparadas en cuatro dias consecutivos. (Tabla 3.1, Figura

3.1y Tabla 3.2, Figura 3.2 respectivamente).

2. Limile de Cuanlificacidn:

El limite de cuantificaclén se estim6 en 0.1 pg/mi. para Trimetoprim y 1.75 pg/mL para

Sulfametoxazol utilizando 0.5 mL de plasma.

3. Limite de Deteccion:
El timite de deleccidn se estim6 en 0.05 pg/mL para Trmetoprim y 1.0 pg/mb. para

Sulfametoxazol utilizando 0.5 mL de plasma.

4. Exactitud y Precision;

En cuanto a la exactilud del método, se observa que la desviacion maxima promedio
encontrada en todas las concentraciones fue menor al 8% en todos los casos para ambos
farmacos respecto al valor nominal. (Tabla 3.3 a 3.6).

La precision intradia (o repetibilidad) sobre el inlervalo dindmico de trabajo varié de 1.62 a
4.96 % para Trimetoprim y de 0.42 a 0.91% para Suifametoxazol. (Tabla 3.5y 3.6).

La precision interdia (o reproducibilidad) moslro coeficientes de variacion de 1.95 y 2.24%

para Trimeloprim y de 0.66 a 1.84% para Sulfametoxazol en el intervalo de trabajo y de 14.23% y

K0



17.29% para la concentracién minima cuantificable (CMC) de Trimetoprim y Sulfametoxazol
respectivamente.(Tablas 3.3y 3.4).
En todos los casas el método cumplio con Ins requisitos de precision citados en 13 seccion

3.3.2.inciso 4.a.

El porcentaje de recobro promedio para Trimetoprim en plasma fue de 78.49% en el
intervalo de 0.1 a 3.0 ug/mL y para Sulfametoxazol es de 78.46% en el intervalo de 1.75 a
70pg/mL y para sus estandares infermnos respectivos fue de 84.24% y 71.14% respectivamente.

(Tahlas 3.7y 3.8)

6. Especificidad:

No se encontraron interferencias de metabolitos potenciales o compuestos endogenas del
plasma que interfirieran en {a regidn cromatografica de Trimetoprim, Sulfametoxazol, Clorhidralo
de Metoclopramida y Sulfizoxazol, ni tampoco de fanmacos tafes como Cafefna, Acida Saticitico y
Naproxén; asimismo, la Heparina no presentd interferencia, (Figura 3.5)

Los tiempos de refencion aproximados de 105 diterentes compuestos fueron:

-Trimefoprim: 4.2 min.
-Clorhidrato de Metoclopramida: 7.4 min.
-Sulfametoxazol: 13.3 min.
-Sulfisoxazol: 16.4 min.

7. Estabilidad:

El Trimetoprim como el Sulfametoxazo! en plasma resuliaron ser estables a temperatura
ambiente en el disolvente de reconstitucion duranle 48 horas (Tablas 3.9 y 3.10), en condiciones
de almacenamiento a -40°C por 180 dias (Figura 3.3 y 3.4) , asi como después de 3 clclns de

congelaclén/descongelacion de 24 horas cada una. (Tablas 3.11y 3.12).
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TABLA 3.1

CURVA PATRON DE TRIMETOPRIM EN PLASMA
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TABLA 3.2

CU RVA PATRON DEL SULFAMETOXAZOL EN PLASMA

i I l

i i . t
1 1 ] 0.04907) I -0.D169€75 | 0.99995) |
i i 1 | i
t ? | 0.048161 I ©.00g04HE | 0.999966 )
i i ' i 3
i 3 ] 0.050296 1 -2.0002041 t 0.999502 |
i l i 1 t
i 4 3 8.048713 I -0.006359% ) 0.§99360 |
i i i i |
[~ eemmemnrmencntsrenanr matstatn et .o ta e et sham e o am s n e \
TABLA 33
PRECISION INTERDIA,

ANALISIS DE LAS MUESTRAS ADICIONADAS DE TRIMETOPRIM (|ngmL)
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TABLA 3.4

PRECISION INTERDIA.
ANALISIS DE LAS MUESTRAS ADI CIONADAS DE SULFAM OXNOL (|ngml)
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TABLA 3.5

PRECISION INNRADIA
ANALISIS DELAS MUESTRAS ADICIONADAS DE TRIMETOPRIM (rg/mL).
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TABLA 3.6

PRECISION INTRADIA

ANALISIS DELAS MUESTRAS ADICIONADAS DE SULFAMETOXAZOL (pg/mL).
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TABLA 37

PORLENTAJE DE RECOBRO ABSOLUTO DE TRlMFTOPRIM EN PLASMA
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TABLA 38

PORCENTAJE DE RECOBRO ABSOLUTO DE SULFAMETOXAZOL EN PLASMA.
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TABLA 3.9

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DE TRIMETOPRIM, PROCESADA A TEMPERATURA
AMBIENTE,
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TABLA 3.10

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DE SULFAMETOXAZOL, PROCESADA A TEMPERATURA
AMBIENTE.
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TABLA 3.11

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DE TRIMETOPRIM, CONCENTRACION CUANTIFICADA
DESPUES DE 3 CICLOS DE CONGELACION-DESCONGELACION,
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TABLA 3.12

ESTABILIDAD DE LA MUESTRA DE SUL.FAMETOXAZOL. CONCENTRACION
CUANTIFICADA DESPUES DE 3 CICLOS DE CONGELACION- DESCONGELACION
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FIGURA 3.3

ESTABILIDAD DE TRIMETOPRIM A -40°C EN PLASMA
GRAFICA TIPICA ICONC. ALTA (2.75 pg/mL)
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FIGURA 3.4

ESTABILIDAD DE SULFAMETOXAZOL. A -40°C EN PLASMA
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FIGURA 1.5

Cromatogramas tipicos de muestras
plasmaticas con
Trimetoprim / Sulfametoxazol
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F: N4-Acetil Sulfametoxazol
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4.3, ESTUDIO PILOTO DE BIOEQUIVALENCIA DE TRIMETOPRIM/SULFAMETOXAZOL

COMPRIMIDOS:

4.3.1 PARAMETROS FARMACOCINETICOS:

1. Una vez analizadas las muestras plasmaticas, los valores se interpolaron en a curva
patron corcespondiente y se obtuvieron las concentraciones de cada sujeto para cada uno de los
productos.

En las tablas y gréaficas del Anexo A, se presentan los perfiles de concentracion
plasmalica contra el tiempo de Trimetoprim y de Sullametoxazol por sujeto y por formulacion,

En las tablas 4.1 y 4.2, se presenian los resultados de concentracién promedio y

desviacion estdndar para cada farmaco de cada una de 1as tormulaciones.

2. Se calcularon los pardmetros farmacocinélicos con ayuda del programa Biopak. En las
tablas 4.3 a 4.6, se presentan los resultados para cada formulacion por sujeto y por farmaco. En
las tablas 4.7 y 4.8 se presentan los promedios y desviacion estandar de estos parametros

farmacocinéticos por farmaco.

3. Tanto con Trimetoprim como con Sulfameloxazol, se puede observar una ala
variabilidad intersujeto en las concentraciones plasmaticas (tablas 4.1 y 4.2) asi como en aigunos
pardmetros farmacocinéticos calculados (tablas 4.7 y 4.8). La variabilidad sin embargo es un poco
menor en el caso de la formulacion de prueba (A). Esta variabilidad se debe probablemente tanto
a las caracleristicas de los principios activos (por ejemplo, el metabolismo de Sulfametoxazol
puede variar ya que esta sujeto a un polimorfismo genético) como al niimero pequeiio de sujetos
(seis voluntarios por ser un estudio piloto con el objetivo de evaluar la probabilidad de éxito de la

formulacion).



4. Los resultados obtenidos del andlisis farmacocinético (tablas 4.7 y 4.8) permiticron
determinar ta farmacocinética de Trimetoprim y Sulfametoxazol en |a poblacién Méxicana donde
se puede observar que ambos fArmacos se absorben rapidamente en el tracto gastrointestinal
(Tmax promedio aproximadamente a las 2 horas) con Tiempos Medios de Residencia cortos (MRT
promedios de aproximadamente 12.5 horas).

- En las lablas 4.13 y 4.14, se compararon los pardmetros farmacocinéticos (Cmax, Tmax,
AUCinf, T%.) obtenidos con cada formulacion por farmaco con lo reportado en la literatura,
obteniendo una gran similitud en los resultados.

Después de la administracion de amhas formulaciones, el Trimetoprim en promedio
presenta un Cmax de aproximadamente 1.5ug/mL contra 1 a 2 ug/ml reportado en la literatura, a
un Tmax de aproximadamente 2.4 horas contra 1 a 4 horas reportado en [a literatura, con AUC 0-inf
de 21.4 pg.hr/mL conlra 20 pg.hr/mL reportado en Ja literatura y con una vida media de 9 horas
contra 8 a 15 reportado en la lileratura.

Con ambas formulaciones, el Sulfametoxazol en promedio presenla un Cmax de
aproximadamenle 55ug/mL conlra 40 a 60 pg/mb reportado en la literalura, a un Tmax de
aproximadamente 2.2 horas contra 1 a 4 horas reporlado en la literalura, con AUC oinf de
710pg.hr/mL contra 705ug.hi/mL reportado en la literalura y con una vida media de 8.5 horas
conlra 6 a 12 reportado en la lileratura.

La depuracién de Trimetoprim y Sulfameloxazo! en ambas formulaciones en promedio fue
de aproximadamente de 8.0 L/hry 1.1 Lhr respeclivamente lo que concuerda con (o reportado en
la literalura de 9.2 Lhr y 1.3 Lhr (8) respeclivamenle.

Ambos fdrmacos se dislribuyen répida y ampliamente en los lejidos y fluidos corporales. El
volumen de dislribucion de Trimeloprim es aproximadamenle 7 veces mayor que el de
Sulfametoxazol. En )a lileralura se reporta de 5 a 6 veces. Esta diferencia puede deberse a las

eslimaciones en el célculo de )a vida media.

6. La relacién entre las consenlraciones plasmdticas méximas promedio de

Sulfameloxazo) y Trimeloprim en ambas formulaciones fue aproximadamenle de 35:1.
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6. Los tiempos de muestreo elegidos caracterizan adecuadamente las fases de absorcion y

de eliminacién asi como Cmax y Tmax para ambos fdrmacos (Anexo A).

4.3.2. ANALISIS ESTADISTICO:

4.3.2.1. FILOSOFiA DEL ANALISIS ESTADISTICO:

A. Intervalos de confianza:

Célculo de los Intervalos de Confianza para la relacidn (o diferencia) de las medias de las
variables farmacocinéticas del producto de prueba contra el de referencia. Los limites de los
intervalos de confianza obtenidos deben de caer en los inlervalos de confianza preestablecidos

con un nivel de significancia estadistico preestablecido.

B. Supuestos estadislicos:
Para el ANOVA los supuestos estadisticos son ios siguientes;
1. Muestras aleatorias
2. Homogeneidad de varianzas
3. Adilividad (Linearidad) del modelo estadistico

4. Independencia y normalidad de los residuales

Estos supuestos, en un estudio de bioequivalencia, pueden interprelarse como:

1. Los sujetos elegidos del estudio fueron asignados a cada secuencia del estudio
aleatoriamente.

2. Las varianzas asociadas a los dos tratamientos, asi como entre los grupos de cada

secuencia deben ser iguales o por lo menos comparables,
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3. Los efectos principales del modelo estadistico, para un estudio cruzado estandar de
2x2, tales como efectos de sujeto, secuencia, periodo y tratamiento deben ser aditivos. No debe
de haber interacciones entre estos efectos.

4. Los residuales del modelo deben ser disldbuidos normal e independientemente. Ea

otras palabras los datos del estudio de bioequivalencia deben tener una distribucion normal.

Si estos supuestos no se cumplen, pasos adicionales previos a la ANOVA incluyendo la
transformacion de los datos para mejorar el ajuste a los supuestos o el uso de estadistica no
paramétrica, puede usarse en lugar de la ANOVA, pero en general, el modelo es bastante robusto
y cualquier desviacion pequeila de estos supuestos no tendrd un efecto importante en el resultado

final.

C. Efecto de secuencia;
Una gran limitacién del disefio cruzado 2x2 es la confusién que pucda existir entre
(i) un efecto verdadero de secuencia
(ii) un efecto de acarreo o de desigualdad residual y

(iii) de interaccion entre ef tralamiento y el periodo

Por lo tanto, aun cuando un estudio de bioequivalencia cruzado 2x2 presente un efecto
estadisticamente significativo de secuencia, tal estudio puede ser aceptado por la FDA con tal que
cumpla con lo siguiente;

1. El estudio es de dosis Unica.

2. Incluye unicamente sujetos sanos y normales.

3. El fanmaco no es una entidad enddgena.

4. Un periodo de lavaijo mas que suficiente es permitido entre los dos periodos y no se
presenlaroh niveles detectables def farmaco al tiempo cero del segundo perfodo para ninguno de

{os sujetos,
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5. El estudio cumple con todos los crilerios cientificos y estadisticos tales comao:
(i). Se tiene un protocolo del estudio aceptable.
(ii}. Se tiene un método analitico validado aceptable.
(iii). Los datos det estudio son aceptables.
(iv). Se llevd a cabo un analisis estadistico apropiado.
(v). Se obtuvieron intervalos de confianza aceptables para los pardmetros

farmacocinéticos.

D. Criterios de_aceptacion (4);

1. ANOVA: La probabilidad de cada efecto analizado debe ser superar a 0.05 para
concluir que no hay efecto de estos factores.

2. Los intervalos de confianza, tanto el Cldsico como el de Westlake, concluyen a favor de
la Bioequivalencia cuando los limites de los inlervalos de confianza calculados estan incluidos en
el intervalo preestablecido de [80; 120]. Estos se analizardn con un nivel de confianza del 90%.

3. La prueba de t doble wnilateral de Shuirmann concluye a favor de la Bioequivalencia
ctando la suma de las probabilidades de que (Hr-pir) sea inferior a 80% y de que sea superior a
120%, es inferior a 0.05.

4. La prueba de Anderson Hauck debe resultar inferior a 0.05 para poder concluir en favor
de 1a bivequivalencia.

5. El poder de la prueba reportade debe ser mayor de 0.8 para concluir con mayor

confianza en favor de la bicequivalencia.

4.3.2,2 RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO:
1. Los resullados det andlisis estadistico utilizando e! programa computacional BIOPAK (R)

para Trimetoprim y Sulfametoxazol se presentan en las Tablas 4.9 y 4.10 respectivamente.

2, Para todos los pardmelros farmacocinélicos y con ambos farmacos, después de |a

analisis con SAS, se obtuvd una distribucidn normal e independiente de residuales ya que en
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todos los casos el valor obtenido en la prueba de Shapiro-Wilk se enconr-=6 enel intervalo de cero
auno y la grafica de distribucion de frecuencia de 1os residuales seep oresenld por una funcion

nomal, asimismo, la gréfica de probahilidad normal se describié medianee unalinea recta.

3. Al efectuar el andlisis de varianza (ANOVA) para amhos (23 rmacos, se obtuvieron
valores de probabilidad superiores a 0.05 para todos los diferenlss paadmelros evaluados a
excepcion de Cmax de Sulfameloxazol, por o que se puede concr  czue 1o hay eflectos de
periodo, formulacion, sujeto y/o secuencia.

En el caso de Cmax de Sulfametoxazol, el efecto de secuends (= acarreo) se presenta
significativo ya que el valor de prohabilidad obtenido fue igual a 0.006! (< ruales menor a 0.05).
Enbase a lo explicado en la seccién 4.3.2.1.c, se puede concluir queesT-tes efecto de acarreo no
representa un prablema.

Porlo tanto, tanto el Trimetoprim como el Sulfametoxazol pasaon {2 pueba de ANOVA, y

pueden ser representados por el siguiente modelo linear general(4o) de:

Yijk = p + Sik + Pj + F(j,k) + C(j-1,k) + eijk
Donde:
i(sujeto) =12...nk
i(periodo) = 1,2
k(secuencia)= 1,2
F(j k) = Efeclo fijo directo de la formulacion administrada en el periodojd=e [ secuencia k.
C(j1 k) = Efecto de acarreo residual desde el periodo (j -1) asi al periodoj - &l secuencia k.

eijk = Error aleatorio de la observacion Yijk
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4. Consideranda que la constante de eliminacion K de Trimetoprim esta ligeramente fuera
del Intervalo Clasico, se calculo la depuracion de las formulaciones (presentados en las tablas
4.11 y 4.12) encontrandose que las depuraciones con ambas formulaciones son similares para un
mismo sujeto y concluyendo asl que la diferencia estadisticamente significativa en cuanto a la
constante de eliminacidn K y la vida media T% no se debe a un efecto de formulacion sino

probablemente a los problemas de estimacion y calculo del pardmetro farmacocinélico.

5. Se calculé el numero de sujetos requeridos para el estudio de bioequivalencia formal
para poder evaluar una diferencia del 20% con una ceridumbre del 95% (Alfa de 0.05) en funcidn
de la variabilidad de los pardimetros farmacocinéticos (tabla 4.15), obseivando que el numero de
los sujetos fué suficiente para todos los pardmetros excepto para el Tmax en ambos (drmacos
donde se requetia un numero mayor de sujetos (15 sujetos para Sulfametoxazol y 20 sujetos para
Trimetoprim). La variabilidad de los pardmetros farmacocinéticos mas alta fué para Tmax (CV de

24.35% para SMX y de 28.69% para TMP).

6. El andlisis estadistico de los pardmelros farmacocinéticos de Sulfametoxazol (tanto
medias aritmélicas como medias geométricas) concluyeron a favor de la Bioequivalencia de éste
fdrmaco en las dos formulaciones probadas (tabla 4.10). Tmax resultd no ser equivalente, sin
embhargo como fue explicado anteriormente, este factor no es determinante en l1a declsion de

rechazo o aceptacion de {a Hipdtesis nula de bioinequivalencia.

7. El andlisls estadistico de los pardmetros farmacocinéticos de Trimetoprim (tabla 4.9)
mostré que los pardmetros de AUC y AUMC (tanto medias aritméticas como medias geométricas)
son equivalentes, mientras que los pardmelros de Tmax y Cmax mostraron diferencia significaliva.

Ademds, cabe mencionar que los resultados del andlisis estadfstico de Cmax fallan la
prueba de Shulrmann y del poder, pero pasan las pruebas de intervalo de confianza de Westlake y
intervalo de confianza Cidsico, asl como la prueba de Anderson Hauck. Adicionalmente, cabe

mencionar que el valor de la relacion pT/R es de 103.75 (muy cercano a cien). Esto mueslra que
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probablemente 1a variabilidad alta intersujeto y el nimero reducido de sujetos lueron factores
importantes en fa dificultad para concluir con poder la hioequivalencia y por 1o lanlo se sugiere
flevar a cabo el esludio de bioequivalencia completo (con 24 sujelos) para demostrar la

hioequivalencia entre el producto genérico propucsto y el producto innovador.

4.3.3. REACCIONES ADVERSAS:

El sujeto 3 (secuencia BA) presentd al final del estudio indicios de escabiasis.

El sujeto 4 (secuencia AB) presento durante el periodo de lavado una inflamacion notoria
del parpado inferior izquierdo y fue lratado durante esle periodo con MNeomicina Unguento. Al
empezar el segundo periode la inflamacion habia desaparecido y por lo tanlo se suspendié el
tralamiento.

Ambas reacciones fueron atribuidas al medicamento.
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TABLA 4.1

_CONCENTRACION PROMEDIO %
DESVIACION ESTANDAR DE TRIMETOPRIM EN
SEIS VOLUNTARIOS MASCULINOS SANOS

TIEMPO (Horas) . FORMULACION DE FORMULACION DE
PRUEBAA  (ug/ml)  REFERENCIA B (pg/mL)
0.0 , 0.00 £ 0.00 ‘ 0.00 t 0.00
0.5 0.82 053 0.96 + 0.88
1.0 , 1.04 £ 0.44 i 1.07 4 063
1.5 , 1.24 +0.30 , 1424 0.56
2.0 5 1.26 4 0.19 r 117 £ 0.46
2.5 ‘ 1.32£0.23 : 1.25 40,35
30 ' 130013 : 1124 0.36
35 1.32£0.24 ‘ 1.20£0.16
4.0 : 1.16 £ 0.08 1144 0.16
5.0 ! 1.07 £ 0.21 : 114 £ 0.16
6.0 : 1.07£012 ‘ 1034018
8.0 ; 0.99£0.25 ; 0.91%0.22
12,0 | 0.76 £ 0.20 j 0.77£0.32
24.0 0.29 £ 0.12 i 0.34 40.10 (A)
30.0 5 0.21 £ 0,05 (A) 1 0.19 £ 0.06 (A)
36.0 | 0.12 £ 0.03 (C) ! 0.13 £ 0.04 (B)

A:(n=35), Bi(n=4), C:(n+=3)
TABLA 4.2

CONCENTRACION PROMEDIO + DESVIACION
ESTANDAR DE SULFAMETOXAZOL SEIS
VOLUNTARIOS MASCULINOS SANOS

TIEMPO (Horas) I FORMULACIONDE FORMULACION DE
i PRUEBAA  (upg/mL) REFERENCIA B (ug/mL.)
0.0 , 0.00 +0.00 0.00 + 0.00
0.5 30.74 £ 17.53 15.46 + 13,60
1.0 | 4164 £11.47 | 18.88 £ 13.55
15 i 45.80 £12.86 ; 24.94 £17.27
2.0 i 44,60 £ 10.55 : 39.89 + 18.77
2.5 ‘ 49.94 +4.27 51.85 + 5.66
3.0 ! 48.77 £ 4.02 50,21 + 8.98
35 ; 4714 £ 4.75 . 4712 £ 5.05
4.0 ; 43,64 +3.87 ; 46.25 + 2.61
5.0 | 39,21 +3.60 i 41.15 £4.75
6.0 ; 36.47 £3.36 : 37.84 £4.27
8.0 ; 30.84 +2.67 ; 32,04 £ 3.84
120 ‘ 2153 2.7 _ 22.37 £3.21
24.0 : 9.02 4 1.96 9.51 277
30.0 : 562 +1.28 5.63 ¢ 1.88
36.0 3411092 3.34 £ 149
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TABLA 4.3

RESUMEN DE LOS PARAMETROS
FARMACOCINETICOS DEL PRODUCTO
DE PRUEBA A DE TRIMETOPRIM PARA

CADA VOLUNTARIO

i

BA

i

e e s e
i
|

AB

e

i

2400

1352

1870

1886

(Mg

25.36

1352
20,00
2500
2647

1886

SUJETO{SECUENCIA AUC_LAST AUC_INF ' Cmax
-(mg. hrimL) i (ugmt)
: hrimt)

- 144

Tmax
(hr)

3200

LK
I (1hr)

ooort

0104
i

e
0087
s

0078

SUJETO | SECUENCIA |

AB

. AB

P

™
(hr)

072

| AUMC_LAST | AUMC_INF
* (ng. hrfmb) | (pg. hrimL)

. 8“01 .

20897

34355

27282 |
277.33
T

10920 |

| MRT
o

T

98

808
T
e
1587

1069




TABLA 4.4

RESUMEN DE LOS PARAMETROS

FARMACOCINETICOS DEL PRODUCTO
DE REFERENCIA B DE TRIMETOPRIM
PARA CADA VOLUNTARIO

SUJETO | SECUENCIA | AUC_LAST AUC_INF  Cmax

¢ Tmax

Hng hrimb): o (wg. o (pgiml) o (br)

. hwfmL)

1 BA | 2660 = 2824 = 256

2 A8 1225 1225
g s e
T

e
137

139

125

133

5.00

250

100

K
{(1/hr)

0073

0.131

0091
e

0056

0\. 07.'.5. .

7

SUJETO

f
¢
i
i

t | BA 947 | 29005

SECUENCIA | T | AUMC_LAST © AUMC_INF
( (hr) - (pg. heimb)  (pg. hrfml)

a4t
7839

7208 |

MRT
(hr)

1316
e
T .
T
1816
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TABLA 4.5

RESUMEN DE LOS PARAMETROS

FARMACOCINETICOS DEL. PRODUCTO
DE PRUEBA A DE SULFAMETOXAZOL
PARA CADA VOLUNTARIO

SUJETO ' SECUENCIA

{AUC_LAST AUC_INF © Cmax
“(ug. hrimL)

| 660.05

582.98
64429

662.25

78208

(Mg

_riml)
! 697.23

. 61257
67838

73843

Tmax

! (pgimL) | (hr)

58,00

150,03

5802
5956
52.74

50.64

150

150

i
[N B

i
:

150

300 |

K
(1/hr)

0.083

0085

0087

0081

Y

0088

SUJETO ' SECUENCIA ;

-
S
e

g

T%
(hr)

R
R
e

1015

839

' AUMC_LAST
- {ug. hrimL)

6684.06
| sgar2s

696251
| 6612.66 |
| 752449

AUMC_INF
(1g. hr/mL)

847288
7251.58
858094
852295

974306

{
i

|

| 1288574 |

MRT
(hr)

1215
1184
1265
YT

1319
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TABLA 4.6

RESUMEN DE LOS PARAMETROS
FARMACOCINETICOS DEL PRODUCTO DE
REFERENCIA B DE SULFAMETOXAZOL
PARA CADA VOLUNTARIO

SUJETO | SECUENCIA | AUC_LAST ' AUC_INF | Cmax Tmax | K
i ug.hrimb)  (pa. | (ghnl)  (hr) o (1h)
1 BA 69465 72663 @ 5519 200 | 0086

2 AB . 57698 60598 . 5630 250 | 0089

3 | BA 60218 62675 6104 200 = 0091

4 . AB | 63578 67824 | 4652 350 | 0081

5 AB 60967 64409 . 5000 & 250 | 0082

|
6  BA | 84816 . 94235 |
| |

{

6591 300 | 0067

SUJETO | SECUENCIA|  T%  |AUMC_LAST| AUMC_INF |  MRT
' 1 (hr) | (pg. heimb) | (pg. hemb)  (hr)
| * i

707622 | 859951

645393 760989 | 1290

1183

- 1‘ o

782

{
3 BA 760 | 625831 | 741221 | 11.83
4 ; AB l 8.53 15553 , 9206—56— 1 1357
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TABLA 4.7

RESUMEN DE LOS PROMEDIOS DE LOS

PARAMETROS FARMACOCINETICOS # SD

AUMC _LAS (pg hrImL)
AUMC INF Hg. hrlmL)

226,04 £68.18
© 270.78 £ 108.21

22115 88.93
| 283.08 £ 140.23

PARA TRIMETOPRIM
PARAMETRO FORMULA DE FORMULA DE
FARMACOCINETICO PRUEBA REFERENCIA
(PROMEDIO :I: SD) A » B

AUC_LAST (ug. hrlmL) 2065  4.43 2013 45.24

AUC_INF (jig. hrlmL) 21.54 £4.99 21.34 £6.02

' Cmaxiﬁ&nﬁL) | t151¢024 1.57 £ 0.49
Tma&-(_lvr) o 2581107 2251157

Mﬁﬂhf) 12154275 " 12.51£4.00
K (1hr) T 0.0802£0.0138 0.0860 £ 0.0254
TV U esarta0 . gets23s
TABLA 4.8

RESUMEN DE LOS PROMEDIOS DE LOS

PARAMETROS FARMACOCINETICOS % SD

PARA SULFAMETOXAZOL
PARAMETRO FORMULA DE FORMULA DE
FARMACOCINETICO PRUEBA REFERENCIA
(PROMEDIO:I:SD) A B
661.24 £ 99.95

'Auc LAST (ug. mme)

AUC INF (pg hrme)

67079£6555
7143258145

d[ﬁ;.}];é}.ﬁu' 5483:418
e T
-AUMcwﬂAéﬁp;mmL)" TSI e10181 7324104 156603
AUMé INF (ug. 5};,},[_') 1 eu2es 198147 '9415 98 + 2022, 2a‘
MR}‘(MI-I;)y e
K(uhr) © 00803£00087  00825:00087
CT%(h)  869£079 849101

102
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TABLA 4.9

TABLA DE RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO

DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE

PARAMETRO HR4T pRpT INTERVALO | INTERVALO { PRUEBADE | PRUEBADE PODER
PK CLASICO DE SHUIRMANN { ANDERSON
WESTLAKE HAUCK
Tmax <0333 87.10 66.34.117.86 | 63.26- 136.75 0 3666 02819 01285
C max 0057 103.75 86.84- 12066 | 82.05-117.95 00750 0.0348 0.4089
AUC_LAST -0.524 97.46 9054 -104.29 | 92,01 -107.99 0.0040 0.00m8 09866
AUC_INF -0.197 99.09 80.74- 10743 | 91.53.108.47 00070 0.0011 09608
AUMC_LAST -4.885 97.64 86.21 - 109.46 | 87.06-112.14 0.0230 0.0077 0.7900
AUMC_INF 12.300 104.54 81.37 -127.72 | 75.70-124.30 0.1675 0.0706 0.2060
MRT 0.360 102.96 82.08.123.84 | 7858.121.42 0179 0.039 02560
K 0.006 107.28 91.92-12264 | 8097 .119.03 00857 0.0664 0.5026
PARAMETRO PK PR4T PRIpT INTERVALO { INTERVALO | PRUEBADE | PRUEBADE PODER
CLASICO DE SHUIRMANN | ANDERSON
WESTLAKE HAUCK
Log C max 0.007 103.79 7091-136.66 | 66.56-133.44 0.2750 00773 0.1142
Log AUC_LAST Q01§ 98.82 96,67 - 100.98 | 97.20- 102,80 0.0000 0.0000 1.0000
Log AUC_INF <0003 99.29 96.50-102.09 | 96.08-10302 0.0001 0.0000 0.5999
Log AUMC_LAST -0.029 98.76 95.75- 101.76 | 96.43- 10368 0.0001 0.0000 0.9899
Log AUMC_INF -0008 99.65 94.29 - 105.02 | 94.60-106.40 0.0014 0.0001 0.9969
Log MRT 0.001 100.10 90.66-109.33 | 60.77.109.23 0.0009 0.0002 09312
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TABLA4.10

TABLA DE RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTEICO

DE LOS PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE

PARAMETRO PR4UT URNT INTERVALO | INTERVALO | PRUEBA DE | PRUEBADE PODER
PK (%) CLASICO DE SHURMANK | ANDERSON
! WESTLAKE HAUCK

T max 0833 147,62 103.36-191.88 | 2024-179.76 08885 0.8574 00621

C max 1062 101.94 B87.10-116.77 | 0404 -115.16 00473 00129 05392
AUC_LAST -0.554 98 58 92.28-10487 }9130-106.70 00026 0.0007 08923
AUC_INF -10.369 9855 91.41.105.69 | 9249- 107 51 0.0041 0.0011 09840
AUMC_LAST 209.533 10295 9111 H478 | 8726-112.74 00259 Qoti 07738
AUMC_INF 173873 10167 87.41-116.33 18523-114.77 00439 0.0118 05666
MRY 0345 10268 95.88-109.50 | 9200-108.00 00038 0.0018 09078

K 0002 102.83 99.78-105.67 | 9495-105.05 00002 0.000t 08999
PARAMETRO PK UR4IT HRT INTERVALO | INTERVALO | PRUEBADE { PRUEBADE PODER

CLAsSICO DE SIVIRMANN | ANOERSON
WESTLAKE HAUCK

Log Cmax D.007 100.38 96.65-104.06 | 9.27 - 103.73 00003 0.0000 00996

Log AUG_LAST 0.008 9371 98.76-100 65 { 93.95- 1D105 0.0000 0.0000 1.0000
Log AUC_INF 0.009 9068 98.64-100.72 199.84- 10116 00000 0.0000 1000Q
Log AUMC_LAST 0010 100.25 | 98.99-101.51 | 88.67- 101.33 0.0000 0.0000 10000
Log AUMC_INF 0.00! 10003 |98.60 -101.46 | 98.57 - 1D1.43 0.0000 0.0000 1.0000
Log MRY 0.01t0 100.94 98.36-102.49 | 9705 10295 00001 0.0000 00999
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TABLA 411

VALORES DE DEPURACION
DES TRIMETOPRIM PARA LOS
SEIS VOLUNTARIOS

[NUMERODEL FORMULADE = FORMULA DE
SUJETO . PRUEBAA  REFERENCIAB

B T Ta ST
+SD #2119 £276

CL/F=DQOSIS/AUCinf
(L/hr)
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TABLA 4.12

VALORES DE DEPURACION DE
SULFAMETOXAZOL PARA LOS
SEIS VOLUNTARIOS

NUMERO DEL | FORMULA DE | FORMULA DE
SUJETO | PRUEBAA | REFERENCIAB

R R T- R S T
T T e

VS

" PROMEDIO 1.3 116
+SD ! +0.12 j +0.17

|

CL/F= DOSIS/AUCinf
(L/hr)
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TABLA 413

COMPARACION DE PARAMETROS
FARMACOCINETICOS DE
TRIMETOPRIM

(Estudios de Bioequivalencia y/o Farmacocinetica de
Trimetoprim/Sulfametoxazol 160:800 mg/comp en voluntarios sanos)

ESTUDIO/ : ESTUDIO  ESTUDIO ' REF. | REF, ' REF. | REF.

PARAMETRO | BE = BE | No§  No6 No9 No10
PK(Prom.x . PILOTO  PILOTO
SD)

CONDICIONES | BACTRIM LabMEXICO. - —
DEL ESTUDIO GSUJetos SSUjelOS

Cmax(ngmL) 157£049 151:024 > o~ 42 172

dex(Hr) 12254157 258:107 2 14 23 14
©AUCInf 21343602 2154 x499 - - =
(ng.hrimL) ‘

TV(hr)  861£235 8284;1'246'3 11 810 942 810

ESTUDIO/ | REF. : REF. = REF. | REF. | REF.
PARAMETRO ' No12 = No12 @ No13  No41 = Nod2
PK(Prom tS_D) o ; L N
CONDICIONES | URO-TSD  BACTRIM .12 15

&u;etos Su;etos

DEL ESTUDIO | l 10 Sujetos 10 Suletos —

!
! b e
| 1.75£032 1o7t0?61 125 | 157
”"i"}hax‘(i{r'jw'189-_t063 '235-&070 T 1.5-2.07 1
AUGInf 1864423 | 2288580 — | — -
Jwghdmb) e
Ts(hr)  113.06£248/1265:255 89118 9 . 103
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TABLA 4.14

COMPARACION DE PARAMETROS
FARMACOCINETICOS DE
SULFAMETOXAZOL .

{Estudios de Bioequivalencia y/o Farmacocinetica de
Trimetoprim/Sulfametoxazo! 160:800 mg/comp en voluntarios sanos)

ESTUDIO/
PARAMETRO

CONDICIONES !

© Tmax (Hr)

hgheimt)
T%(hr) |

PK (Prom. £ SD)|

DEL ESTUDIO |

"é}ﬁé;'('p"é}}ﬁijﬁ%” 55.80£697  54.83+4.18 =
 Tmax(Hr) | 2584058
AUCINf | 70395:2427 7143248145 —

ESTUDIO
BE
PILOTO

BACTRIM

6 Sujetos

8494101

ESTUDIO
BE
PILOTO

Lab. MEXICO

6 Sujetos

175£088

869+079 -

ESTUDIO/
PARAMETRO

'CONDICIONES

_DEL ESTUDIO|
Cmax (pg/mb)

T (hr)

PK (Prom. £ SD)

" URO-TSD

 Tmax(Hr)

 AUCInf
. (ughrimb)

9024028

REF, ?
No 12

10 Sujetos

5646725

| 35:064 |

© 670.3£676

REF.

7385£24.9 |

18824029

7693

: REF. :REF.N | REF. ! RE!-.
* Nob o6 | No9 | Noi0
PR P
4 24 - 14
10 612 942 10
REF.  REF. REF.

No 12 No 13 l No41 . No42
BACTRIM 12 15
10 Sujetos ¢ — i Sujetos - Sujetos

e wnme e . P S - W' B T
5394127 596164 } 40 48.7
3.10+0.41 ! 3 t 1.5-2.0 i 3
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TABLA 4.15

CALCULO DEL NUMERO DE SUJETOS (Ne)
REQUERIDOS PARA EL ESTUDIO DE
BIOEQUIVALENCIA DE SULFAMETOXAZOL.

PARAMETRO cv , Ne
FC
o Cmax 1182 | 4
CTmax . 2435 5
Cwoust sw
 AUCINF 589

!
1

Caumc_iast e 3

e

-

CALCULO DEL NUMERO DE SUJETO (Ne)
REQUERIDOS PARA EL ESTUDIO DE
BIOEQUIVALENCIA DE TRIMETOPRIM

PARAMETRO cv f Ne
Cmax @ 1324 T 5

T R
g
T e
Cawewr e
~ MRT 1648

~ Wi m oo oo
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CAPITULO 5:

CONCLUSIONES



5.1. DESARROLLO DE LA FORMULACION:

- Se desarrolld una formulacién que presentd caracteristicas apropiadas (estabilidad,

pruebas fisicas), y un perfil de disolucion similar al del innovador de TrimetoprinySuifametoxazol.

- Los estudios de preformulacion (estudios de compatibilidad, reoltogia, reproducibilidad y
tepetibilidad de proveedoes de las matedas primas, elc) son primordiates para un mejor
entendimiento del proceso y de la formulacion incluyendo la identificacion y control de las

variables criticas.

- Se identificaron y evaluaron algunas de las variables criticas relacionadas con la
formulacién asi como con el proceso:

I. Los proveedares de los aclivos, del desintegrante y del lubricanle san factares
importantes ya que sus distribuciones de tamaito de paricula pueden afectar las caracteristicas de
disolucién de los comprimidos.

it. La cantidad de agua es critica y debe ser controlada.

lil. Et proceso de lubricacion es critico para evitar problemas de adhesién a
punzones o de laminacion,

Iv. La dureza puede usarse coma her:  ‘enta para controlar el perfil de disolucion

de Sulfametoxazal pero no el de Trimetoprim.

- Se obtuvo un proceso repetible y por 1o tanto se decidid ilevar a cabo un estudio piloto en
seis voluntarios sanos para evaluar la probabilidad de bioequivalencia del producto genérico

desarrollado en el laboratorio contra el producto innavador de los Laboratorios Roche.
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5.2. DESARROLLO Y VALIDACION DEL METODO ANALITICO EN FLUIDOS BIOLOGICOS:

- Se desarrolld un método analitico para la cuantificacion simultanea de Trimetoprim y
Sulfametoxazal en muestras plasmaticas que cumple con todos los criterios de validacion

eslablecidos en la regulacion.

5.3, ESTUDIO PILOTO DE BIOEQUIVALENCIA:

- Se calcularon algunos parametros fanmacocinélicos (Cmax, Tmax, AUC, CL, AUMC,
MRT, K, T¥), los cuales al compararse con los reportados en la literatura resultaron ser simitares y
por lo tanto se puede concluir que la farmacocinélica de Trimetoprim y Sulfametoxazol en
volunlarios sanos Mexicanos no difiere de la ohservada en voluntarios sanos de las poblaciones

Norteamericanas y Caucdsica.

- La relacién entre las concentraciones plasmalicas maximas promedio de Sulfametoxazo!
y Trimetoprim (SMX/TMP) en ambas formulaciones fu¢ aproximadamente de 35:1 por lo que se
puede concluir que se alcanzé la relacién dplima para el efecto bacteriostdtico de co-trimoxazol

(20:1 en la mayorifa de las bacterias),

- Los pardmetros farmacocinélicos y los datos de coacentraciones plasmaticas de
Trimeloprim y Sulfametoxazol cumplieron con las pruebas de independencia y normalidad de los

residuales.

- Los datos de concenlraclones plasmaticas de Trimetoprim y de Sulfameloxazol pasaron

ta prueba ANOVA, y pueden ser representados por el modela linear general,



- Se requiere por lo menos 20 sujetos para evaluar la bioequivalencia de comprimidos con

Trimetoprim y Sulfametoxazol.

- Los tiempos de muestreo fueron adecuados y seran utilizados en el estudio de

hioequivalencia formal,

- El andlisis estadistico de fos pardmetros farmacocinéticos concluyd a favor de ia

Bioequivalencia para Sulfametoxazo! y con menor grado de certidumbre para Trimetoprim.

6.4. CONCLUSION GENERAL:

La formulacion que fue desarrollada puede ser escalada a nivel industrial y se¢ puede
probar su bioequivalencia en un estudio oficial con 24 sujetos, con el objeto de comercializar el
producto tanto en México como en Estados Unidos asegurando asi su eficacia y seqguridad para el

paciente asi como sn intercambiabilidad con productos en el mercado.
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ANEXO A



TRIMETOPRIM

SUJETO1

-1 PERIODOI | PERIODON

SUJETO 2
PERIODO{ PERIODO {i
FORM A FORMB
CONC. (pg/mL) | CONC. (pg/mt)

0.00 0.00

038 0.68
0,78 1.08
1.44 1,06
1.00 1.26
1.07 1.51

115 1.39
1.00 1.18
1.13 1.06
1.05 1.09
0.86 0.80
0.70 0.60
0.49 0.41
0.10 0.00
0.00 0.00
0.00 0.00
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TRIMETOPRIM

SUJETO 3

TIEMPO (Horas)| CONC. (ug/ml
. 00 .
05
Ao
-
I
bom
SUJETO 4
___PERIODO | PERIODQ i)
o ol FORMA FORM B
.TIEMPO (Horas)] CONC. (ug/mL) | CONC. (ug/mL)
- . 1 oo0 0,00
o 0.79 0.00
R R 0.74 0.00
0.85 017 .
1.43 0.34
i 1.60 063
L. 1.34 0,63
1,65 1.10
’ 1.11 0.96
.106 1.39
1,09 1.26
144 1,22
N 1,09 1.32
0.3 037
o 0.19
000 0.10
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SULFAMETOXAZOL

SUWJETO 1
. ...| PERIODOI [ PERIODOI .
. FORMB | _FORMA
_CONC. (ug/mL) | CONC. (ugiml).

SUJETO 2
- PERIODO | PERIODO |
Lo FORM A FORMB
"TIEMPO (Horas)! CONC. (ug/mlL) | CONC. (ug/inL)
; 0,00 0.00
_ 2847 3.43
- 43,62 4.34
L 50.03 4.57
i 48.88 7.16
. 47.76 5630
f 42,45 5432 |
. 42.03 46.82
‘ 38.92 44.90
. 34.03 1 3987
30.46 35.89
. 26.27 29.43
18,44 20.57
b 6.77 7.96
461 4.86
2.51 2.54
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SULFAMETOXAZOL

SUJETO 3

ERIOBOI

. F
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I R v.l .

f 15 i
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SUJETO 4
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U FORMA FORM B
TIEMPO (Horas)] CONC. (pa/mb) [ CONC. (ug/ml)
B 0,00 0.00
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49.60 7.1
5066 17.11
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- 48.67 41.21
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36.71 38.04
31,03 33.47
1948 2265
807 8.74
910 542
o322 1 345
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SULFAMETOXAZOL
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