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RESUMEN

Los medicamentos de mayor consumo en el mundo son los analgésicos antiinflama-
torios no esteroideos (AINEs), debido a su capacidad para aliviar el dolor, condicién
comun a muchas patologfas. Uno de los AINEs de gran utilizacién en Colombia es el
ibuprofeno. Con el fin de evaluar la conformidad de los productos y determinar su equi-
valencia biofarmacéutica, se adquirieron y evaluaron un total de 10 productos comer-
ciales. Estos se compraron en establecimientos comerciales de cuatro de las principales
ciudades del pais: Cartagena, Barranquilla, Bogota y Cali. Para ello, se evaluaron las
caracteristicas fisicas, quimicas y biofarmacéuticas de las tabletas, tales como variacién
de peso, dureza, desintegracion, prueba de disolucion, perfil de disolucion, eficiencia de
la disolucién y valoracién de principio activo a partir de metodologfas validadas. Los
ensayos farmacopeicos se evaluaron segun lo establecido en la USP 39. Los resul-
tados permitieron establecer que todos los productos evaluados cumplieron con las
especificaciones de la Farmacopea, con respecto a contenido de ingrediente activo y
prueba de disolucién. En cuanto al comportamiento biofarmacéutico, pese a que todas
las marcas cumplen con las especificaciones farmacopeicas, solo tres de las 10 marcas

evaluadas son biofarmacéuticamente equivalentes con el innovador. Los resultados de
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este trabajo permiten proponer a la comunidad cientifica la determinacién de la equi-
valencia biofarmacéutica como elemento de apoyo en la toma de decisiones de compra

en el servicio farmacéutico.

Palabras clave: Ibuprofeno, AINEs, biofarmacéuticos, disolucién, factor de simil-

itud £2, sistema de clasificacién biofarmacéutica.

SUMMARY

Comparative study of the biopharmaceutical quality of
commercial brands and multisource of ibuprofen tablets
in the Colombian market

The most widely used drugs in the world are non-steroidal anti-inflammatory anal-
gesics (NSAIDs), because of their ability to relieve pain, a condition common to
many pathologies. One of the widely used NSAIDs in Colombia is Ibuprofen. To
assess the conformity of products and determine their biopharmaceutical equiva-
lence, a total of 10 commercial products were purchased and evaluated. These were
bought in commercial establishments of four of the main cities of the country: Cart-
agena, Barranquilla, Bogota and Cali. For this purpose, the physical, chemical and
biopharmaceutical characteristics of the tablets were evaluated, such as weight varia-
tion, hardness, disintegration, dissolution test, dissolution profile, dissolution efhi-
ciency and active ingredient titration from validated methodologies. The pharma-
copoeial tests were evaluated according to USP 39. The results allowed to establish
that all evaluated products met the specifications of the pharmacopoeia with respect
to content of active ingredient and test of dissolution. Regarding biopharmaceutical
behavior, although all brands comply with pharmacopoeial specifications, only three
of the ten brands evaluated are biopharmaceutically equivalent to the innovator. The
results of this work allow proposing to the scientific community, the determination
of biopharmaceutical equivalence as an element of support in making purchasing

decisions in the pharmaceutical service.

Keywords: Ibuprofen, NSAIDs, biopharmaceuticals, dissolution, f2 similarity factor,

biopharmaceutical classification system.
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INTRODUCCION

En Colombia, el mayor renglén de venta de medicamentos se relaciona con los analgé-
sicos no narcéticos y antipiréticos [1-3], los cuales incluyen a los denominados “anal-
gésicos antiinflamatorios no esteroideos” (AINE’s) que, de acuerdo con las Normas
Farmacoldgicas, en conjunto involucran 42 principios activos diferentes [4].

La condicién de comercializacién (venta libre, con férmula médica, bajo control espe-
cial o para uso hospitalario exclusivamente), determina las circunstancias en las cuales
puede ser publicitado y comercializado un medicamento. La venta libre no involucra
una consulta al equipo de salud, de manera que se deja al paciente la eleccién del medi-
camento seglin su criterio, sin ningun tipo de seguimiento firmaco-terapéutico, y pre-
valece como principio activo de mayor eleccién el diclofenaco, seguido de ibuprofeno y
piroxicam. Esta situacion es totalmente acorde con las altas cifras de consumo de estos
medicamentos [5].

Los AINEs se encuentran en el listado de medicamentos esenciales del Plan Obligatorio
de Salud (POS) [6], y los médicos en Colombia los deben prescribir bajo Denominacién
Comun Internacional (DCI); de hecho, todas las entidades prestadoras de salud (EPS)
las suministran como medicamentos multifuente, también conocidos como “genéricos”
[7, 8]. Lamentablemente, la fuerte batalla comercial entre medicamentos innovadores y
multifuente —que ha existido desde hace ya varias décadas en los mercados farmacéuti-
cos internacional y nacional—, ha creado un ambiente de incertidumbre entre médicos
y pacientes, quienes se cuestionan su calidad e intercambiabilidad [9, 10]. El favoreci-
miento de la legislacion nacional para la comercializaciéon de medicamentos multifuente
a fin de reducir los costos, tanto para el sistema de salud, como para el paciente, no ha
sido suficiente para eliminar el ambiente de desconfianza que permanece en torno a ellos
[11, 12], sobre todo por el hecho de encontrarse diferencias muy notables de precios,
aun entre productos multifuente.

Una alternativa que permite ofrecer elementos de juicio validos para abordar este pro-
blema con datos experimentales, consiste en desarrollar estudios biofarmacéuticos iz
vitro, cuya aplicacién retne evidencia importante sobre la calidad de los medicamentos
con una minima inversién. Con el propdsito de determinar el nivel de cumplimiento
y la equivalencia biofarmacéutica entre tabletas comerciales de ibuprofeno de 400 mg,
en este trabajo se describen los estdndares de conformidad oficiales (Farmacopea ameri-
cana-USP 39), tales como uniformidad de peso, dureza, desintegracion, prueba de diso-
lucién y valoracién de principio activo, y no oficiales como perfil de disolucidn, area
bajo la curva, eficiencia de la disolucién y factor de similitud /2, evaluados en 10 marcas
comerciales disponibles en establecimientos comerciales del pais.
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

Tabletas de ibuprofeno de 400 mg se adquirieron en diferentes droguerias o farmacias
de Cartagena, Barranquilla, Bogotd y Cali, sin discriminar entre productos con deno-
minacién genérica y con marcas comerciales, incluyendo el innovador. Se procuré la
mayor cantidad posible de marcas, de manera que se recolectaron 10 en total (tres de
marca comercial, y siete con denominacién genérica). Todas, con excepcién de la marca
E, tenian recubrimiento plano de color naranja. De cada marca se adquirieron dos lotes
diferentes, 60 tabletas por lote, para un total de 1200 tabletas que ingresaron al estudio
y en las cuales se observé que estuvieran dentro de su periodo de vida util. Las marcas se
codificaron de la A ala ], de forma aleatoria.

Reactivos y materiales

En la preparacién y andlisis de las muestras, se empled hidréxido de sodio, fosfato
monobdsico de potasio y fosfato dibdsico de sodio, de grado analitico cada uno (JT
Baker, USA); metanol (MeOH) y acetonitrilo (MeCN) de grado cromatogréfico (JT
Baker, USA); y un estandar secundario de ibuprofeno (materia prima valorada), titu-
lado contra esténdar primario, gentil donacién de un laboratorio farmacéutico de la
ciudad de Bogota, de titulo 99,96%, almacenado bajo rigurosas condiciones de control
de temperatura y humedad (20 °C, 40% HR). Aquellas disoluciones empleadas como
fase mévil en la cromatografia se filtraron empleando membranas de nylon de 0,45 um
en el tamafio del poro. Una columna Chromolit® Performance RP-18 (Merck Milli-
pore, USA), de dimensiones 100 x 4,6 mm y 2um en tamano de particula, se utilizé en
la separacién cromatografica.

Instrumentacion

Los ensayos fisicos se realizaron empleando un durémetro digital Kreamer HC-6.2
(Darmstadt, Alemania); una balanza analitica Ohaus Adventurer (New Jersey, USA);
un desintegrador Vankel VK-7, modelo 10-911-71-C (Alemania). En la realizacién
de los ensayos quimicos se empled un equipo de cromatografia liquida Lachrom Elite®
(Merck-Hitachi, Tokio, Jap6n), equipado con bomba cuaternaria, desgasificador en
linea, automuestreador, horno para columnay un sistema de deteccion basado en hilera
de diodos (DAD); un disolutor LID-6 (Vanguard Pharmaceutical Spring Inc., Texas,
E.U); un espectrofotémetro UV-Vis $2100 (Cole Parmer, Vernon Hills, IL, E.U.),
un sistema purificador de agua Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, E.U.), y un bafio de
ultrasonido (Cole-Parmer 8853, Vernon Hills, IL, E.U.).
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Ensayos fisicos

Estos ensayos se desarrollaron segtin se describe en los correspondientes capitulos de la
Farmacopea americana 39 [13].

Descripcion de las tabletas

De manera aleatoria, se tomaron 10 tabletas de ibuprofeno por lote, examindndolas
individualmente y evaluando en cada una sus dimensiones (alto, didmetro mayor y
didmetro menor). Se calculé el valor promedio y la desviacién estdndar (SD) de cada
pardmetro analizado.

Determinacion de la dureza

Se tomaron seis tabletas de ibuprofeno por lote y se midid la fuerza de ruptura (Kg-f)
de las tabletas con un durémetro digital.

Uniformidad de peso

Aleatoriamente se seleccionaron 10 tabletas de ibuprofeno por lote, y se registré con
exactitud el peso individual obtenido con una balanza analitica. Se calculé el promedio

ylaSD.

Prueba de desintegracién

Se colocaron seis tabletas de un mismo lote en cada una de las celdas de la canastilla
del equipo de desintegracion, utilizando agua desionizada como medio de inmersién
a una temperatura de 37 °C + 2 °C. Se determin el tiempo que tardé cada tableta en
desintegrarse totalmente.

Ensayos quimicos
Validacion del método analitico

La validacién del método se realizé teniendo en cuenta los lineamientos establecidos
en la Conferencia Internacional de Armonizacién (ICH) [14] y la Farmacopea ameri-
cana, en términos de los siguientes pardmetros:

Selectividad. Para demostrar que la sefal obtenida correspondia unicamente a ibupro-
feno y no a impurezas o productos de degradacion, disoluciones patrén de ibuprofeno
(10 mg L") se someticron a cambios de pH y condiciones de oxidacién, mediante
reflujo con HCI 0,IN; NaOH 0,1 N y H,0, 1%v/v. En todos los casos la condicién
de exposicién fue 60 °C durante 30 minutos, excepto para el agente oxidante, el cual se
expuso a 30 °C, tal como lo especifica la guia de laICH Q1AR en sus prueba de estabi-

lidad para productos farmacéuticos [15].
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Linealidad. A fin de evaluar el intervalo de concentraciones dentro del cual existe corre-
lacién lineal entre variaciones de la concentracién de ibuprofeno vy la respuesta instru-
mental, se prepararon seis disoluciones de trabajo con concentraciones entre 2,5 y 40
ppm. Cada disolucién se inyecté por triplicado y se registré el drea bajo la curva (ABC)
del pico cromatografico, calculindose el coeficiente de regresion lineal y la ecuacién de
la recta. Para evaluar la variabilidad de la curva de calibrado, las pendientes de tres cur-
vas preparadas en tres dias distintos se compararon utilizando el programa estadistico
GraphPad Prism (version 5.0), lo que permitié constatar correlaciones y comparacio-
nes entre las pendientes por medio de prueba t de Student y F de Fisher de las curvas de
calibrado durante los dias de andlisis, con un intervalo de confianza del 95%.

Robustez. Con el propdsito de evaluar la robustez del método optimizado, se realizaron
cambios deliberados en pardmetros tales como la composicién de la fase mévil, el caudal
y lalongitud de onda de deteccién [16, 17].

Exactitud. La exactitud se expresé como porcentaje de recuperacion, obtenido de com-
parar el ABC de tres disoluciones de muestras de medicamento innovador (exactitud
del método), contra las ABC de tres disoluciones patrén de ibuprofeno (exactitud del
sistema). Las disoluciones se prepararon en el intervalo de 5 2 30 mg L', empledndose
tres réplicas en cada caso.

Precisién. La precisién se calculé en términos de repetibilidad (intradfa) y precisién inter-
media (interdias). En el primer caso, se registré el ABC de 10 réplicas de disoluciones
patrén y del medicamento innovador, preparadas a una concentracién de 10 mg L. La
precisién se expresé en términos de la desviacion estandar relativa (RSD, %). La preci-
sién intermedia se determind calculando el ABC de tres réplicas de disoluciones patrén
y del medicamento innovador, preparadas a una concentraciéon de 10 mg L™ por analistas
diferentes en tres dias distintos. Se analizaron los resultados determindndose la desviacion
estdndar relativa (RSD) en cada caso.

Valoracién de principio activo

Para la determinacion confiable de ibuprofeno, se optimizé y validé el método anali-
tico descrito anteriormente, por cromatografia liquida de alta eficiencia con arreglo de
diodos (HPLC-DAD). A partir de un pulverizado obtenido de 10 tabletas, se pesé y
disolvié una porcién en MeOH, con ¢l fin de obtener una disolucién de concentracién
100 mg L. La disolucién, previamente expuesta al bafio de ultrasonido (15 min), y fil-
trada por membrana PVDF de 0,45 um, se diluy6é a 10 mg L, empleando MeOH como
diluyente. Cada lote se preparé individualmente y se analizé por triplicado. Alicuotas
de 10 L de disolucion, se inyectaron para su andlisis cromatogréfico, con base en el
empleo de fase estacionaria RP-18 y una fase mévil constituida por una mezcla tampén
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fosfato (200 mM, pH 6,5)/MeCN, 65:35 %v/v, movida a caudal de 1 mL min™. La
longitud de onda de deteccién fue de 197 nm.

Perfiles de disolucién

Para este ensayo se utilizaron las condiciones establecidas en la monografia de ibupro-
feno tabletas de la USP 39 [13], a saber: 900 mL de buffer de fosfato a pH 7,2 como
medio de disolucién, a 50 rpm por 60 minutos, pero tomando alicuotas a los 2, 5, 10,
15,30,45, 60y 75 minutos. Las lecturas se realizaron por espectroscopia UV a221 nm,
empleando curva de calibracién del estdndar disuelto en el mismo medio. Un total de
12 réplicas por lote se realizaron, empleando el aparato #2 (paletas).

Analisis estadistico

Los datos obtenidos se organizaron utilizando el programa MS Excel 2010. Los analisis
se realizaron empleando el programa estadistico GraphPad Prism Vesion 5.0, mediante
pruebas t de Student y Anova, seguidas de la prueba de Tukey para comparaciones
multiples, segun cada caso. Los perfiles de disolucién de los productos de ibuprofeno
en estudio se generaron al graficar la cantidad de firmaco disuelta vs. tiempo. A partir
de la informacién proporcionada por las curvas, se evaluaron las dreas bajo la curva
(ABC) v la eficiencia de la disolucién (ED) para cada una de ellas, y asi se realizaron las
comparaciones [18]. La eficiencia de disolucién (ED) se calculé desde los perfiles de
disolucién como la razén entre el drea bajo la curva de disolucion hasta el minuto 75,
utilizando la regla trapezoidal y el 4rea total del rectingulo que describe el 100% de la
disolucién a ese tiempo expresada en porcentaje, empleando la ecuacién 1 [19].

ED(%)= ASOC: x100(1) (1)

a

De igual forma, se realizé el andlisis independiente de factor de similitud £2, con el fin
de determinar la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre las mar-
cas analizadas, empleando la ecuacién 2 [20, 21].

)

Donde 7 es el nimero de puntos de muestreo, y Ry 7 los valores del porcentaje de
farmaco disuelto (%Q) en cada punto, del producto de referencia y de otro evaluado,

f, =50log (2)

7

-y o

respectivamente.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Ensayos fisicos

Las dimensiones, el peso, la dureza y el tiempo de desintegracion de las tabletas de las
diferentes marcas evaluadas se presentan en la tabla 1.

De las 10 marcas bajo estudio, ocho eran de forma circular, y dos de forma alargada u
oblonga, observindose homogeneidad en el didmetro de aquellas de forma circular, a
pesar de tratarse de marcas distintas. El diametro de estas oscilé entre 12,23y 13,41 mm,
observandose poco mas de Imm de diferencia entre el mayor valor y el menor. En con-
traste, las alturas si presentaron discrepancias més considerables, llegando a registrarse
diferencias de hasta 2,59 mm. Por su parte, las dos marcas de forma alargada mostraron
alturas y didmetros mayores y menores préximos entre si.

Los pesos oscilaron entre 558 y 667 mg, lo que sugiere que los porcentajes de fairmaco
en la composicion de los comprimidos oscilan entre el 60% y el 72% del peso total de
las tabletas. En las marcas A, D, E, H ¢ I, se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los pesos promedio de las tabletas de los lotes 1 y 2, diferencias que
oscilaron entre los 5y los 12 mg, aunque para la marca D esta diferencia alcanzé los 30
mg, lo que refleja una diferencia en el contenido de ingrediente activo cercano al 3%
entre ambos lotes. La dureza media de las tabletas oscil6 entre los 8,0 y los 14,4 Kg-F.
Las marcas E, F, G, H e I mostraron valores reproducibles entre sus lotes 1 y 2, en tanto
que las marcas restantes no lo hicieron. Para la marca A, la diferencia de la dureza entre
los lotes 1y 2 fue del 60%, y para los lotes B y D alcanzé diferencias cercanas al 100%.
Con respecto de la desintegracion, no se observa una correlacién entre esta y la dureza,
aunque una observacién particular merece la marca H, cuyo lote 1 tuvo un tiempo
de desintegracion bajo (2,86 min). Sin embargo, para el lote 2 este tiempo medio se
prolongé hasta los 65,33 min, observandose que en todas las celdas permanecieron
grénulos remanentes hasta ese tiempo, correspondientes a una fraccién minoritaria de
esas tabletas que no afect6 el desempenio de la disolucion, ni provocaron diferencias sig-
nificativas en los valores de drea bajo la curva; esto denota que su cinética de disolucién
fue la misma. Por su parte, la marca G reporté tiempos de desintegracion relativamente
altos para ambos lotes (poco mas de media hora), y unas de las mds altas durezas. Aun-
que ambos superaron la prueba de disolucidn, fue la marca cuyos lotes presentaron las
mds bajas eficiencias.

68



Estudio de la calidad biofarmacéutica de tabletas de ibuprofeno

(vpusguo))

GOST | .S€9 X o [ a1 | 00 000
“ o lro199| Tie96 | weesor | TOOTWT I FLOFLO Lo 09 gygg | YN | pggey |
06 | UB W8 ey $T0 681 | 00 £0°0
farrg | T6TTLIC, L ofl L 00FRTT | sp0F6s | [ LS VNG el T
n v | €609 | I 01’0 o e | 9P| 000 000
06 w1y coss | 200 TR Cdley | 00T ptEes Tl R NG| Ol | a
» , VR | L1 o 0Tt | o £0°0
| aw | oses |00 joesFeess| oo osoFzer | owert S0 v 0 Ta
ﬁ o | 9€°0 e | 0T | T | 850 | 900 | L00
08 #9861 S898 | opycg | £59FBO96] o por | TTOFELS 1 s or 36000 | T Tors | Trer | O
, “ €8s | L 89°0 oo o ars T | ot0 | 500
08 | sTse | eses | SenloyForve | Lo eoFess wosvar ot S0 O S
e8| 01 o R 7 T A 610
| e LEVFUT Lo | T0RST | sIETe] G0 el N | B | T
S A I R 9¢'1 o€ | LLO $0°0
oy | TESFE606 | b pE0Ters oFert| ot L VNG| ) T
“ IR T B el o C |y | €60
ke | o6 | DN woTecse ol eroFest Loy | Soh Ol N | D ey
‘ R 0LES | o o 920 e g0 | Lo 90°0
00 st seeL | ool eevFisse| o) | weoFess | wrooer| SO0 VNG Dl
I0Udpy | IoKepy
H .NH—\—HQ
prg % %08 ::m @Ew (urw) (8%) (8u) T v
Axu NM En\umuz—meﬁ Um< AQmEOWU kvv |mmv Xv H—A\umu.ﬁhmouﬁmmom GNQEQ OwUAH wwr NUHNE
EDUIDIY uonN[OSI(] | OpruNU0)
SEPIPI

-0 [2 ud sa[qruodsip ‘Sw (¥ op oudjoidngr op se1dqe1 21qos sopezi[ea1 sodrwinb £ s0d1syy sokesua sof op 1mred € SOPIULIQO SOPEINSIY ‘T B[qET,

.OCNM£EO~OU onIaw

69



Germén Eduardo Matiz-Melo, Erika Rodriguez-Cavallo, Marfa del Rosario Osorio

“TEPUTISI UQIDEIASIP F Orpaw I0JeA [&

Uuapu0dsa1103 SEPIPIU SE'T *($2IUDIIIP JIUIWEINISIPEISI UGIDNOSIP I SLIUIDYD) 230] epEd tied ope[ndo[es pnarjruts op 103984 *(S0°0 > ¢) $9IUDIFIP dIUIWEINSIPEISI UOS 7 & [ $307],

. , J57L | 079 120 o T ees | 200 000
09 $FTLTC | LISL T008¢ | T0Z001 7601 S00FETE | FOF9U Toze | Ty V/N Torer U
A . reor | 1o o 890 | 000 000
09 61T | LS | Lo [LI9FHESG| oo | TTRSIS | I90FCEL| S | Dl VN | foee Il
h , J6T9 | 510 L o 99% | 100 000
0L [ HEL9T | TSL | Lo [IEFSLYE| Lo | WSEORSRTL | SOFOYL | il VNG | Soee T
. . 9005 | . . . €50 o T | 000 000
09 | YT | WYL | oo | FSYFTEN6| oo W0F806 | TC0FKIL| o T | VNG| poe |
oLL | . 670 . o ese | 000 | 000 | 000
| | g0g0 | LTTFSULE | Jice | OPETEES | se0FSO| Sl Dol Do | e | T
06 R 980 T | 000 | 000 | 000
780 | PVET8BO | Loy | OTOTIT JTOLFLOT) chers 2e0o | 3222 | Fepgr |
n E8FT | LS9 65T o 88T | 000 000
05 LY forgn | worse | FeeLe | O 0TI008 | SEOFOFLI g g pe | VN pergp | @
. R we | 8T o o ooty | 100 000
Op | 69%T | Lr0S | SO [ORSTITIS | LT | MOFIEE | 9OF6E| | S | VN Lo 19
verr | 520 o e | 000 000
| fasco | STSFSLSE | loo | WIOFELT | TWOROVL| oo | peee | VN |y | W
S O I v 780 18T | 000 000
Fegro | O6YFSSL6 | Lipl | W00RTT | TOREEL | Lope | pr | VN | poeo | 1
JOudRy | Jokepy
praiprurg " KOS | (501 (urw) Go) | Gw | W | W
AXV Nv« EOMUA——O@M.—U Um< AH——EOWU AL |mmv \o ﬂ@mudhmnuuﬁmmom GNUEQ OwUAH ww NUHNE
ePUIDYY uoHNJOSI(] | OpPIUANUOY)
SEPIPIY

~U ud wvﬂmﬁcomw:‘u ‘Gu OOV U.T OEO@OHQBaﬁ U.mu mmuuﬁﬁmu OHLOm mO_umN:._wuu mOuME\MST £ wOummM« soAesud wO.— U.T .iuuﬁ& 1 mO.TME“uuﬁO mO.T._w:SwUM T Nﬁﬁ.mrﬁ

“(ugrwnuszuos) OUBIqUIO[0d OISWOD

(=]
|8



Estudio de la calidad biofarmacéutica de tabletas de ibuprofeno

Pruebas de desempeiio

Los desempenos corresponden a las pruebas de contenido, disolucién y perfiles de diso-
lucién. Sus resultados se encuentran en la tabla 1.

Validacién del método y valoracién del principio activo

Con el fin de establecer las condiciones idéneas del sistema cromatografico para la
determinacién de ibuprofeno en tabletas, inicialmente se observé la metodologia reco-
mendada por la USP 39, la cual sugiere el empleo de una disolucién de 4cido cloroacé-
tico, pH 3,0 como fase mévil.

Conociendo la elevada reactividad de los acidos acéticos halogenados, el importante
riesgo que su manipulacién representa para el analista, y el compromiso en desarrollar
metodologias cada vez mds amigables con el medio ambiente, el primer paso abordado
en la optimizacién del método fue evaluar la fuerza elutrépica de otros disolventes que
sustituyeran su uso. Se buscé asi viabilizar dicho analisis, no solo en términos de calidad
de los datos analiticos, sino también de mantener la vida atil de la columna cromatogra-
ficay la proteccion a las personas.

Con base en la literatura disponible [22, 23], se decide evaluar mezclas de MeOH
0 MeCN con disoluciones de tampén fosfato (25 mM) ajustadas a pH 3,0 y 6,5. La
inclusién de los primeros obedecié a la necesidad de obtener tiempos razonables de
retencién cromatogréfica, mientras que la evaluacién de dos valores de pH en la diso-
lucién reguladora se llevé a cabo considerando la dependencia de la solubilidad de ibu-

profeno al pH.

Asi, se ensayaron mezclas de componente orgdnico/tampén, en proporciones 35:65
%v/v a caudales entre 0,7 y 1,5 mL min™. De acuerdo con los resultados obtenidos, el
empleo de MeOH vy de la disolucién reguladora a pH 3,0, aun en combinacién con
MeCN, condujo a tiempos de retencién cromatograficos superiores a 15 minutos. Se
desestimé entonces el empleo de MeOH y la optimizacién de la idoneidad del sistema
se enfocé en el empleo de mezclas MeCN/tampén fosfato (25 mM, pH 3,0), inclu-
yendo variaciones del componente organico desde 35% hasta 50% en la mezcla. El uso
de la relacién 50:50, %v/v a un caudal de 1,5 mL min™ como fase mévil del sistema
cromatogrifico, proporciond un factor de asimetria (f) de 1,75 y un numero de platos
tedricos (N) de 2745 en la separacion de ibuprofeno, a un tiempo de cromatografia
< 4,0 min. No obstante, se observo que la alta concentracion de la disolucién para ané-
lisis, recomendada por USP, conduce a picos con elevado ancho en la base y a incurrir
en incrementos en costos del analisis. Por ello, luego de evaluar otras concentraciones,
se decide continuar con disoluciones de concentracién 100 mg L en ibuprofeno.

71



Germén Eduardo Matiz-Melo, Erika Rodriguez-Cavallo, Marfa del Rosario Osorio

Considerando ahora que la constante de ionizacion (pKa) de ibuprofeno en agua es de
5,3,y que el uso de disoluciones con valor de pH al menos una unidad superior a este
conduce a incrementar la proporcién de la especie ionizada, se evalta la misma mez-
cla anterior, pero empleando la disolucién reguladora de pH 6,5. Los cromatogramas
obtenidos mostraron que el tiempo de retencién analitico fue inferior a 1,5 minutos,
lo cual significa que la transferencia de masa de las moléculas fue superior hacia la fase
movil con respecto a la que se dirige hacia la fase estacionaria, lo que demuestra su alta
afinidad por la primera cuando su valor de pH se hace menos 4cido. Este comporta-
miento conllevé ala pérdida de eficiencia en la columna cromatografica (N = 646), por
lo que se reevalud la proporcién de MeCN en la fase mévil.

Asi, se encontré que el empleo de una fase mévil MeCN/tampdn fosfato (25 mM, pH
6,5), 35:65, %v/v movida a caudal de 1 mL min™ en una columna de fase estacionaria
RP-18 (100 x 4,6 mm, 2um) termostatada a 25 °C, proporcioné las mejores condicio-
nes de analisis al utilizar como longitud de onda de deteccién 197 nm, en lugar de la
sugerida por la USP. La determinacién de los pardmetros de idoneidad cromatografica
mostré un N= 2153, /= 2,0, y una variabilidad (RSD) = 0,32%, cumpliéndose las exi-
gencias farmacopeicas para idoneidad del sistema cromatografico (N>1000, /'< 2,5y
RSD<2%). La figura 1 muestra un cromatograma tipico obtenido bajo las condiciones
optimizadas de analisis.

800 f
600 f

< 400 [

200 ¢

0 : ) SN N T T N T T T T T Y T N T T N O S N N S v }
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 35 40 45 50 55
Tiempo (min.)

DAD CHI1 197nm
IBP 100 pH 6.5 65-35 1.0

Figura 1. Cromatograma obtenido al inyectar 10uL de una disolucién 100 mg L en ibuprofeno.
Condiciones cromatogréficas: fase estacionaria RP-18 (25 °C), fase mévil MeCN/tampén fosfato (25
mM, pH 6,5), 35:65, %v/v, elucién isocratica (1 mL min™) y deteccién a longitud de onda de 197 nm.
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Lavalidacion en términos de selectividad, linealidad, robustez, exactitud y precisién del
método optimizado, permitié confirmar que el método implementado es apto para los
propdsitos perseguidos. Asi, se observé que los disolventes empleados en la determina-
cién de ibuprofeno, no proporcionan interferentes que afecten su identificacion selec-
tiva, como tampoco lo hace el someter el analito de interés bajo condiciones de estrés,
pues no se observaron cambios significativos en el ABC, ni en el tiempo de retencion
del pico cromatografico. El anélisis de pureza del pico determiné que los espectros de
las porciones ascendente, méxima y descendente de este son iguales, confirmandose la
selectividad del método optimizado.

En términos de linealidad del método, el anélisis de regresion lineal arrojé un valor
de R* > 0,999 (y = 27982x + 56647,7) y RSDs < 2% entre réplicas analiticas de cada
punto de la curva, lo que demuestra la existencia de linealidad dentro del intervalo de
concentraciones evaluadas (2,5-40 mg L). La comparacién de las pendientes obteni-
das en tres dias distintos, a partir de un test de Student y un test de Fisher, demostrd,
ademds, que no existen diferencias estadisticamente significativas entre ellas (P>0,05),
lo que significa que no se hace necesaria la construccién de una curva de calibrado
diaria, dado que no se registra evolucién del comportamiento analitico producto del
almacenamiento de reactivos. Asimismo, se evidencié que cambios en las condiciones
analiticas de separacion no comprometen la inequivoca determinacién de ibuprofeno.

El promedio de porcentajes de recuperacion calculado para el método fue de 107% (RSD
1,6%), encontrandose dentro de las especificaciones de la Farmacopea, la cual establece
cuantificaciones en el intervalo de 90-110% con RSD<2%, por lo que se considera que
este método es exacto para la cuantificaciéon de ibuprofeno. En cuanto a la precision
del método, los ensayos de repetibilidad realizados, tanto para el sistema, como para el
método, arrojan valores de RSD de 1,29 y 1,47%, respectivamente. La Farmacopea per-
mite variaciones inferiores a 2%, de modo que la repetibilidad del método cumple con
especificaciones. En el caso de la precision intermedia, los resultados del anélisis de répli-
cas tratadas en dias distintos muestran coeficientes de variacion de 0,89% y 0,72% para el
sistema y el método, respectivamente. Por tanto, se establece que el método optimizado
cumple con el pardmetro de precision.

La aplicacion del método validado a la determinacién de ibuprofeno en tabletas pro-
cedentes de distintos lotes y marcas del mercado nacional, demostré que estos cum-
plen con las especificaciones farmacopeicas establecidas para ibuprofeno tabletas, al
presentar contenidos de ingrediente activo que oscilaron entre el 95,06% + 1,43%
y el 109,38% + 0,1% de lo declarado en el empaque. El criterio de aceptacién para
valoracién del principio activo establece un intervalo entre 90 y 110%. Asimismo, se
destaca el hecho de que de los 20 lotes analizados, solo en tres (dos pertenecientes a la
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misma marca), la cuantificacién de ibuprofeno se encuentre por debajo del 100% de lo
declarado, a diferencia de los lotes restantes, que superan ese valor. Llama la atencién
el hecho de que los contenidos encontrados en la mayoria de las muestras se acercan al
maximo valor aceptado por la Farmacopea, quizds como estrategia vilida para garanti-
zar la vida util del medicamento hasta su fecha de vencimiento. Es importante anotar
que todos los lotes adquiridos tenfan vidas utiles remanentes de entre uno y dos afios
al momento de hacer el anélisis, con respecto a la fecha de vencimiento declarada. Para
la marca A, cuyo lote 2 arrojé un contenido del 95,06%, su fecha de vencimiento era
menor en seis meses con respecto al lote 1, cuyo titulo fue del 104,57%. Por su parte,
la marca G mostr6 los titulos més bajos: 95,12% para el lote 1,y 97,92% para el lote 2,
restindole 11 meses de vida util al primero, y 12 al segundo. Estos resultados parecen
sugerir que la estabilidad del ibuprofeno es un desafio para los formuladores, por el
hecho de encontrarse los contenidos cercanos al 110%, y por detectarse diferencias
importantes en el firmaco entre lotes con fechas de vencimiento relativamente distan-
tes, pero en general, todas dentro del rango de aceptacion. Investigaciones adicionales
se necesitan a fin de confirmar esta observacion.

Con respecto al ensayo de disolucion, el criterio de aceptacién establecido en la Far-
macopea especifica que no menos del 80% de la cantidad declarada en el marbete debe
disolverse en los 60 minutos (Qg). Esta prueba, que se realiza a un solo punto, la supe-
raron todos los lotes con relativa holgura (mas del 10% de margen de seguridad). Solo
el lote 1 de la marca G superd la prueba con un minimo de ventaja.

Los perfiles de disolucién de las formas farmacéuticas sélidas proveen informacién
valiosa acerca de las caracteristicas de la disolucién de un firmaco, mucho mas alla de
la que proporciona el ensayo de disolucién a un solo punto. La tabla 2 presenta los
valores medios de 12 réplicas en cada uno de los ocho tiempos de muestreo, con los que
se construyeron los perfiles de disolucién de cada marca y lote. Las celdas sombreadas
indican el momento en que ya se ha superado el 85% de disolucién del farmaco, canti-
dad de referencia en el sistema de clasificacién biofarmacéutica cuando se emplean estos
estudios con fines de bioexclusion. Solo cuatro de las 10 marcas se ajustan a este valor
(C,E, FyH) antes de los 15 minutos. En dos marcas, un lote cumple y el otrono (A'y
D). Las restantes quedan por debajo del requisito. Una vez se construyen los perfiles, es
necesario realizar comparaciones entre ellos para estar en capacidad de realizar inferen-
cias. Existen modelos basados en Anova (andlisis de varianza), modelos dependientes,
y modelos independientes. Estos ultimos se denominan asi, ya que emplean los datos
primarios de disolucién sin hacer transformaciones. En este trabajo se emplearon los
modelos independientes de clculo de dreas bajo la curva (ABC) [24, 25], el calculo de
la eficiencia de la disolucién (ED) [19] y el factor de similitud £2, que compara punto a
punto el proceso de disolucién [20,21]. Las ABC se calcularon entre los tiempos 0y 75
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minutos. Un valor alto de este indicador, hace referencia a que en los primeros tiempos
del proceso de disolucién, hay una liberacion y disolucion rdpida del ingrediente activo.
La ED compara las ABC. Si una tableta hipotética se disuelve de manera instantdnea
al momento de entrar en contacto con el medio de disolucidn, la curva que describe es
una recta paralela a la abscisa que genera un 4rea cuadrada, la cual corresponde al 100%
de Q, multiplicada por el tiempo del ensayo (en este caso, 75 minutos), para un 4rea de
7500%/min. Este valor se toma como la disolucién ideal. La proporcién de las ABC
de los perfiles de disolucion de las tabletas con respecto a ese valor, es la ED. En la tabla
1 se registran los valores de ED. La marca F corresponde al producto innovador. En la
figura 2, se presentan los perfiles de las marcas G, I'y ], las cuales tienen los valores mas
bajos de ABC y ED. La marca F y la ED se grafican como referencia. Se hace evidente
en esta figura y en la tabla 2, cdmo la marca F se ha disuelto en mas de un 85% a los
10 min, lo que se refleja en un ED del 89%, y resulta favorable para su absorcion en el
medio de pH 7,2; esto es similar al que se puede encontrar en el duodeno.

El tercer modelo de comparacién de perfiles empleado, corresponde al factor de simili-
tud f2, que es una transformacién de la raiz cuadrada reciproca logaritmica de la suma
del error al cuadrado, y es una medida de la similitud en el porcentaje disuelto de cada
producto comparado. Valores de f2 mayores a 50, corresponden a similitudes superiores
al 90%, es decir, se consideran iguales. Las marcas E, H y un lote de D, alcanzaron este
desempeno. De acuerdo con lo propuesto por Shah ez 4/. [21], estas tres marcas se pue-
den considerar biofarmacéuticamente equivalentes con la marca F. La figura 3 presenta
sus perfiles, junto con el de la marca F como referencia. El ibuprofeno es un dcido débil
quepertenecealaclase I del sistemadeclasificacién biofarmacéutica [26]; estosignificaque
se trata de un farmaco de baja solubilidad, pero de alta permeabilidad. La absorcién de
este tipo de farmacos se puede ver influenciada por los contenidos intestinales, en donde
puede permanecer por un tiempo prolongado. Al tratarse de un dcido débil, su solubili-
dad se incrementa a pH alcalino —como el intestinal—, por la formacién de sales mas
solubles. El ibuprofeno es muy poco soluble a valores de pH bajos (<4) [27], por lo que su
mayor absorcién ocurre a nivel intestinal, alcanzando las mayores concentraciones plas-
maticas en 1-2 horas [28], de lo que se infiere que la mayor absorcién ocurre en la regiones
mas proximales del intestino. Esto indica que una formulacion de ibuprofeno en tabletas
debe procurar deshacerse en un tiempo corto, asi como llegar al duodeno tan liberada
como sea posible de los excipientes, y en forma de polvo muy fino. Esto a fin de que la
oportunidad que tenga de disolverse y absorberse sea mayor, pues a valores de pH mas
alcalinos —como los que se encuentran en porciones mas distales del tracto gastrointes-
tinal—, pueden ionizar en alta proporcion las sales del firmaco, limitando su absorcién.
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En general, los perfiles de absorcion de los fairmacos de clase II son altamente dependi-
entes del tipo de formulacién [29], por lo que la cinética de disolucién de los mismos
durante el disefio requiere especial atencién. Las marcas A, B, y C mostraron desempe-
fios intermedios, y se representan en la figura 4.

100
o
X 50
0 1 1 1 1]
0 20 40 60 80
min.

® MarcaF @ Marcal A Marca] M MarcaG - Ef. disolucion

Figura 2. Perfiles de disolucién de las marcas I, J, G y E. La linea superior horizontal, corresponde a

una disolucién instantdnea (ED del 100%).
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—@— MarcaF —&— MarcaE -8 MarcaD —®— MarcaH —— Ef. disolucién

Figura 3. Perfiles de disolucion de las marcas E, D y H. El perfil de la marca F se incluye por ser

el de referencia.
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Figura 4. Perfiles de disolucién de las marcas A, B y C. El perfil de la marca F se incluye por ser el

de referencia.

Con el propésito de encontrar visualmente si existe alguna correlacién entre la dureza
de las tabletas, su tiempo de desintegracion y su eficiencia de disolucion, se construyd
la figura 5. Cada punto corresponde a la media de todos los valores individuales de los
dos lotes de cada marca de las mencionadas variables. Al comparar el cambio en
los tiempos de desintegracion con respecto al incremento en la dureza, si esta tltima
retrasara la desintegracion, se observarfa una linea con tendencia ascendente de
izquierda a derecha, cosa que no ocurre. De la misma manera, si un aumento en los
tiempos de desintegracion retrasara la velocidad de disolucién, deberfa observarse una
linea con pendiente negativa, lo cual tampoco sucede. Unicamente la marca G, que
tiene una alta dureza, muestra uno de los mayores tiempos de desintegracion, y la mas
baja ED. Incluso la marca H, que tiene una dureza intermedia y un tiempo de desinte-
gracion alto, no ve afectada su disolucidn, y es equivalente con la marca de referencia,
es decir, no se encuentra ninguna correlacidn entre estas tres variables.
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Figura 5. Descripcién esquemdtica de dureza (eje X), desintegracion (linea sélida, eje Y izquierda),

y eficiencia de la disolucién (linea punteada, eje Y derecha) de tabletas de ibuprofeno de 400 mg.

CONCLUSIONES

Los resultados del presente trabajo permiten concluir que todos los productos evalua-
dos cumplieron con las especificaciones de la Farmacopea, con respecto al contenido
de ingrediente activo, y con relacién a la prueba de disolucién. Los analisis realizados
a los perfiles de disolucién permitieron identificar cémo, pese a que todas las marcas
cumplen con las especificaciones farmacopéicas mencionadas, se encuentran unas que
tienen un desempenio particularmente destacado (E, E, D y H), y son estas biofarmacéu-
ticamente equivalentes entre si. También se pudo observar, para las marcas estudiadas,
que no existe una relacion directa entre la fuerza de compresion, el tiempo de desinte-
gracion y la velocidad de disolucién, representada en la eficiencia de la disolucién.
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