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1. RESUMEN

El presente trabajo de grado hace parte de un proyecto de investigacion con una
mayor amplitud, el cual se encuentra enfocado en la caracterizacion de las
propiedades fisicoquimicas en solucion acuosa de materiales poliméricos con
caracteristicas anfifilicas, con el fin de evaluar su potencialidad como novedosas
matrices farmacéuticas que disminuyan la biodegradabilidad de farmacos beta-
lactamicos. Especificamente en este proyecto de grado, se evaluo la variacion en
los perfiles de disolucion de comprimidos comerciales del farmaco beta-lactdmico
ampicilina en su forma trihidratada, en presencia de los materiales poliméricos sal
sbédica del poli(acido maléico-alt-octadeceno) (PAM-18Na), sal dipotasica del
poli(Acido maléico-alt-octadeceno) (PAM-18 K5) y Clorohidrato de Eudragit E-100
(Eudragit E-100 Cl) en medios a condiciones fisioloégicas de pH y fuerza ionica
modificados por accién de los polimeros en dispersiéon, con valores de pH de 1,2y
7,4, y fuerza ibnica de 0,15 M a 37°C de temperatura. Los estudios realizados
abarcaron la obtencion del material polimérico PAM-18 K;, mientras que los
sistemas correspondientes a PAM-18Na, y Clorohidrato de Eudragit E-100 fueron
proporcionados por el Laboratorio de Investigacion en Fisicoquimica Farmacéutica
de la Universidad Icesi. En adicion, se realizé la determinacion de pardmetros de
validacion de la metodologia analitica para la cuantificacion del farmaco de estudio
en cada medio a condiciones fisioldgicas de pH y fuerza i6nica por medio de
espectrofotometria UV. Por otro lado, se evaluaron los perfiles de disolucion para
comprimidos de ampicilina trihidratada en ausencia y presencia de los materiales
poliméricos. Para ello, se siguieron metodologias de disolucion previamente
establecidas en monografias compiladas en la farmacopea USP 35-NF 30 (2012),
y se compararon con respecto al area bajo la curva (AUC). Para esto, se realizo
un analisis estadistico para determinar si hay un efecto en la disolucién del
farmaco segun un disefio experimental, en el cual se incluyeron como factores la
presencia/ausencia del material, la proporcion utilizada y el pH. Los resultados
mostraron que hay un efecto significativo en la disolucién del farmaco en
presencia de los sistemas PAM-18 Na, y Clorhidrato de Eudragit E-100, que
también se favorece con respecto al pH, mientras que el PAM-18 K2 no presento
significancia. En los tres casos la proporcién utilizada no reporta influencia
significativa. Estos resultados favorecen la hipotesis inicial de que la presencia de
los sistemas poliméricos tiene un efecto sobre la disolucion de principios activos, y
abre la puerta a futuras investigaciones sobre el tema.

Palabras clave: Ampicilina trihidratada, sal sodica del poli(acido maléico-alt-
octadeceno), sal dipotasica del poli(acido maléico-alt-octadeceno), Clorohidrato de
Eudragit E-100, perfil de disolucion, area bajo la curva.



2. ABSTRACT

The present grade project is part of an investigation work with a bigger scope,
which is focused in the research of the characterization of physicochemical
properties in aqueous solutions of polymer materials with amphiphilic
characteristics, with the purpose to evaluate their potential as novel pharmaceutical
matrices capable to decrease the biodegradability of betalactamic drugs.
Specifically, in this grade project, the variation in dissolution profiles of commercial
tablets of the betalactamic drug ampicillin in its trihnydrate form was evaluated, in
presence of the polymer materials PAM-18Na,, PAM-18 K, and Eudragit E-100
Chloride in media with physiologic conditions of pH and ionic strength modified by
action from the polymeric systems in dispersion, with pH values of 1,2 and 7,4 and
ionic strength of 0,15 M in a temperature of 37°C. The studies included obtaining of
the polymer material PAM-18 K5, while the systems corresponding to PAM-18Na;,
and Eudragit E-100 Chloride were provided by the Research Lab in
Pharmaceutical Physical Chemistry of Icesi University. In addition, the
determination of validation parameters for the analytic methodology for drug
guantification in every used medium with UV spectroscometry was determined. In
the other side, the dissolution profiles for ampicillin trihydrate tablets in absence
and in presence of the polymer materials were evaluated. For it, dissolution
methodologies previously established in the compiled monographs in the USP 35-
NF 30 (2012) were followed and these profiles were compared regarding the area
under the curve (AUC). For this, a statistical analysis was performed with a design
of experiments to determine if there is a significant effect in the drug dissolution. In
this design, the factors used are the absence/presence of the polymer, the used
proportion and pH. The results shown that there is a significant effect in the drug
dissolution in presence of systems PAM-18Na, and Eudragit E-100 CI, also
favored with pH, while the PAM-18 K, did not have significance. In all three cases,
the used proportion did not report a significant influence. These results favored the
initial hypothesis that the presence of the polymer systems have an effect over
drug dissolution, and open the door to further investigations in this topic.

Key words: Ampicillin trihydrate, disodium salt of poly(maleic acid-alt-octadecene),
dipotassium salt of poly(maleic acid-alt-octadecene),Eudragit E-100 Chloride,
dissolution profile, area under the curve.



3. INTRODUCCION

El descubrimiento y el uso de antibiéticos para tratar las infecciones de tipo
bacteriano ha sido uno de los hitos mas importantes en la historia de la
farmacologia. Sin embargo, el proceso evolutivo de las materias, ademés del uso
inapropiado de estos medicamentos ha provocado la generacion de mecanismos
de resistencia por parte de los microorganismos a estos farmacos. Actualmente,
se han estudiado con mucho énfasis las causas que generan la resistencia
microbiana, y se estan estudiando mecanismos que permitan disminuir los efectos
de esta problematica sin necesidad de crear o investigar en nuevos principios
activos, por lo que evaluar nuevos métodos y desarrollos galénicos se ha
convertido en una herramienta clave para combatir esta situacién. Sin embrago,
son muy pocos los estudios que se pueden encontrar sobre estrategias que
conlleven a resolver estos problemas y principalmente, desde el punto de disefio y
formulacion de estos medicamentos. Por otro lado, se ha encontrado una alta
potencialidad de un gran numero de sistemas poliméricos que podrian ser
utilizados en el disefio de nuevas formas farmacéuticas, utilizadas en el
tratamiento de enfermedades biorresistentes, tales como los materiales
polielectrolitos.

Los polielectrolitos, mas especificamente las sales derivadas del poli-acido
maléico, en un medio acuoso, han demostrado tener un potencial para generar
micro y nanoambientes que puedan actuar como reservorios de farmacos, debido
a la reorganizacién intramolecular que sufren con el fin de disminuir las
interacciones desfavorables, dejando hacia el medio los sectores hidrofilos
(ionizados), y generando una especie de “micela”, o mejor, una reorganizacién en
la cual las cadenas hidr6fobas se encuentran encapsuladas, actuando como un
posible reservorio para farmacos, y que, por mecanismos difusivos, se genere una
liberacion modificada en el organismo. Sin embargo, este tipo de polimeros deben
cumplir con las caracteristicas de biodegradabilidad y biocompatibilidad.

Teniendo en cuenta estos antecedentes, en el presente proyecto se busco
estudiar el comportamiento cinético de disolucion de ampicilina en presencia de
polimeros derivados del anhidrido maléico (PAM-18) y de Eudragit E-100 CI, con
el fin de determinar si existen variaciones en los perfiles de disolucion del farmaco
en presencia del polimero presente en el medio a condiciones fisiologicas de pH 'y
fuerza idnica, y con una variacion del método descrito en la farmacopea
estadounidense (USP), determinando la concentracion de farmaco con
espectrofotometria UV, ademas de realizar los andlisis estadisticos con base en
meétodos estadisticos y aplicando disefio experimental, buscando comparar los
perfiles de disolucién obtenidos tanto en presencia como en ausencia del material
polimérico, variando la proporcion utilizada y evaluando las condiciones
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fisiolégicas de pH, con el fin de generar la informacion necesaria que indique que,
en efecto, las sales poliméricas derivadas del anhidrido maléico generan
fendbmenos de inclusion de farmaco que puedan modificar la liberacion de éste,
buscando, con esta informacion, aportar a generar una forma farmacéutica
potencial que ayude a disminuir el efecto de la resistencia a los antibiéticos de tipo
beta-lactamico, ademas de mejorar sus caracteristicas biofarmacéuticas.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La generacion de mecanismos de resistencia de los microorganismos ante los
antibioticos esta aumentando la morbi-mortalidad de las personas por infecciones
bacterianas. La ampicilina (antibidtico penicilinico) representa una opcion
terapéutica aceptable para las personas que padecen enfermedades causadas por
bacterias. Sin embargo, su efectividad ha disminuido a medida que los patégenos
han desarrollado resistencia, lo que ha conllevado a la reduccion de opciones
farmacoterapéuticas de amplio uso y bajo costo. Debido a esto, se hace necesario
buscar nuevas alternativas, tales como la sintesis de nuevos principios activos o
bien el desarrollo de novedosas formas farmacéuticas inteligentes que permitan la
bioprotecciéon del farmaco o que puedan ser utilizados en terapias de
farmacorresistencia.

Con el &4nimo de buscar nuevos disefios de formulaciones utiles frente a este
problema, se realiz6 un estudio correspondiente a la etapa de preformulacion,
buscando estudiar el comportamiento cinético de disolucién de ampicilina en
presencia de polimeros derivados del anhidrido maléico (PAM-18) y de Eudragit E-
100, se determinaron los perfiles de disolucién del farmaco en presencia del
material polimérico en una matriz sélida comprimida, y con base en esto, generar
la informacion necesaria para estudiar el comportamiento cinético de ampicilina en
presencia de sales poliméricas derivadas del anhidrido maléico, buscando aportar
a generar una forma farmacéutica potencial que ayude a disminuir el efecto de la
resistencia a los antibioticos de tipo beta-lactamico.

4.1. Justificacion e importancia

Este trabajo es un paso inicial para establecer potenciales formas farmacéuticas
de ampicilina con efecto antimicrobiano adecuado, y potencialmente, con
caracteristicas biofarmacéuticas y de desempefio mejoradas. Tanto a nivel
nacional como regional, la ampicilina es muchas veces el farmaco de eleccién
debido a que es un antibiético de amplio espectro, y si se logran mecanismos para
recuperar su eficacia y/o velocidad en la respuesta terapéutica, se proporcionaria
a la poblacion un manejo mas eficiente en el tratamiento de infecciones
bacterianas.

Buscando atacar la problematica actual de la resistencia de los microorganismos a
los antibioticos y las estrategias para mitigar este fenOmeno, se realiz0 un
componente experimental importante que, apoyado con literatura relacionada,
busca generar resultados relevantes a la linea de investigacion de la Facultad de
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Ciencias Naturales: “Disefio y formulacion de potenciales formas farmacéuticas de
antibioticos beta-lactamicos utiles frente a microorganismos resistentes”.

4.2. Marco tedrico

4.2.1. Estado del arte

Esta investigacion contribuye al desarrollo de trabajos cientificos
interdisciplinarios, donde se combina la investigacion basica y aplicada con
proyecciones al desarrollo de nuevos productos farmacéuticos con mejores
caracteristicas farmacotécnicas, biofarmacéuticas y de estabilidad fisicoquimica y
biolégica. La propuesta investigativa radica en evaluar la potencialidad de las
sales sddica y potasica del poli(acido-alt-octadeceno), como novedosos sistemas
excipientes de medicamentos. En este sentido, se espera que los polimeros
anfifilicos sales del poli(acido-alt-octadeceno) y clorohidrato de Eudragit E-100,
que presentan la capacidad de auto-organizarse, generando nhano y micro
agregados hidrofébicos en medio acuoso, puedan asociar sustratos
farmacoldgicos por interacciones especificas con las pseudofases poliméricas; y
asi, puedan mejorar las caracteristicas fisicoquimicas de la ampicilina. Debido a
estas asociaciones especificas generadas por el sistema farmaco-polimérico, se
espera evidenciar su potencial aplicacion como matrices farmacéuticas que
mejoren las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco, y con ello, produzcan un
mejoramiento en diferentes procesos biofarmacéuticos, asi como de bioestabilidad
frente a microorganismos productores de enzimas que pueden degradar a los
agentes farmacologicos, tal como sucede con los agentes farmacolégicos beta-
lactamicos.

4.2.2. Aspectos generales de la Ampicilina

La ampicilina corresponde a un antibiético de tipo beta-lactamico, el cual se
subdivide en otros grupos, tales como: cefalosporinas, carbapenémicos,
monobactamicos, penicilinas, etc. El antibiético en estudio, se encuentra en el
subgrupo de las penicilinas, dichos antibi6ticos contienen un anillo beta-lactamico
y un anillo de tiazolidina dentro de su estructura, los cuales forman el acido 6-
aminopenicilanico, estructura que deriva de la condensacién de una molécula de
valina y una de cisteina para dar lugar al doble anillo caracteristico (Kfoury, 2003).
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Figura 1. Estructura de la Ampicilina.

Los antibidticos beta-lactamicos en general, actian inhibiendo la Gltima etapa de la
sintesis de la pared celular bacteriana. Después de unirse a las proteinas de unién
a la penicilina, de la bacteria, inhiben la enzima de transpeptidacion que establece
puentes cruzados entre las cadenas peptidicas que estan unidas al esqueleto de
peptidoglucano (Moghadam, 2010).

De manera general, estos antibidticos se administran por via oral o, en las
infecciones mas graves, por via intravenosa. La ampicilina consiste en el
antibiotico de primera eleccién frente a infecciones respiratorias, 6ticas, sinusales
y meningitis causadas por microorganismos gramnegativos, como Haemophilus
influenzae. Ademas, se emplea como tratamiento para la fiebre paratifoidea,
faringitis bacteriana, gonorrea, neumonia, infecciones producidas principalmente
por bacterias gram-positivas y gram-negativas como enterococos, E. coli y
Salmonella. En cuanto a su distribucion, se encuentra ampliamente perfundido en
pulmones, higado, rifiones y piel (Rang, 2008).

4.2.3. Estrategias para reducir el efecto de laresistencia

Muchos de los esfuerzos, no solo en los medicamentos antibidticos sino también
en general de todos los principios activos, implican mejorar su solubilidad y
liberacién en un medio acuoso, debido a que la gran mayoria de ellos son de
caracter mayormente hidrofébico. De acuerdo con estimaciones recientes, casi el
50% de los nuevos farmacos son rechazados debido a su baja solubilidad, y por
tanto, generan pobres parametros biofarmacéuticos (en el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica, los farmacos que pertenecen a las clases Il y V).
Entonces, la solubilidad es uno de los parametros importantes para lograr la
concentracion deseada de farmaco en la circulacion sistémica de la respuesta
farmacoldgica (Patil, 2011). Todo esto se constituye en un reto para la farmacia
galénica, llevando al estudio de sistemas poliméricos acoplados a los farmacos
para mejorar sus caracteristicas de liberacion en el organismo.
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Aplicaciones de agrupaciones farmaco:polimero incluyen el desarrollo de
nanoparticulas y sistemas con diferentes materiales, como derivados de acido
malico que acoplan una cadena hidrofilica de polimero a un farmaco (Domurado,
2006), copolimeros anfifilicos pegilados y tratados enzimaticamente (Pandey,
2008), nanoporos, nanoparticulas de oro (Agnihotri, 2011), poliamidas vy
poliésteres ramificados (Suttiruengwong, 2006), poliacrilatos (Singh, 2010), entre
otros materiales, de caracter anfifilico o como polielectrolitos.

4.2.4. Polimeros anfifilicos (polielectrolitos)

Los polielectrolitos son polimeros con grupos ionizables. En los disolventes
polares tales como agua, estos grupos pueden disociarse, dejando las cargas
sobre las cadenas de polimero y liberando los contraiones en la solucion.
Ejemplos de polielectrolitos incluyen sulfonato de poliestireno, &cido acrilico y
metacrilico y sus sales, ADN y otros poliacidos y polibases. Las interacciones
electrostéticas entre las cargas generan comportamientos en solucién de los
polielectrolitos cualitativamente diferentes de los de los polimeros no cargados
(Dobrynin, 2005).

Las caracteristicas que pueden variar entre ambos sistemas incluyen, por ejemplo,
la presidbn osmotica mas elevada en polielectrolitos, el cambio en la forma de
dispersion del polimero en solucion, la relacién entre viscosidad y concentracion
de polimero (en polielectrolitos se vuelve proporcional entre la primera y la raiz
cuadrada de la segunda, mientras que en polimeros no cargados no hay una
relacion definida), y la dindmica de entrecruzamiento (Dobrynin, 2005).

Mas especificamente, los polielectrolitos hidrofébicamente modificados, debido a
la reorganizacion molecular (una especie de “micela”), pueden considerarse como
potenciales reservorios de farmacos, con una liberacién modificada. La eficiencia
de estos potenciales sistemas depende del grado de estabilidad de la “micela”, y el
coeficiente de particion del farmaco en el sistema. La estabilidad de este tipo de
organizaciéon depende no de la concentracion como en el caso de surfactantes,
sino de factores ambientales como el pH o la fuerza i6nica. Es decir, estos
polimeros se pueden disefiar con base en las condiciones en las cuales se
favorezcan los microdominios hidréfobos (Salamanca, 2007).

En el caso de polimeros derivados de acido maléico, como las sales del poli (acido
maléico-alt-octadeceno), se ha encontrado una variacion de la conformacion con
respecto al pH. A valores bajos, las cadenas se compactan, mientras que a
valores altos, se genera una extension debido a la interaccién repulsiva entre los
grupos carboxilos ionizados. Se denominan “micelas” debido a la forma que
presentan, con un interior hidréfobo rodeado por un é&rea ibnica. El interior
hidrofobo es el enfoque de estos estudios, pues permite encapsular moléculas
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organicas y mejorar su solubilidad en medio acuoso (Salamanca, 2007). Todo
esto, con base en el fenébmeno de complejacion.

Figura 2. Estructura de las sales del poli(acido maléico-alt-octadeceno), donde M corresponde a
Sodio (Na) o Potasio (K).

La complejacién se denomina al proceso de asociacion entre dos o mas moléculas
para formar una entidad no enlazada con una estequiometria definida. Este
proceso se basa en fuerzas intermoleculares de tipo débil, como fuerzas de
London, enlaces de hidrégeno e interacciones hidrofobicas. En este caso, el
fendbmeno de complejacion aplicable es el complejo aplilado (stacking complexes),
en los cuales se genera una exclusion del contacto del solvente polar del
microambiente hidrofébico, reduciendo la energia total del sistema (Patil, 2011).

Los polimeros derivados del acido maléico (PAM-18) han demostrado, segun
estudios anteriores, una efectividad significativa frente a mecanismos
convencionales. Resultados de otras investigaciones muestran una recuperacion
de la actividad farmacoldégica de ampicilina sobre microorganismos de S. aureus
resistentes, pasando de 11000 unidades formadoras de colonia (UFC) a 50 UFC,
cuando se encuentra en presencia del sistema polimérico, sugiriendo un efecto de
bioproteccién. Este efecto se puede explicar debido a que este sistema polimérico
se puede auto-organizar en solucidon acuosa, llevando a la formaciéon de nano o
micro dominios de naturaleza hidrofébica (complejacion), donde es posible
solubilizar la ampicilina, y con ello, protegerla de la exposicion directa de las
enzimas hidroliticas betalactamicas; confiriéndole asi una mayor estabilidad
bioldgica.

En relacion a los polimeros comerciales de tipo catibnico como el Eudragit®,
existe una gran variedad de sistemas poliméricos en virtud de su peso molecular y
la distribucion de las unidades monoméricas que conforman la macro-estructura
polimérica, de los cuales se destaca el sistema polimérico Eudragit® E-100, que
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corresponde al [poli(butiimetacrilato, (2-dimeti aminoetil)  metacrilato,
metilmetacrilato) 1:2:1], y el cual es uno de los sistemas poliméricos de interés
para nuestra investigacion.
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Figura 3. Estructura quimica del comonémero del Eudragit® E.

Estos copolimeros del Eudragit ® E pueden adquirir carga cuando se encuentran
en medios acuosos acidulados, formando macro-estructuras cationicas, tales
como las observadas para un macro-ion, solubles en agua, lo cual le permite
generar zonas interfaciales especificas que pueden interaccionar
electrostaticamente con moléculas i6nicas de carga opuesta, generando asi un
tipo especial de complejos, denominados como complejos de asociacion idnica
polimero-farmaco o bien complejos de asociacidn electrostatica polimero-farmaco.
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Figura 4. Representacion de la interaccion electrostéatica del Eudragit® E con un farmaco aniénico
débil, tal como la ampicilina, para la formacién de un complejo de asociacion iénica farmaco-
polimero.

Esta caracteristica, ademas de las mencionadas anteriormente y relacionadas con

la biocompatibilidad, ha llevado a que el Eudragit® se esté convirtiendo en un

sistema polimérico muy utilizado para modificar las caracteristicas fisicoquimicas y

biofarmacéuticas de una gran cantidad de agentes farmacoldgicos. Ejemplos
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incluyen la formacion de complejos entre hidrocoloides como carragenina,
carboximetilcelulosa y alginato sodico y varios farmacos tranquilizantes e
hipotensores (promazina, clorpromazina, reserpina, entre otros), evaluando
variables como el pH, la temperatura, la fuerza i6nica y el tiempo sobre la
interaccion presentada (Graham, 1963); la liberacion in vitro e in vivo de
clorpromazina a partir de tabletas constituidas por un complejo Polielectrdlito-
farmaco, empleando como sistema polimérico a la carboximetilcelulosa sédica y al
sulfato de protamina, demostrando un control de la liberacion en los estudios
realizados in vitro (Jablon, 1970); la caracterizacion del complejo formado entre la
lambda-carragenina y el diltiazem clorhidrato y evaluaron la influencia del pH y la
fuerza ionica sobre la liberacion del farmaco a partir del complejo, encontrando
que el pH no tiene una influencia significativa sobre la liberaciébn, mientras la
fuerza ionica tiene influencia importante (Bonferoni, 2000); el estudio del
mecanismo de liberacién de la lidocaina a partir de un complejo carbémero-
lidocaina en dispersién, demostrando que este actuaba como un reservorio que
conducia a una liberacion mas lenta de la lidocaina, siendo la disociacién del
complejo el paso mas lento que controlaba la velocidad de liberacion (Jimenez-
Kairuz, 2002); el estudio de la cinética de liberacion de dos fluoroquinolonas
(norfloxacina y ciprofloxacina) a partir del complejo formado entre éstas y un
carbémero como polielectrolito, encontrandose una cinética de liberacion que
seguia un orden cero (Vilches, 2002); la interaccion presentada entre el diclofenac
sadico y el diclofenac dietilamino con los polimeros eudragit RL y RS en solucion
acuosa, frente a variables como la temperatura, el pH, la presencia de algunos
tensoactivos y la fuerza ibénica. Adicionalmente se realizaron estudios de
disolucién in vitro, del complejo formado en estado sélido en diferentes medios de
disolucién (presencia de surfactantes en diferentes concentraciones, buffer pH 6.8
y agua) y diferentes condiciones, encontrdndose una dependencia de las
interacciones entre el farmaco y el polimero con la temperatura, la fuerza i6nica y
la naturaleza de los tensoactivos (Khalil, 1999); y la interaccién entre el Eudragit®
E y siete farmacos, entre los que figuran el diclofenac sédico. Para el diclofenac
sédico, fue determinada la distribucion de especies, presentando un porcentaje de
condensacion del contraidon del 97.9 %. Los ensayos de liberacion a partir del
complejo en dispersion fueron realizados con los &cidos salicilico y benzoico,
encontrando una mayor liberacion cuando el medio receptor era una solucion de
NaCl, en comparacion con el agua (Quinteros, 2008).

4.25. Perfiles de disolucion

Los perfiles de disolucion son ensayos in vitro que permiten evaluar y/o predecir
caracteristicas de liberacién de productos farmacéuticos como cépsulas o tabletas
en sistemas in vivo. Estos experimentos se realizan debido a que a menudo no es
posible medir la disolucion in vivo, por lo que esta herramienta se constituye en
una determinacion indirecta de la concentracion plasmatica en funcion del tiempo.
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Existen teorias y aproximaciones cinéticas que evallan la cantidad de compuesto
activo disuelto en funcion del tiempo. Sin embargo, factores como el tipo de
farmaco, sus formas polimoérficas, solubilidad, cristalinidad y cantidad en la forma
farmacéutica pueden influenciar la cinética de liberacion. Un principio activo
soluble en medio acuoso incluido en una matriz se liberara principalmente por
difusién, mientras que un farmaco poco soluble en agua se liberara por erosion de
la matriz (Costa, 2000).

Los métodos para comparar perfiles de disolucion pueden clasificarse en tres
grupos: los basados en analisis de varianzas (ANOVA); los métodos dependientes
de modelo, y los independientes de modelo (Yuksel, 2000). Dependiendo de las
caracteristicas del farmaco, de la forma farmacéutica y del andlisis que se desee
realizar, se escogera la mejor forma de analizar los perfiles.

A nivel de preformulacion, se realizan diversos ensayos para optimizar las
propiedades tanto fisicas como quimicas que se consideran importantes para
lograr una formulacién estable, efectiva y segura. Entre estas pruebas, la
determinacidén de la solubilidad y el perfil de disolucion en varias condiciones
permiten obtener informacion importante sobre factores biofarmacéuticos, debido
a que el farmaco debe disolverse primero en el fluido gastrointestinal para poder
absorberse (Nicklasson, 1985). Por tanto, conocer este tipo de propiedades y
como se da una variacion frente a la presencia de otros materiales funcionales es
de gran importancia a nivel de desarrollo de nuevas formas farmacéuticas.

4.2.6. Aporte intelectual del investigador

Debido a la problematica de la resistencia bacteriana hacia los antibiéticos beta-
lactamicos convencionales; este proyecto se encamina a la investigacién de
nuevas alternativas de recuperacion de la actividad de dichos antibidticos
facilmente asequibles, donde la estrategia consiste en asociar el antibidtico
ampicilina a los materiales poliméricos sal sodica del Poli(acido maléico-alt-
octadeceno), denominado como PAM-18-Na2; sal potasica del Poli(acido maléico-
alt-octadeceno), denominado como PAM-18-K2; y clorohidrato de Eudragit E-100,
los cuales podrian evitar inicialmente la rapida degradacion tanto fisicoquimica
como enzimatica de dicho farmaco, pero que ademas pueden interactuar con éste
de forma que se alteren sus propiedades biofarmacéuticas. De esta manera, esta
investigacion se enmarca en obtener informacion fisicoquimica y biofarmacéutica
referente a estudios de disolucion que permitan establecer un efecto significativo
en la liberacion del farmaco, con el fin de que aporte a los estudios de pre-
formulacion donde se evalle el efecto que tendran los materiales poliméricos
mencionados anteriormente, con el fin de determinar el potencial que éstos
puedan poseer como matrices de liberacion modificada de principios activos.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar el comportamiento de disolucion en medios a condiciones fisioldgicas
de pH y fuerza idnica, de comprimidos comerciales del farmaco ampicilina
trinidratada, en ausencia y presencia de los sistemas polielectrolitos PAM-18 Nay,
PAM-18 K, y Eudragit E-100 Cl en forma dispersa en el medio de disolucion,
segun los capitulos generales y la monografia de la ampicilina en la farmacopea
estadounidense vigente (USP).

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Lograr exitosamente obtener el material polimérico Sal Potésica del poli(acido-alt-
octadeceno) por medio de las técnicas de hidrolisis, dialisis y ultrafiltracion.

Determinar las condiciones de ensayo adecuadas y los parametros de validacion
de cuantificacién por espectroscopia UV para realizar los ensayos de disolucién
del farmaco.

Obtener los perfiles de disolucion de los comprimidos de ampicilina con el
polimero en dispersion, a las proporciones establecidas.

Establecer, con base en herramientas estadisticas, si la presencia del material
polimérico impacta en el comportamiento de disolucion del farmaco, asi como la
proporcién farmaco:polimero mas adecuada.

Discutir los resultados de disolucién del farmaco en presencia de los sistemas

poliméricos, discutiendo su potencial como herramienta de liberacion modificada
de farmacos.
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6. METODOLOGIA

6.1. PROCEDIMIENTO

6.1.1. Obtenciodn, purificacion y caracterizacion de los sistemas
poliméricos

6.1.1.1. Materiales y equipos

En esta parte, el enfoque se dirigi6 a la obtencion de la sal potasica del
poli(anhidrido maléico-alt-octadeceno) (PAM-18 K>). Los  sistemas
correspondientes a la sal sddica (PAM-18 Nay;) y Eudragit E-100 CI, fueron
provistos por el Laboratorio de Investigacion en Fisicoquimica Farmacéutica de La
Universidad Icesi. EI PAM-18 K, fue preparado a partir del copolimero
poli(anhidrido maléico-alt-octadeceno), comercializado por SIGMA-ALDRICH. Los
reactivos para la preparacion de los sistemas buffer poseen grado reactivo y se
adquirieron de J.T. Baker (acido clorhidrico al 37%) y de Merck (bases y sales de
sodio y potasio). Las membranas de ultrafiltracion son de marca SCHOTT de
polietersulfona de tamafio de corte de 10000 Daltons, y las membranas de dialisis
de celulosa fueron adquiridas a Sigma Chemical Co, que son capaces de retener
macromoléculas con peso molecular mayor a 12000 Daltons.

Los equipos utilizados son una celda de ultrafiltracibn marca Amicon® modelo
8200, con capacidad de 200 mL, un liofilizador marca Eyela y un equipo infrarrojo
marca Thermo Fisher Scientific Nicolet 6700, el cual contiene el software OMNIC
para el tratamiento de los datos y el andlisis de los espectros obtenidos, y un
microscopio electrénico de barrido (SEM) marca Phenom G2.

6.1.1.2. Obtencion del sistema polimérico PAM-18 K

6.1.1.2.1. Sintesis del polimero PAM-18 K

Como se mencion6 anteriormente, la preparacion de la sal potasica del
polielectrolito de acido maléico (PAM-18 Na, y PAM-18 K3) se realizo a partir del
copolimero comercial poli(anhidrido maléico-alt-octadeceno), el cual se utilizé sin
ningun tratamiento o purificacion. El copolimero fue hidrolizado por la adicion de
una solucion basica en exceso de hidroxido de potasio (para obtener la sal
potasica) 1 N a una temperatura de 40°C, utilizando agua destilada como solvente,
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con agitacion magnética constante, hasta observar una disolucion completa del
copolimero. Esto se llevo a cabo aproximadamente por tres dias, adicionando
diariamente gotas de solucion acuosa de KOH 5N.

THs CHj
(CH2)16 (CH2)16
MOH
n H,0 \ Ia
0] (0] 0] o]
(@)
Copolimero de anhidrido maléico O *M O M
Tonémero

Figura 5. Esquema general de reaccién del PAM-18 para lograr la sal (PAM-18 K5), donde M
corresponde a Potasio (K).

6.1.1.2.2. Purificacion del polimero PAM-18 K,

Después de completar la reaccion, se realizdé un proceso de preconcentracion del
sistema utilizando el método de ultrafiltracion cada solucién polimérica fue
ultrafiltrada con membranas de polietersulfona con tamafo de corte de 10000
Daltons, de acuerdo al peso molecular del polimero, buscando concentrar el
sistema.

Posteriormente, y con el fin de eliminar el exceso de sales en la solucién, se
realizd6 un proceso de dialisis con membranas de celulosa de corte de 12000
Daltons. El sistema se mantuvo bajo un bafio de agua destilada, cambiandose
periodicamente, y se siguib el proceso por medio de medidas de conductividad del
agua circundante del sistema, hasta la obtencion de un valor de conductividad
constante, menor a 10 uS/cm. Finalmente, cada solucién polimérica fue liofilizada
en el equipo liofilizador marca Eyela, y para el cual se contrat6 la prestacion del
servicio con un laboratorio externo, permitiendo obtener las sales en estado soélido.

6.1.1.3. Caracterizacion estructural del sistema polimérico

Una vez obtenido el material polimérico en estado sélido se procedid a
caracterizarlo por medio de espectroscopia de infrarrojo medio, donde se evaluo la
variacion en las sefales correspondientes al grupo anhidrido que se transforma a
grupos carboxilatos y acidos carboxilicos. Para esto se emple6 un
espectrofotometro FTIR marca Thermo Fisher Scientific Nicolet 6700, el cual
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contiene el software OMNIC para el tratamiento de los datos y el andlisis de los
espectros obtenidos.

6.1.1.4. Caracterizacion morfoldgica del sistema polimérico
estado so6lido

Debido a que la solubilidad de los compuestos, tanto de bajo como de alto peso
molecular, depende de la morfologia externa que estos posean, es decir de sus
habitos cristalinos, y dado que esta especificacion rara vez se reporta dentro de
los parametros de control de especificaciones de los productos, se hace necesario
realizar una caracterizacion general de dicha propiedad, para lo cual se obtuvieron
las imagenes por microscopia electréonica de barrido para los materiales de
trabajo, especificamente para la ampicilina y los sistemas poliméricos. Para esto
se empled un microscopio electronico de barrido (SEM) marca Phenom G2.

6.1.2. Realizacién de los perfiles de disolucion

6.1.2.1. Materiales y equipos

Para este estudio se utilizaron comprimidos comerciales de ampicilina trihidratada
con un contenido de principio activo de 1 g expresado como ampicilina base,
provistos como donacién por Tecnoquimicas S.A. (Ver certificado de Materia prima
en Anexo 5). Los reactivos para la preparacion de los sistemas buffer poseen
grado reactivo y se adquirieron de J.T. Baker (acido clorhidrico al 37%) y de Merck
(bases y sales de sodio y potasio). La sal potasica del polielectrolito de &cido
maléico (PAM-18 Kj), fue preparadas a partir del copolimero poli(anhidrido
maléico-alt-octadeceno), comercializado por SIGMA-ALDRICH segin como se
indicé anteriormente. La sal potasica del polielectrolito de acido maléico (PAM-18
Nay;) y la sal del Eudragit E-100 fueron provistas por el Laboratorio de
Investigacion en Fisicoquimica Farmacéutica de La Universidad Icesi.

Los equipos utilizados fueron un espectrofotdmetro UV-Visible marca Shimadzu
acoplado con una termocupla y un sistema multicelda con capacidad para seis
celdas, un medidor de pH y conductividad marca SCHOTT® Instruments, un
disolutor marca Hanson modelo Vision G2 Classic 6.
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6.1.2.2. Preparacion de los sistemas buffer

Los ensayos se llevaron a cabo en dos sistemas buffer, aun pH de 1,2y 7,4,y
con una fuerza i6nica constante de 0,15 M. Se utilizd &acido clorhidrico y
clorohidrato de potasio para el buffer 4cido, mientras que para el buffer fisiologico
se utilizaron fosfatos mono y dibasico de potasio y clorohidrato de potasio. Se
siguieron las indicaciones de preparacion de la farmacopea vigente (USP 35-NF
30, 2012), y se ajustd la fuerza ionica al valor requerido con clorohidrato de
potasio (KCI) (Ver Anexo 2).

6.1.2.3. Ejecucion de los estudios de disolucion
6.1.2.3.1. Estudios control

El estudio control preliminar se realiz6 con las condiciones descritas en la
farmacopea estadounidense vigente (USP 35-NF 30, 2012). Este estudio se
ejecutd con el fin de corroborar si las tabletas estaban dentro de especificacion
(ver especificaciones de las tabletas de ampicilina en el Anexo 5), ademés de
verificar el funcionamiento del equipo. Estas condiciones se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones farmacopeicas para el estudio de disoluciéon control.

Parametro Especificacién
Aparato Aparato 2: Paletas
Velocidad de agitacion 100 rpm
Temperatura 37°C
Medio de disolucion Agua
Tiempo del estudio 45 minutos

Criterio de aceptacion (Q)

No menos de 75% disuelto

Este perfil de disolucién se ejecuté tomando muestras cada 5 minutos con la
canula hasta completar el tiempo especificado, y leyendo la absorbancia de estas
muestras en el espectrofotdmetro UV a una longitud de onda de 256,00 nm, segun
lo obtenido en el estudio de validacion (Para el estudio completo de parametros de
validacion, ver Anexo 1; se realiz6 ademas un estudio de estabilidad del farmaco
en los medios utilizados, ver Anexo 4). Se utilizaron los 6 vasos de disolucion para
los ensayos control.

Posteriormente, se realizaron los estudios control, es decir, sin presencia de

material polimérico, para los sistemas buffer a pH 1,2 y a pH 7,4, a las mismas
condiciones descritas en la tabla 1, realizando el mismo procedimiento de toma y
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lectura de muestras. Los datos primarios (absorbancias) para todos los ensayos
realizados se encuentran en el anexo 6.

6.1.2.3.2. Estudios de disolucion en presencia de los sistemas
poliméricos PAM-18 Na,, PAM-18 K, y Eudragit E-100
Cl

Para estos estudios, se realizd una dispersidbn de cada sistema polimérico a
proporciones de 50%, 100% y 150% del contenido nominal de ampicilina (1 g),
tanto en el sistema buffer a pH 1,2 como en el de pH 7,4, y esta dispersion
polimérica se utilizo6 como medio de disolucion para estos ensayos. Para la
preparacion de la dispersion, se preparo el buffer a las condiciones descritas, v el
material en estado sdlido se disperso por medio de un homogenizador Ultraturrax.
Los estudios se realizaron a las mismas condiciones descritas en la tabla 1,
realizando el mismo procedimiento de toma y lectura de muestras. Se utilizaron 3
vasos por cada ensayo.

6.1.3. Tratamiento y analisis de datos

Para determinar la cantidad de farmaco disuelto, se realiz6 la transformacion de
los datos obtenidos de absorbancia para cada tiempo muestreado, utilizando las
curvas de calibracion correspondientes, y expresarlos en términos porcentaje de
ampicilina base, como lo indica la especificacion.

Después de obtener estos porcentajes para cada vaso de disolucion, se realizé un
promedio aritmético, y con este valor se graficaron los perfiles de disolucion en el
programa Microsoft Excel, para cada proporcion farmaco:polimero y para cada
sistema polimérico.

Posteriormente, se organizaron los perfiles en graficas para ver, en cada
proporcién con diferente polimero, y en cada polimero a diferentes proporciones,
como es el efecto de la presencia de la matriz polimérica en la disolucién del
farmaco.

Por ultimo, se realiz6 el calculo del area bajo la curva (AUC) para cada perfil, y con
este parametro, se realiz6 un andlisis de varianzas (ANOVA), por medio del
programa estadistico Minitab version 16, para establecer diferencias
estadisticamente significativas que permitan concluir, que hay un efecto en la
adicion de las matrices poliméricas en la disolucion del farmaco estudiado. Este
analisis se realiz6 comparando cada sistema polimérico con respecto al ensayo
control, teniendo en cuenta las variables presencia de polimero, proporcion
estudiada y pH, siguiendo el disefio experimental de la tabla 2.
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Tabla 2. Disefio experimental usado para el analisis de los perfiles de disolucién.

Variable Nivel bajo (-1) Nivel medio (0) Nivel alto (+1)
Polimero Ausencia N/A Presencia
Proporcion 50% 100% 150%

pH 1,2 N/A 7.4

Con base en el disefio presentado, el criterio de aceptacion es el estadistico F. Es
decir, si el valor F calculado es mayor que el F tabulado, puede decirse, con un
porcentaje de confianza (para este estudio se tiene que es 95%), que hay efecto

significativo en las variables estudiadas.
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7. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tabla 3. Cronograma de actividades.

Mes
Jul |Ago |Sep |Oct |Nov [Dic |Ene |Feb |[Mar |Abr |May
ACTIVIDAD 201212012 [2012|2012|2012 2012|2013 2013|2013 /2013|2013
Revision
bibliogréfica

Obtencion del
material
polimérico

Caracterizacion
del material
polimérico

Determinacion de
pardmetros  de

validacion y
estabilidad
Estudios de
disolucion

Tratamiento de
datos

Analisis
estadistico

Preparacion del
informe

Entrega final

El sombreado indica la meta en meses para lograr la actividad.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Caracterizacion estructural de los sistemas poliméricos

Una vez hidrolizado y purificado el material polimérico PAM-18K; por los procesos
de didlisis y liofilizacion, se procedié a caracterizar dicho material polimérico en
estado solido, por medio de espectroscopia de FTIR. Para esto se obtuvieron los
espectros tanto del material de partida como el del producto obtenido, tal y como
se muestra a continuacion en la figura 6:
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Figura 6. Espectros IR de los materiales poliméricos Poli(anhidrido maléico-alt-octadeceno)
(espectro superior) y la sal potasica del Poli(acido maléico-alt-octadeceno) (espectro inferior).
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A partir de los espectros IR que se muestran en el esquema anterior, se pueden
observar las sefiales caracteristicas para los grupos funcionales del material de
partida y para el producto formado, tales como las bandas de 2920 y 2850 cm™
correspondientes a estiramientos simétricos y asimétricos de los enlaces C-H de la
cadena hidrocarbonada, los cuales se pueden corroborar ademas, con la sefiales
alrededor de 1465-1466 cm™, correspondiente a la torsiones CHj tipo tijeras. Estas
sefales permanecen muy similares en ambos espectros, dado que la cadena
lateral polimérica correspondiente al grupo octadeceno permanece sin alterarse en
el proceso de hidrdlisis. Sin embargo, es posible observar cambios notorios en
otras sefiales que indican una transformacién del material polimérico, tales como
la desaparicién de la sefial a 2362 cm™ en el material polimérico de partida, la cual
corresponde al en enlace C-O-C del anhidrido maléico que es hidrolizado.
Ademas, se puede observar una variacion en las dos sefiales de los grupos
carbonilos del anhidrido maléico de 1778 y 1708 cm™ a 1704 y 1557 cm™.
Finalmente, se puede observar la aparicién de una banda a 3396 cm™, la cual es
un indicativo de la presencia de un grupo hidroxilo, proveniente de la formacién de
grupos carboxilicos. Esto ultimo es un indicativo de que el procesos de ionizacion
no es 100%, con lo cual se pueden tener fracciones de la forma acida e ionica del
material polimérico, la cual debera ser mejor caracterizada en futuros estudios.

8.2. Caracterizacion morfologica del estado sélido de los sistemas
poliméricos

Como se menciond en la parte metodoldgica, la caracterizacion de la morfologia
externa o del habito cristalino, tanto para el farmaco de estudio como para los
materiales poliméricos de partida y modificados, se deben realizar como
parametro fundamental de caracterizacion, ya que dicha condicion puede variar
significativamente el proceso de solubilizacién de dichos compuestos en medios
acuosos. A continuacion se muestran las micrografias de la ampicilina trihidratada
utilizada, asi como del poli(anhidrido maléico-alt-octadeceno) y la sal potasica del
poli(acido maléico-alt-actadeceno) obtenidas bajo las condiciones de nuestros
ensayos.
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De la figura anterior se aprecia que la ampicilina utilizada en nuestro estudio tiene
una geometria de agujas, mientras que los materiales poliméricos poli(anhidrido
maléico-alt-actadeceno) y la sal potasica del poli(Acido maléico-alt-actadeceno)

T R ——

presentan formas rombicas y de placas, respectivamente.

8.3. Estudios de disolucion

Se realizaron primeramente los estudios control (en ausencia de material
polimérico) a los sistemas buffer seleccionados, segun las condiciones descritas
en la tabla 1. Las figuras 8 y 9 muestran el perfil de disolucion promedio obtenido
para la ampicilina trihidratada a un valor de pH de 1,2 y de 7,4 respectivamente, y

fuerza iénica de 0,15 M en ausencia de material polimérico.

Figura 7. Fotografias de escaneo electrénico para el farmaco (izquierda) y los materiales
poliméricos de estudio sin tratamiento (centro) y en forma de sal potasica (derecha).
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Grafica 1. Perfil de disolucion promedio para ampicilina trihidratada a pH 1,2 y fuerza iénica de

0,15 M en ausencia de material polimérico.
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Gréfica 2. Perfil de disolucion promedio para ampicilina trihidratada a pH 7,4 y fuerza iénica de
0,15 M en ausencia de material polimérico.

Posteriormente, se realizaron los estudios de disolucion en presencia del material
polimérico PAM-18 Na, a los sistemas buffer seleccionados, segun las
condiciones descritas en la tabla 1. Las figuras 10 y 11 muestran el perfil de
disolucién promedio obtenido para la ampicilina trihidratada a un valor de pH de
1,2 y de 7,4 respectivamente, y fuerza idnica de 0,15 M en presencia de PAM-18
Na; a las diferentes proporciones estudiadas.
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Gréfica 3. Perfiles de disolucion promedio para ampicilina trihidratada a pH 1,2 y fuerza iénica de
0,15 M en presencia de material polimérico PAM-18 Na2 a las proporciones estudiadas. (¢: perfil
control, o: Perfil con polimero al 50%; A: perfil con polimero al 100%, X: perfil con polimero al
150%).
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Gréfica 4. Perfiles de disolucion promedio para ampicilina trihidratada a pH 7,4 y fuerza iénica de
0,15 M en presencia de material polimérico PAM-18 Na2 a las proporciones estudiadas. (¢: perfil
control, o: Perfil con polimero al 50%; X: perfil con polimero al 100%, A: perfil con polimero al
150%).

Posteriormente, se realizaron los estudios de disolucion en presencia del material
polimérico PAM-18 K; a los sistemas buffer seleccionados, segun las condiciones
descritas en la tabla 1. Las figuras 12 y 13 muestran el perfil de disolucién
promedio obtenido para la ampicilina trihidratada a un valor de pH de 1,2 y de 7,4
respectivamente, y fuerza iénica de 0,15 M en presencia de PAM-18 K, a las
diferentes proporciones estudiadas.
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Gréfica 5. Perfiles de disolucion promedio para ampicilina trihidratada a pH 1,2 y fuerza iénica de
0,15 M en presencia de material polimérico PAM-18 K2 a las proporciones estudiadas. (0: perfil
control, A: Perfil con polimero al 50%; X: perfil con polimero al 100%, o: perfil con polimero al
150%).

120.000

115.000

110.000

105.000

% disuelto (%p/p)

100.000

95.000

90.000
0 10 20 30 40 50

Tiempo (min)

Grafica 6. Perfiles de disolucion promedio para ampicilina trihidratada a pH 7,4 y fuerza iénica de
0,15 M en presencia de material polimérico PAM-18 K2 a las proporciones estudiadas. (¢0: perfil
control, A: Perfil con polimero al 50%; *: perfil con polimero al 100%, o: perfil con polimero al
150%).
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Adicionalmente, se realizaron los estudios de disolucion en presencia del material
polimérico Eudragit E-100 Cl a los sistemas buffer seleccionados, segun las
condiciones descritas en la tabla 1. Las figuras 14 y 15 muestran el perfil de
disolucién promedio obtenido para la ampicilina trihidratada a un valor de pH de
1,2 y de 7,4 respectivamente, y fuerza iénica de 0,15 M en presencia de Eudragit
E-100 CI a las diferentes proporciones estudiadas. Se observo que, a pH 7,4, se
forma una incompatibilidad que forma una turbidez que se mantiene al tomar la
muestra para la lectura. Por tanto, se utilizé un filtro de 0,22 pum para eliminar los
sélidos dispersos. Sin embargo, se vio mucha variacion en los datos, debido a la
rapida saturacion del filtro. Se decidié entonces no realizar el perfil a 150% de
material polimérico en este pH. Para descartar alguna incompatibilidad entre la
ampicilina y el polimero, se realizé en 25 mL una dispersion del material polimérico
equivalente al 50% estudiado, y se adicion6 ampicilina trihidratada grado materia
prima, observandose que no hay turbidez en este sistema, lo que permite
descartar incompatibilidad entre el principio activo y el polimero, y probablemente
la turbidez se genere debido a una interaccidon negativa entre este ultimo y alguno
de los excipientes del comprimido.
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Gréfica 7. Perfiles de disolucion promedio para ampicilina trihidratada a pH 1,2 y fuerza iénica de
0,15 M en presencia de material polimérico Eudragit E-100 Cl a las proporciones estudiadas. (0:
perfil control, A: Perfil con polimero al 50%; o: perfil con polimero al 100%; X: perfil con polimero al
150%).
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Gréfica 8. Perfiles de disolucion promedio para ampicilina trihidratada a pH 7,4 y fuerza iénica de
0,15 M en presencia de material polimérico Eudragit E-100 Cl a las proporciones estudiadas. (¢:
perfil control, o: Perfil con polimero al 50%; A: perfil con polimero al 100%).

8.4. Tratamiento y andlisis de datos

Se realizaron los analisis de varianza para cada polimero estudiado en el
programa estadistico segun los parametros de la tabla 2, y se obtuvieron los
siguientes resultados (para el analisis completo, ver Anexo 3):

Tabla 4. Resumen de resultados estadisticos para el sistema polimérico PAM-18 Nay.

Factor Grados de libertad Valor F critico
Polimero 1 18,72-

pH 1 0,65
Proporcion 2 2,78
Polimero*pH 1 9,83
Polimero*Proporcién 2 2,27
pH*Proporcién 2 4,76

Los valores F tabulados con un 95% de probabilidad, son:

F(l, 11) = 4‘,84‘4‘

F(z’ 11) == 3,982
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Teniendo en cuenta el criterio de aceptacion, si el valor F calculado es mayor que
el F tabulado, puede decirse, con un porcentaje de confianza del 95%, que hay
efecto significativo en las variables estudiadas.

Por tanto, las variables significativas obtenidas para el sistema PAM-18 Na2 son:
la presencia del material polimérico, la interaccion entre el pH y la presencia del
polimero y la interaccion entre el pH y la proporcion del polimero.

Tabla 5. Resumen de resultados estadisticos para el sistema polimérico PAM-18 K..

Factor Grados de libertad Valor F critico
Polimero 1 4,01
pH 1 0,08
Proporcion 2 0,16
Polimero*pH 1 1,44
Polimero*Proporcion 2 2,23
pH*Proporcion 2 3,57

Los valores F tabulados con un 95% de probabilidad, son:

Fii, 11) = 4,844

Fo, 11) = 3,982
Teniendo en cuenta el criterio de aceptacion, si el valor F calculado es mayor que
el F tabulado, puede decirse, con un porcentaje de confianza del 95%, que hay

efecto significativo en las variables estudiadas.

Por tanto, no hay variables significativas obtenidas para el sistema PAM-18 K2.

Tabla 6. Resumen de resultados estadisticos para el sistema polimérico Eudragit E-100 CI.

Factor Grados de libertad Valor F critico
Polimero 1 5,28
pH 1 7,25
Proporcion 2 0,87
Polimero*pH 1 8,30
Polimero*Proporcion 2 1,16
pH*Proporcién 2 0,81

Los valores F tabulados con un 95% de probabilidad, son:

F(l, 11) = 4‘,84‘4‘
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F(Z, 11) = 3,982

Teniendo en cuenta el criterio de aceptacion, si el valor F calculado es mayor que
el F tabulado, puede decirse, con un porcentaje de confianza del 95%, que hay
efecto significativo en las variables estudiadas.

Por tanto, las variables significativas obtenidas para el sistema Eudragit E-100 ClI
son: la presencia del material polimérico, el pH, y la interaccion entre los dos
factores mencionados.

Después de realizar los estudios de disolucion y el analisis estadistico
correspondiente, se puede decir que se obtuvieron resultados importantes. Por un
lado, y comparando entre los tres polimeros, se observé que el efecto de la
presencia del PAM-18 K2 no es significativo, mientras que el PAM-18 Na2 y el
Eudragit E-100 CI si tuvieron una influencia estadisticamente importante en el
perfil de disolucion de ampicilina, determinado por el area bajo la curva (AUC).

En el caso del sistema PAM-18 Na2, se obtuvo que las variables de influencia en
la disolucion del principio activo, son la presencia del material polimérico, la
interaccion entre el pH y la presencia del polimero y la interaccién entre el pH y la
proporcion del polimero. Dadas las caracteristicas del material polimérico, se
esperaba que la presencia de éste ejerciera un efecto importante, debido a la
formacién de pseudofases hidrofébicas o a la repulsidén electrostatica que pueda
generarse en el medio por la alta cantidad de polimero i6nico en el sistema. La
interaccion entre el polimero y el pH también es de esperarse, porque tanto el
sistema como el farmaco son de naturaleza iénica, y van a verse afectados por los
cambios de pH, por lo que, aunque el pH como tal no ejerza un efecto significativo,
al agregar una variable significativa, que ademas depende de esta Ultima, va a
resultar en un efecto importante sobre el fenbmeno estudiado.

Vale la pena aclarar que el complejo farmaco:polimero se forma en solucién,
debido a que las pseudofases hidrofobicas se generan debido a una
reorganizacion molecular de sus grupos en contacto con el solvente acuoso. Esta
conformacién se ve altamente favorecida en términos termodinamicos, porque se
disminuyen las interacciones desfavorables con el medio. Farmacotécnicamente
es util, debido a que no es necesario hacer algin tratamiento, simplemente es una
mezcla fisica entre los dos componentes (material polimérico y principio activo).

En el caso del sistema Eudragit E-100 ClI, se obtuvo que las variables de influencia
en la disolucion del principio activo, son la presencia del material polimérico, el pH,
y la interaccién entre los dos factores mencionados. Dadas las caracteristicas del
material polimérico, se esperaba que la presencia de éste ejerciera un efecto
importante, debido a la formacion de pseudofases hidrofébicas o a la repulsiéon
electrostatica que pueda generarse en el medio por la alta cantidad de polimero
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ionico en el sistema. Ademas, de igual forma que en el material de sodio, el
sistema como el farmaco son de naturaleza idnica, y van a verse afectados por los
cambios de pH, por lo que, aunque el pH como tal no ejerza un efecto significativo,
al agregar una variable significativa, que ademas depende de esta Ultima, va a
resultar en un efecto importante sobre el fenbmeno estudiado.

Es de notar que en ninguno de los sistemas evaluados, la proporcion del material
polimérico fue una variable significativa en el rango estudiado, por lo que podria
buscarse una proporcion fija para seguir los estudios futuros, o buscar un rango de
menor proporcion que pueda otorgar resultados mas concluyentes sobre esta
variable.
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9. IMPACTO AMBIENTAL

El estudio cinético de disolucién de ampicilina en presencia de los sistemas
poliméricos PAM-18 sdédico, potasico y Clorohidrato de Eudragit E-100 CI
involucra, dentro de su propdésito, colaborar con la salud de la poblacién, al
mejorar la disponibilidad de un farmaco antibidtico y combatir la resistencia
bacteriana, lo cual genera un impacto positivo en la salud de las personas al
disminuir la prevalencia de infecciones bacterianas, lo que también implicaria una
reduccion en costos asociados (tratamientos mas cortos, menos hospitalizaciones,
etc...).

Sin embargo, es importante tener en cuenta que el manejo de estos reactivos
debe tomar en cuenta el destino final de los desechos que se generen, por lo cual
se tiene un sistema de manejo de desechos en la Universidad Icesi, evitando que
estos residuos terminen en las fuentes de agua y afecten los ecosistemas
relacionados. Debido a la influencia que tienen estos compuestos en la salud
publica, se realizé un pretratamiento de estos desechos por medio de la adicion de
acido, buscando inactivar los antibidticos utilizados, y posteriormente se neutralizé
el desecho final para posteriormente hacer la respectiva disposicion final dentro de
la Universidad.

Ademas, una consideraciéon importante que debe tomarse es que este tipo de
materiales poliméricos sean no toxicos, biocompatibles y biodegradables. El
primer término refiere a que no haya efectos secundarios en la salud al usar estas
sustancias; el segundo se refiere a que los polimeros no vayan a generar una
interaccion desfavorable en el organismo; y el tercero tiene que ver con que el
organismo pueda degradarlos y eliminarlos facilmente. Entonces, todas estas
consideraciones llevan a que este polimero sea adecuado para el desarrollo de los
estudios.
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10. CONCLUSIONES

Se logr6 exitosamente la obtencién del material polimérico sal potasica del
poli(acido maléico-alt-octadeceno), sin embargo se observé en los estudios de
caracterizacion que su grado de ionizacion no es completo, lo que puede afectar
su funcionalidad como polielectrolito.

De acuerdo a los resultados de los parametros de validacion, se puede afirmar
que el método para cuantificacion de ampicilina trihidratada utilizando el
espectrofotometro UV presenta una buena repetibilidad y linealidad.

El farmaco presenta inestabilidad importante en un pH &cido, y que los estudios
deben realizarse bajo condiciones que permitan garantizar resultados confiables y
en el rango de estabilidad de la ampicilina.

Los resultados encontrados al desarrollar la metodologia, permitieron determinar
que la ampicilina trihidratada es un principio activo cuya solubilidad es
dependiente del pH del medio en el que se encuentre, disociandose facilmente en
pH &cido. Por tanto, este parametro también se ve afectado con la influencia del
polimero, que a su vez actta en funcion del pH.

Los sistemas poliméricos PAM-18 Na2 y Eudragit E-100 Cl tienen un efecto
significativo en la liberacion del farmaco, y el PAM-18 K2 no tiene significancia
sobre esta variable de respuesta.

Es de notar que en ninguno de los sistemas evaluados, la proporcion del material
polimérico fue una variable significativa en el rango estudiado, por lo que podria
buscarse una proporcion fija para seguir los estudios futuros, o buscar un rango de
menor proporcion que pueda otorgar resultados mas concluyentes sobre esta
variable.
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11. RECOMENDACIONES

Con este trabajo, se busco obtener informacién para el disefio y formulacion de
potenciales formas farmaceéuticas de antibiéticos beta-lactamicos utiles frente a
microorganismos resistentes. Sin embargo, es solamente un paso inicial, que abre
la puerta a futuras investigaciones.

La recomendacion principal y a desarrollar en un proyecto posterior, es ejecutar un
ensayo con comprimidos de ampicilina en los cuales se tenga la matriz de material
polimérico, para evaluar cual es el efecto que se puede obtener en una forma
farmacéutica que utilice estos sistemas como excipientes dentro de su
formulacién. Incluso, puede trabajarse con los materiales poliméricos como un
sistema de recubrimiento, y comparar el efecto entre los dos tipos de aplicacion
del polimero.

Con los resultados de caracterizacion, es relevante buscar un método que permita
garantizar una mayor ionizacion de los sistemas poliméricos, que garantice su
funcionalidad como polielectrolitos.

Se recomienda también, para un mejor control de las condiciones ambientales,
instalar un termohigrémetro en el laboratorio, con el fin de verificar la humedad y la
temperatura, factores que se ha evidenciado intervienen en la estabilidad del
principio activo, y ademas utilizar una técnica alterna para corroborar los
resultados obtenidos.
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ANEXO 1: Determinacion de parametros de validacion de la metodologia de
cuantificacion del farmaco ampicilina por espectrofotometria UV

Con base en la técnica que se va a utilizar, se deben tener en cuenta los
siguientes parametros para la validacion. Para poder realizar el andlisis estipulado
en este proyecto, el primer paso que debe tenerse en cuenta es la escogencia de
la técnica adecuada a utilizar, segun los materiales y equipos con los que se tenga
disponibilidad. En este caso, la técnica utilizada es la espectrofotometria UV,
debido a que es una técnica sencilla y rapida, con resultados concluyentes.

1.1. Selectividad

En este parametro se debe garantizar que la sefal del analito de interés esté libre
de interferencias tanto de los solventes utilizados como de posibles productos de
degradacion o impurezas. Por tanto, se realizé un barrido del farmaco ampicilina
entre 200,00 y 800,00 nm en los sistemas a trabajar (buffer a pH 1,2 y buffer a pH
7,4), asi como de cada solvente en ausencia del analito. Con las lecturas del
farmaco, se determind la longitud de onda 6ptima para los ensayos.

Inicialmente se realizé un barrido espectral desde 800,00 hasta 200,00 nm del
sistema buffer tanto a pH 1,2 como a pH 7,4 y con una fuerza iénica (1) de 0,15
M, encontrandose que no se genera un maximo de absorcion en las regiones de
interés para ninguno de los dos sistemas.

Nota: Como se observa que entre 400,00 y 800,00 nm no hay absorcion

importante en ninguno de los espectros aqui mostrados, se adjunta al informe
cada espectro desde 200 a 400 nm.
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Figura 8. Espectros UV de los sistemas buffer pH 1,2 (izquierda) y pH 7,4 (derecha) con u de 0,15
M en ausencia del farmaco.

Para determinar el barrido de la ampicilina en la forma trihidratada, se prepar6 una

solucion de 0,6 mg/mL en los sistemas estudiados, que inmediatamente se llevo al
espectrofotometro, obteniéndose los siguientes espectros:

1,000
|

0,000 -

Longitud de ondé

-0.282
200,00

maxima (nm) Longitud de onda maxima (nm)
1. 316,00 1. 256,50
2. 268,00
3. 262,00
4. 256,50
Figura 9. Espectros UV del farmaco ampicilina trihidratada en los sistemas buffer pH 1,2

(izquierda) y pH 7,4 (derecha) con pu de 0,15 M.
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Por tanto, se determin6 que la longitud de onda Optima para realizar las lecturas
es a 256 nm. Dentro del pardmetro de selectividad se considera también la
interferencia de productos de degradacion, pero este punto se trata en la
determinacion del perfil de estabilidad del farmaco.

Se observé que en las condiciones estudiadas, ninguno de los sistemas buffer
genera una absorcidn en las longitudes de onda de interés. La parte mas
constante del espectro se encuentra a 256,00 nm, segun la tendencia de los
espectros obtenidos, y no hay interferencia de posibles productos de degradacion
formados.

1.2. Linealidad

Para este parametro, se realizaron curvas de calibracion por triplicado, a la
longitud de onda definida en la linealidad, en la region de absorbancia esperada
en los ensayos desde 2,5x10“ M hasta 5,0x10 M. Los resultados se evaluaron
mediante un analisis de regresion lineal.

En la tabla se resumen las curvas de calibracion promedio obtenidas del farmacon
ampicilina para cada sistema solvente evaluado, ademas se presentan las graficas
obtenidas.

Tabla 7. Curvas de calibracion promedio del farmaco ampicilina para la
determinacion de la linealidad.

Concentracioén Absorbancia en Absorbanciaen | Absorbanciaen

Molar Agua pH 1,2 pH 7,4
2,5E-04 0,070 0,042 0,070
5,0E-04 0,152 0,123 0,147
7,5E-04 0,245 0,212 0,228
1,0E-03 0,325 0,311 0,295
2,5E-03 0,840 0,839 0,738
5,0E-03 1,679 1,714 1,510
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Grafica 9. Curva de calibracion promedio obtenida para el farmaco ampicilina en agua destilada.
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Grafica 10. Curva de calibracion promedio obtenida para el farmaco ampicilina en buffer de pH 1,2.
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Gréfica 11. Curva de calibracién promedio obtenida para el farmaco ampicilina en buffer de pH 7,4.

Se realiz6 ademas el analisis de regresion para determinar el pardmetro de
linealidad para cada sistema.

Andlisis de regresién: Absorbancia en Agua vs. Concentracién Molar

La ecuacidén de regresidn es

Absorbancia en Agua = - 0,0131 + 339 Concentracién Molar
Predictor Coef SE Coef T P
Constante -0,013120 0,002548 -5,15 0,007
Concentracidédn Molar 338,972 1,085 312,53 0,000
S = 0,00440016 R-cuad. = 100,0% R-cuad. (ajustado) = 100,0%

PRESS = 0,000416597 R-cuad. (pred) = 99,98%

Anadlisis de varianza
Fuente GL SC CM F P
Regresidn 1,8911 11,8911 97673,63 0,000

1
Error residual 4 0,0001 0,0000
Total 5 1,8912

Analisis de regresiéon: Absorbancia en pH 1,2 vs. Concentracién Molar

La ecuacidén de regresidn es

Absorbancia en pH 1,2 = - 0,0480 + 353 Concentracidén Molar
Predictor Coef SE Coef T P
Constante -0,047968 0,003182 -15,08 0,000
Concentracidén Molar 352,881 1,354 260,59 0,000
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S = 0,00549375 R-cuad. = 100,0% R-cuad. (ajustado) = 100,0%

PRESS = 0,000425607 R-cuad. (pred) = 99,98%

Anadlisis de varianza

Fuente GL SC CM F P
Regresidén 1 2,0495 2,0495 67905,36 0,000
Error residual 4 0,0001 0,0000

Total 5 2,0496

Andlisis de regresion: Absorbancia en pH 7,4 vs. Concentracion Molar

La ecuacién de regresiédn es

Absorbancia en pH 7,4 = - 0,00549 + 302 Concentracibén Molar
Predictor Coef SE Coef T P
Constante -0,005494 0,004253 -1,29 0,266
Concentracién Molar 302,096 1,810 166,90 0,000

S = 0,00734304 R-cuad. = 100,0% R-cuad. (ajustado) = 100,0%
PRESS = 0,00131003 R-cuad. (pred) = 99,91%

An&lisis de varianza

Fuente GL SC CM F P
Regresidn 1 1,5020 11,5020 27856,37 0,000
Error residual 4 0,0002 0,0001

Total 5 11,5022

La linealidad en cada uno de los sistemas evaluados fue superior al 99,9% de
correlaciéon, con base en los analisis de regresion realizados, lo que indica que el
modelo se ajusta y predice adecuadamente y de forma lineal, con respecto a las
variaciones de concentracion del farmaco.

1.3. Precision

En este parametro, se evalud la repetibilidad, tanto en el sistema como en el
método.

1.3.1. Repetibilidad del método

Se prepararon seis muestras de ampicilina trihidratada a una concentracién de
0.6mg/mL y se llevo a baldén volumétrico de 10mL, se llevé a volumen con agua
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destilada y se realizaron las seis lecturas en el espectrofotometro UV a una

longitud de onda de 256nm y a 37,0°C.

Tabla 8. Evaluacion de la repetibilidad del método a diferentes medios.

Desv
Medio: Agua 1 2 3 4 5 6 Promedio | Est %CV
Concentracion real 0,580 | 0,580 | 0,600 | 0,600 | 0,600 | 0,580 | 0,590 0,011 1,857
Absorbancia 0,5700,550(0,580|0,570|0,570| 0,560 | 0,570 0,010 1,690
Absorbancia Corregida | 0,590 | 0,570 | 0,580 | 0,570 | 0,570 | 0,580 | 0,580 0,007 1,244
Medio: BufferpH 7,4 |1 2 3 4 5 6 Promedio | DesVEst | %CV
Concentracion real 0,600 | 0,560 | 0,600 | 0,600 | 0,600 | 0,620 | 0,597 0,02 3,296
Absorbancia 0,4500,435|0,460| 0,455 | 0,446 | 0,466 | 0,452 0,011 2,42
Absorbancia Corregida | 0,450 | 0,466 | 0,460 | 0,455 | 0,446 | 0,451 | 0,455 0,007 1,614
Medio: Buffer pH 1,2 1 2 3 4 5 6 Promedio | DesvEst | %CV
Concentracion real 0,580 | 0,600 | 0,620 | 0,620 | 0,580 | 0,600 | 0,600 0,018 2,981
Absorbancia 0,480(0,503|0,522|0,530|0,470| 0,502 | 0,501 0,023 4,627
Absorbancia Corregida | 0,497 10,503 | 0,505 0,513 0,486 | 0,502 | 0,501 0,009 1,791

1.3.2. Repetibilidad del sistema

Para la repetibilidad del sistema se prepar6 una sola muestra de ampicilina
trinidratada a una concentracién de 0,6 mg/mL, se llevé a balon volumétrico de
10mL, se aforé con agua destilada y se realizaron 10 lecturas de la muestra en el
espectrofotometro UV a una longitud de onda de 256 nm y a 37,0°C.

Tabla 9. Evaluacion de la repetibilidad del sistema a diferentes medios.

Longitud de onda 256 nm
Temperatura: 37,0°C
Concentracion: 0,6 mg/mL

NUmero de | Agua Buffer pH 7.4 | Buffer pH 1.2
repeticiones Absorbancia Absorbancia Absorbancia
1 0,552 0,437 0,520

2 0,552 0,437 0,520

3 0,552 0,437 0,520

4 0,552 0,437 0,520

5 0,552 0,437 0,520

6 0,552 0,437 0,520

7 0,552 0,437 0,520

8 0,552 0,437 0,520

9 0,552 0,437 0,520

10 0,552 0,437 0,520
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Promedio 0,552 0,437 0,520
Desv.est 1,17028 x107%® 5,85139 x10™/ 1,17028 x1071®
%CV 2,12007 x10™ 1,33899 x104 2,25053 x101

Se observa que tanto para la repetibilidad del sistema como para la del método,
tanto las desviaciones estandar como los coeficientes de variacion son bajos, lo
cual indica que el método y el sistema son repetibles y permiten otorgar resultados

precisos.

Con todo esto, puede decirse que el método de espectrofotometria UV para la
cuantificacion de ampicilina es adecuado bajo las condiciones estudiadas.
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ANEXO 2. Preparacion de los sistemas buffer utilizados en el estudio

Los ensayos se llevaron a cabo en dos sistemas buffer, aun pHde 1,2y 7,4,y
con una fuerza i6nica constante de 0,15 M. Se utilizd &acido clorhidrico y
clorohidrato de potasio para el buffer 4cido, mientras que para el buffer fisiologico
se utilizaron fosfatos mono y dibasico de potasio y clorohidrato de potasio. Se
siguieron las indicaciones de preparacion de la farmacopea vigente (USP 35-NF
30, 2012), y se ajustd la fuerza ionica al valor requerido con clorohidrato de
potasio.

1. Preparacion del buffer de pH 1,2 y fuerza iénica 0,15 M.

El buffer de pH 1,2 segun la farmacopea anteriormente mencionada, se prepara
adicionando 425 mL de &cido clorhidrico 0,2 M y 200 mL de clorohidrato de
potasio 0,2 M, y llevando a 1 L. Se realizan los célculos respectivos para realizar el
buffer directamente desde los reactivos puros.

1,19g 1000mL 1mol
*

HCL37% (M)] = =32,65M
[HCL37% (M)] = ——7 1L 3645g 32,65
v _1000mL*0,085M_26 L
HCl conc — 32'65 M - ) m
KCl 200mL « 0,2 M 0,040 M+ 1L 58,55 g KCl 2,3420 g KCl
= = ES X —/s—m-m-oerer =
9 1000 mL ’ TmolKCl _ <°**Y 9

Por tanto, se requieren 2,6 mL de HCI concentrado y 2,3420 g de KCI para
preparar 1 L de buffer de pH 1,2, segin requerimientos farmacopeicos.

Partiendo de esto, se calcula primero la fuerza iénica de este sistema, para definir
cuanto debe ser el exceso de KCI necesario para llegar a la fuerza ionica de 0,15
M.

[HCl]—425mL*0'2M—OO85M
~1000mL
KCl _200mL*0,2M_0040M

[KCl] = 1000 mL '

Fuerza iénica:
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n
1 2
h= 52 CiZ;
=1

1
p= = (((0,085M) « (1)?) + ((0,085M)  (=1)%) + ((0,040M) * (1)?)
+ ((0,040M) * (—1)?))

w=0,125M

Se necesita entonces un exceso de KCI que aporte 0,025 M de fuerza idnica al
sistema. Se realiza el calculo para expresar este valor en términos del compuesto
en su forma solida.

0,025 M KCLx 1L+ 22 9KCL L 1e3g o kel
*k ¥ ——
’ TmolKCl _ 70°°9

Por tanto, para preparar el buffer de pH 1,2 con la fuerza iénica requerida, se
requiere un total de 3,8058 g de KClI por litro de solucién.

2. Preparacion del buffer de pH 7,4 y fuerzaiénica de 0,15 M.

El buffer de pH 7,4 se prepara a partir de fosfato mono y dibasico de potasio, con
base en el equilibrio de sistema buffer, es decir, la ecuacion de Henderson
Hasselbach:

En este caso, como el sistema usado (fosfato) tiene tres disociaciones, se usara el
valor de la segunda disociacion (pKaz = 7,2):

[HPO,™?]

7,4 = 7,2 + log <m>

log <M> =0,2

[H,PO,"]

[HPO,™?]

— = 1,585
[H,PO,"]
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[HPO,™] = 1,585 * [H,P0,”]

Si se parte de un sistema buffer que contenga 0,010 M de fosfato dibasico de
potasio, se tendria que:

[HPO,™%] = 1,585 % 0,010 M
[HPO, ] = 0,016 M

Por tanto, la concentracion de fosfato monobésico de potasio en el sistema es de
0,016 M.

Se determinan los pesos necesarios de cada reactivo para llegar a 1 L de solucion
buffer con las concentraciones descritas anteriormente

K>;HPO 0,010M =1L 17429 1,7420
= * * =
g 183 4 ) 1 mol ) g
KH,PO 0,016 M 1L 136,094 2,1774
2 4 )] 1 Ol ) g

Partiendo de esto, se calcula primero la fuerza i6nica de este sistema, para definir
cuanto debe ser el exceso de KCI necesario para llegar a la fuerza iénica de 0,15

M.
1 n
h= EZ CiZ;?
=1

1
= (((0,010 M) 2 % (1)?) + ((0,010 M) * (1)?) + ((0,010 M) * (—2)?)
+ (00,016 M) = (1)?) + ((0,016 M) * 2 = (1)?) + ((0,016 M) = (—1)?))

W= 0,076 M

Se necesita entonces un exceso de KCI que aporte 0,074 M de fuerza idnica al
sistema. Se realiza el calculo para expresar este valor en términos del compuesto
en su forma solida.

0,074 M KCl*1L 28,55 g KCl 4,3327 g KCl
£ * —
’ 1 mol KCl ’ g
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Por tanto, para preparar el buffer de pH 7,4 con la fuerza idnica requerida, se
requiere un total de 4,3327 g de KClI por litro de solucion.
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ANEXO 3: Analisis de varianzas para la comparacion de los perfiles de
disolucion

Se realizaron los analisis de varianza para cada polimero estudiado en el
programa estadistico segun los pardmetros de la tabla 2, y se obtuvieron los
siguientes resultados:

Para el sistema polimérico PAM-18 Naz2:

Modelo lineal general: AUC vs. Polimero. pH. Proporcién

Factor Tipo Niveles Valores
Polimero fijo 2 -1.1
pH fijo 2 -1.1
Proporcidén fijo 3 -1. 0.1

Analisis de varianza para AUC, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F P
Polimero 1 49575 49575 49575 18,72 0,049
pH 1 1720 1720 1720 0,65 0,505
Proporcidn 2 14734 14734 7367 2,78 0,264
Polimero*pH 1 26021 26021 26021 9,83 0,088
Polimero*Proporcidn 2 12005 12005 6002 2,27 0,306
pH*Proporcidn 2 25197 25197 12598 4,76 0,174
Error 2 5295 5295 2648

Total 11 134547

S = 51,4559 R-cuad. = 96,06% R-cuad. (ajustado) = 78,35%

Para el sistema polimérico PAM-18 K2:

Modelo lineal general: AUC vs. Polimero. pH. Proporcién

Factor Tipo Niveles Valores
Polimero fijo 2 -1.1
pH fijo 2 -1.1
Proporcién fijo 3 -1. 0.1

Anadlisis de varianza para AUC, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F P
Polimero 1 47345 47345 47345 4,01 0,183
pH 1 969 969 969 0,08 0,802
Proporcidén 2 3822 3822 1911 0,16 0,861
Polimero*pH 1 17073 17073 17073 1,44 0,352
Polimero*Proporcidén 2 52690 52690 26345 2,23 0,310
pH*Proporcidn 2 84451 84451 42226 3,57 0,219
Error 2 23641 23641 11821
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Total 11 229992

S = 108,723 R-cuad. = 89,72% R-cuad. (ajustado) = 43,46%
Para el sistema polimérico Eudragit E-100 Cl:

Modelo lineal general: AUC vs. Polimero. pH. Proporcién

Factor Tipo Niveles Valores
Polimero fijo 2 -1.1
pH fijo 2 -1.1
Proporcién fijo 3 -1. 0.1

Anédlisis de varianza para AUC, utilizando SC ajustada para pruebas

Fuente GL SC Sec. SC Ajust. CM Ajust. F p
Polimero 1 3867883 3867883 3867883 5,28 0,148
PH 1 5313640 5313640 5313640 7,25 0,115
Proporcidén 2 1276707 1276707 638353 0,87 0,534
Polimero*pH 1 6085734 6085734 6085734 8,30 0,102
Polimero*Proporcidén 2 1693065 1693065 846532 1,16 0,464
pH*Proporcidn 2 1191653 1191653 595827 0,81 0,552
Error 2 1465623 1465623 732811

Total 11 20894305

S = 856,044 R-cuad. = 92,99% R-cuad. (ajustado) = 61,42%
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ANEXO 4. Determinacion del perfil de estabilidad del farmaco ampicilina bajo
las condiciones estudiadas

1. Materiales y equipos

Para este estudio se utilizd ampicilina sodica y ampicilina trihidratada grado
materia prima, provistas como donacién por Tecnoquimicas S.A. Los reactivos
para la preparacion de los sistemas buffer poseen grado reactivo y se adquirieron
de J.T. Baker (acido clorhidrico al 37%) y de Merck (bases y sales de sodio y
potasio).

Los equipos utilizados fueron un espectrofotémetro UV-Visible marca Shimadzu
acoplado con una termocupla y un sistema multicelda con capacidad para seis
celdas, un medidor de pH y conductividad marca SCHOTT® Instruments, modelo
handylab pH/LF 12/multi 12, y un agitador tipo shaker marca Heidolph Unimax
1000 acoplado a un sistema termostatado para incubacion Heidolph 1000.

2. Preparacion de los sistemas buffer

Los ensayos se llevaron a cabo en dos sistemas buffer, aun pHde 1,2y 7,4,y
con una fuerza ib6nica constante de 0,15 M. Se utilizd &cido clorhidrico y
clorohidrato de potasio para el buffer acido, mientras que para el buffer fisiolégico
se utilizaron fosfatos mono y dibasico de potasio y clorohidrato de potasio. Se
siguieron las indicaciones de preparacion de la farmacopea vigente (USP 35-NF
30, 2012), y se ajustd la fuerza idnica al valor requerido con clorohidrato de
potasio (KCI) (Ver Anexo 2).

3. Ejecucién del estudio

Para determinar el barrido inicial de la ampicilina, tanto en la forma trihidratada
como en la sodica, se prepard una solucion de 0,6 mg/mL, tanto en agua
destilada, como en los sistemas buffer tanto a pH 1,2 como a 7,4, con una fuerza
ionica (4) de 0,15 M, pesando 15 mg del compuesto y llevando a 25 mL con
solvente aclimatado a 37°C, e inmediatamente se llevd al espectrofotometropara
realizar el barrido entre 200,00 y 800,00 nm. Se realizé ademas un barrido a este
mismo intervalo de longitudes de onda para corroborar que el sistema solvente, en
el caso de los buffers, no generara maximos de absorcion que pudieran interferir
con la sefal del analito de interés.
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Posteriormente, las muestras de farmaco tanto en forma sédica como en
trinidratada se expusieron a condiciones de estrés con el fin de acelerar su
degradacion, y determinar si sus productos, descritas en la tabla 9.

Tabla 10. Condiciones de estrés utilizadas para cada farmaco, para evaluar su degradacion.

Farmaco Ampicilina sédica Ampicilina trihidratada
Sistema Agua | Buffer 1,2 | Buffer 7,4 | Agua | Buffer 1,2 | Buffer 7,4
Fuerzaidnica N/A 0,15M 0,15 M N/A 0,15 M 0,15 M
Calentamiento 40°C 40°C

Agitacion Magnética Magnética

Tiempo de

exposicién al 4 horas 4 horas

calor

Después de someter las muestras a las condiciones de estrés, se les realizé un
barrido para determinar la presencia de nuevos maximos de absorcién, haciendo
barridos transcurridos 20, 40, 60, 120, 180 y 240 minutos.

4. Resultados del perfil de estabilidad del farmaco ampicilina bajo las
condiciones estudiadas

Inicialmente se realizé un barrido espectral desde 200,00 hasta 800,00 nm del
sistema buffer tanto a pH 1,2 como a pH 7,4 y con una fuerza ionica (u) de 0,15
M, encontrandose que no se genera un maximo de absorcidén en las regiones de
interés para ninguno de los dos sistemas.

Nota: Como se observa que entre 400,00 y 800,00 nm no hay absorcion

importante en ninguno de los espectros aqui mostrados, se adjunta al informe
cada espectro desde 200 a 400 nm.
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Figura 10. Espectros UV de los sistemas buffer pH 1,2 (izquierda) y pH 7,4 (derecha) con p de
0,15 M en ausencia del farmaco.

Para determinar el barrido de la ampicilina, tanto en la forma trihidratada como en
la sodica, se prepar6 una solucion de 0,6 mg/mLen los sistemas estudiados, que
inmediatamente se llevd al espectrofotometro, obteniéndose los siguientes

espectros:

1. 322,00 1. 316,00
2. 256,00 2. 268,00
3. 262,00
4. 256,50

Figura 11. Espectro UV de ampicilina sodica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina trihidratada 0,6
mg/mL (derecha) recién preparadas en agua destilada.
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Longitud de onda méxima (nm) Longitud de onda méxima (nm)
1. 268,00 1. 316,00
2. 262,00 2. 268,00
3. 256,00 3. 262,00

1,000

4. 256,50
Figura 12. Espectro UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina trihidratada 0,6

mg/mL (derecha) recién preparadas en buffer pH 1,2 y u 0,15 M.

! :
Longitud de onda maxima (nm) Longitud de onda maxima (nm)
1. 322,00 1. 256,00
2. 256,00
Figura 13. Espectro UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina trihidratada 0,6

mg/mL (derecha) recién preparadas en buffer pH 7,4 y n 0,15 M.
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Posteriormente, las muestras de farmaco tanto en forma sodica como en
trinidratada se expusieron a condiciones de estrés con el fin de acelerar su
degradacion, y determinar si sus productos, descritas en la tabla 9.

Después de someter las muestras a las condiciones de estrés, se les realizé un
barrido para determinar la presencia de nuevos maximos de absorcion, y a
continuacion se muestran los espectros obtenidos:

1. 380,00 1. 316,00
2. 256,00 2. 268,00
3. 262,00
4. 256,50

Figura 14. Espectro UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina trihidratada 0,6
mg/mL (derecha) en agua destilada bajo condiciones de estrés.
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1. 322,00 1. 366,00
2. 268,00 2. 322,00
3. 262,00 3. 268,00
4. 256,50 4. 262,50
5. 250,00 5. 256,00

6. 250,50

Figura 15. Espectro UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina trihidratada 0,6
mg/mL (derecha) en buffer pH 1,2 y pu 0,15 M bajo condiciones de estrés.

1. 302,00 1. 366,00

2. 256,00 2. 256,00

Figura 16. Espectro UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina trihidratada 0,6
mg/mL (derecha) en buffer pH 7,4 y u 0,15 M bajo condiciones de estrés.
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Como puede observarse, al transcurrir el tiempo en las condiciones de estrés,
para pH 1,2 se observa que hay nuevos maximos de absorcion a 324,00 nmy a
366,00 nm, y se presentd un hombro a 250,00 nm para la ampicilina trihidratada, y
un nuevo maximo a 335,00 nm y se presenté un hombro a 250,00 nm para la
ampicilina sddica, fenomenos que muy posiblemente se deben a productos de
degradacion, mientras que el resto del espectro permanecié constante en
comparacion con el espectro para la muestra recién preparada. En el caso del
sistema a pH 7,4 se observa un aumento en la absorcion, en 236,00 nm en
ampicilina sodica, y en la trihidratada se observa este aumento a 315,00 nm. Por
tanto, y para determinar la longitud de onda Optima, se realizé un acercamiento a
la region del espectro que permanecio constante en funcion del tiempo, que fue
aproximadamente entre 240,00 nm y 280,00 nm.

Verde brillante: 0 min Azul: 0 min
Rojo: 20 min Verde pélido: 20 min
Azul: 40 min Verde: 40 min

Amarillo: 60 min Verde: 60 min
Fucsia: 120 min Azul: 120 min

Verde pasto: 180 min

Negro: 180 min

Naranja: 240 min

Verde palido: 240 min

Figura 17. Espectros UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina trihidratada 0,6
mg/mL (derecha) en agua destilada en funcién del tiempo bajo condiciones de estrés.

68




Rojo: 0 min Negro: 0 min

Parpura: 20 min Azul claro: 20 min
Amarillo: 40 min Violeta: 40 min
Azul: 60 min Verde: 60 min
Negro: 120 min Marrén: 120 min
Verde: 180 min Marrén claro: 180 min
Fucsia: 240 min Violeta: 240 min

Figura 18. Espectros UV de ampicilina sddica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina trihidratada 0,6
mg/mL (derecha) en buffer pH 1,2 y p 0,15 M en funcién del tiempo bajo condiciones de estrés.

69




Fucsia: 0 min Naranja: 0 min

Violeta: 20 min Verdeazul: 20 min
Marrén: 40 min Purpura: 40 min
Verde: 60 min Verdeazul: 60 min
Gris: 120 min Naranja: 120 min
Amarillo: 180 min Marrén: 180 min
Purpura: 240 min Negro: 240 min

Figura 19. Espectros UV de ampicilina sédica 0,6 mg/mL (izquierda) y ampicilina trihidratada 0,6
mg/mL (derecha) en buffer pH 7,4 y p 0,15 M en funcién del tiempo bajo condiciones de estrés.

Con base en los resultados obtenidos, puede decirse que la parte mas constante
del espectro se encuentra a 256,00 nm, segun la tendencia de los espectros
obtenidos, y no hay interferencia de posibles productos de degradacion formados.

Se realizé ademas un barrido del buffer expuesto a las mismas condiciones de
estrés, y se vio que no hay ningun cambio con respecto al buffer inicial. Es de
notar que los espectros generados en el pH 1,2 tienden a aumentarse en funcion
del tiempo. Este comportamiento se denomina desplazamiento de linea base, y se
puede generar debido a la inestabilidad del sistema, o a problemas de tipo
instrumental.

La ampicilina es uno de los antibiéticos penicilinicos considerados acido-
resistentes en comparacion con la penicilina tradicional (bencil penicilina), debido
a su cadena lateral, pues genera un impedimento estérico que protege al anillo
beta-lactamico. Sin embargo, no es completamente inmune al efecto catalitico en
un medio acido. Por tanto, es importante garantizar la integridad del principio
activo a las condiciones de estudio.
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Después de realizar el estudio de estabilidad tanto para la ampicilina sédica como
para la ampicilina trihidratada a las diferentes condiciones estudiadas (agua, buffer
pH 1,2 y buffer pH 7,4), se observaron varios comportamientos importantes.

El primero es la diferencia entre la respuesta obtenida para los dos tipos de
ampicilina. Se ha observado que no hay diferencia entre el perfil de degradacion,
debido a que el grado de hidratacién afecta principalmente la solubilidad del
principio activo, pero no se ve involucrado en la estabilidad de éste pues no altera
la molécula como tal.

Lo segundo es que hay una diferencia importante entre los medios estudiados.
Tanto en agua como en el buffer de pH 7,4, durante el tiempo de duracién del
estudio, no se observd una variacion del espectro con respecto al tomado al inicio.
En contraste, el sistema buffer a pH 1,2 se encontré un maximo de absorbancia
entre 320 y 322 nm a partir de los 40 minutos de transcurrido el estudio, que
aumentaba en funcién del tiempo, muy posiblemente generado por un producto de
degradacion. Esto es de esperar, debido a que los antibiéticos de tipo penicilinico
son susceptibles de hidrdlisis catalizada tanto por &acido como por base,
generando una apertura del anillo beta-lactamico. Estudios anteriores muestran
que, debido a sus dos valores de pKa (2,66 y 7,24), la ampicilina muestra un
caracter zwitterionico en valores de pH débilmente acidos, cercanos a 5,8. A este
valor de pH se ha encontrado la maxima estabilidad del principio activo.

Los productos de degradacion de la ampicilina varian segun las condiciones del
medio. Después de realizar una investigacion bibliografica, se observa que, a las
condiciones estudiadas, el producto de degradacion que genera este maximo de
absorbancia es el &cido alfa-aminobencilpenicilinico, segun reportes de la
literatura que indican que este compuesto se forma bajo condiciones acidas (Hou,
1969), y produce un maximo de absorcion ultravioleta en la longitud de onda
mencionada anteriormente.
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ANEXO 5. Certificado de andlisis de materias primas y comprimidos

comerciales de ampicilina.

Fersinsa Gb

Product name:

Product code:

Active Ingredient:

Batch/Lot number:

Batch size -

Date of Manufacture:

Date of release: -
Retest/expiry date:
Pharmacopoeia quality:

Parameter:

Assay (HPLC)

As such

On dry basis

Appearance

Identification

pH

Appearance of solution

in HC!

in NHAOH

Water

Crystallinity

Pyridine *

Methylene chioride-—
2-propanol -

Related impurities
ampicilioic acid ~
ampicilienic acid 7TMR
ampicillin dimer —
ampicillin trimer —
ampicillin dimer {open) =
2-(S)-piperazine-2,5-dione
2-(R)-piperazine-2,5-dione
N-phenyl glycil ampicillin
6-aminopenicilianic acid
alpha phenylglycine —

Any individual unspecified impurity
Total impurities

-

‘Checked at regular intervals

N.N,—Dimeth@niﬂne is not used in the manufacturing process of this substance or pr

materials.
Manufactured by:

Planta Sintesis, Camino a Guanajuato S/N, Ramaos Ari

Date of issue: 21/08/12

CEF?IFlCATE /OF ANALYS

ampipilliq'trihygmt/e. powder 7
6.32.23.00

Ammdmngjﬁbmm
F253120
775.00 kg
December/2011

15/December/2011
November/2016 .~

G

%

Comiplies with the lates! editions of USP, FEUM

Specification:

Min. 84.0 %

Min. 87.0 %

White, crystalline powder
Conforms with test ..
35-55

Not more opalescent than ref. susp. 2
Not more opalescent than ref. susp. 2
12.0-15.0%

Crystailine

NMT 200 ppm

NMT 2000 ppm

NMT 2000 ppm

NMT 1.0 %
NMT 0.3 %
NMT 1.0 %
NMT 0.4 %
NMT 0.6 %
NMT 0.4 %
NMT 0.3 %
NMT 0.8 %
NMT 0.5 %
NMT 0.5 %
NMT 0.25 %
NMT 3.0 %

e O
izpe/ Coahuila, México CP 25900.

Result:

852% 7~
%7% -

conforms

conforms -
a7

conforms
conforms

137% -~
crystaliine -~
41 ppm

495 ppm

581 ppm

0.08 %
0.02 %
0.25%
0.02 %
0.02 %
0.02%
0.02%
0.20 %
0.02 %
0.92 %
0.02 %
0.7 %

esent on any of the raw

-
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CODIGO:FC-049

REGISTRO RESULTADO DE MATERIAS PRIMAS

F 'ON:02

|. _ENTE HASTA: NOV/2013

s Syniofarma

PAGINA 1 DE1

®

Laboratorio:
Producto:

Lote: .
Fecha de Fabricacién ;
Fecha de vencimiento:
Fecha de reanalisis:
Fabricante: ‘
Cantidad:
Especificacion:

Tecnoguimicas

Ampicilina Trihidrato Polvo
F253120

Diciembre 2011

Noviembre 2016

Septiembre 2013
Fersinsa Gb

75 Kg

47000357 (T.Q)

No. de entrada: M122320
Aprobado (x)
Rechazado ( )

Descripcion Polvo fino l:::::’;;?;igno con olor Organoléptico Cumple 07-Sep-12
Identificacion IR silimar al estdndar USP v Cumple 11-Sep-12
Ligeramente soluble en agua.
- Ligeramente soluble en metanol.
| -Sep-12
Solubilidad Practicamente insoluble o insaluble en USP v Cumple 12-Sep
cloroformo X N
Cristalinidad Cumple con los réquisitos USP v Cumple 11-Sep-12
’ Métodos Generales
Densidad aparente Minimo D._zagimL‘ USP Vigente 0,34g/mL 26-Sep-12
’PH 4
- 57 26- -1
Solucidn 10mg/mL 3.5 6.0 USP v 6-Sep-12
Agua KF 12,0% - 15,0% USP v 14.4% 14-Sep-12
f, = D-Fenilglicina: Méximo 0,5% USP v 0,0%
Acido 6-aminopenicilanico: Méximo 0,5% USP v 0,0%
Acido Ampiciloico: Mdximo 1,0% USPv 0,2%
Analogo Tiazepina de ampicilina: 1%
Méximo 0,3% UsPv 0.1%
Isomero 1: Maximd 0,4% USP v 0,0%
Isomere 2: Maximo 0,3% USP v 0.0%
Impurezas Relacionadas Oligomero 2 de Ampicitina: Méxima 0,6% USPv 0,0% 11-Sep-12
D-Fenilglicilampicilina: Midxima 0,8% USP v 0,2%
Oligomero 1 de Ampicilina (dimero): 1,0% USP v 0,2%
Oligomero 1 de ampicilina (trimero): o
Méximo 0,4% Uskv 0.3%
Cualquier impureza individual no < 0.25%
especificada: Maximo 0,25% usPv e
Impurezas tolales: Maximo 3,0% USP v 1,06%
Disolventes Residuales Cumple con los requisitos USP v Cumple 11-Sep-12
8534 pg/mg B.H. -
Valoracisn (Ampicilina) Ng menos .‘:.e 900 g y ""\I"‘?s;e 1ogoAug USPv,. 12-Sep-12
e Ampicilina por mg, caﬁcu ado en B.A. 997.1 g/ mg BA,
, 852,0 ug / mg 8.H.
Valoracién {Ampiciina) Ngem:"".s .‘I’.e 900 pg y no Iméls dde 1:;°A”9 FABRICANTE 15-Dic-11
) mPIcI ina por mg, calculado en B.A, 987.0 ug / mg BLA.

Chsarvaclongs:

Se anexa Informe de Granulometria

“Se aprueba con dato de valoracion del fabricante

R:;}n.qnsable:

Sulon ).
Q.F. Sulay Unbe .
Analista de Calldad
Fecha: 27 Septiembre 2012

73

Aprobado por:

CEy.

Q. F. Constanza\Ruge
Jefe de Calldad

Fecha: 28-Sp ~12.




~—

CONTROL DE CALIDAD

_REPORTE ANALITICO DE MATERIA PRIMA

©

Tecnogquimicas

nOMBRE: EUDRAGIT E-100
{COPOLIMERO METACRILATO BASICO BUTILADO)

copiGo 47200313

EMISION

: %ﬂ&@&ﬂﬂ 30810V 2010
REEMP 27 AGO 2007

Fabricante: Evonik Industriea /Almapan Ca[ombla

OBSERVACIONES:

fECHOleﬂ‘” icas 3.8
“‘ LANTA Ji'\MUND(
—‘a € ;; & EBA 53

No.conTROL_ T tOY AN GH Lote EMOUOIOBL ¢ 0053205 2canminan__tO,0WY e o)
FABRICANTE____ o provEEDOR___Almopol toloov  vauDO HaSTA: M tow
N"DE RECIPENTES. % RECIPIENTES MUESTREADOS_ . = por JENVIG cpoyp QT MOR 2047,
ENSAYO ESPECIFICACIONES METODO RESULTADO @P AR FECHA ARALISTA
FUENTE ANALISIS DS
VENCE B Yo?o\?_
-DESCRIPCION cfm‘g;ﬁf’s[ ,?foi%m'; . ORGANOLEPTICO Cm}m\‘\"_? &WN ('_.‘lb- IR Seer
LIGERAMENTE AMARILLOS, &\'\ o ‘c"‘_:e ‘\\‘:&i‘;‘ E:q,,..x\\s r_‘ﬁms L s
TRANSPARENTES, . "quwm» i\
BRILLANTES CONOLORA | § R“ Y Ora o ? \\«\\OS S - Wﬂ\\ %
AMINA. 3 AR W dl )\ 6C O S L
IDENTIFICACION A. IF: SIMILAR A LR S \ 3
(EP 6.0) _estanoar. | FPRY [Eanaeoe ol paes L WM Wwﬂi
B.CUMPLEELENSAYO | EPE0 |(juwrgle Xl lony|  Wie [’fw‘“\”\z_‘*' LA e
“SOLUBILIDAD PRACTICAMENTE Yo A Y 09 R -
(€ 5.0) | _INSOLUBLEENAGUA | i - e oS A RN
LIBREMENTE SCLUBLE EN L rcugn s S L \ S thovr _
CLORURO DE METILENO __,F_‘ff'f’_____@,hr,mm\;w\xm ...... N T2, fer il
DISUELVE LENTAMENTE Disveile oAl i
EN ALCOHOL EPSO [ Bl calna) il OV [Wantieth
VISCOSIDAD (Soiucion S) ENTRE : .y S vt [
(EP 6.0) 3 mPa.s -6 mPa.s EP 6.0 & enfo. V& W\ MSH"W
AGSORBANCIA A 420nm Bvor B
Sotuclén S MAXIMO 0,30 EP 6.0 0,00 Je N 8
fEP 5.0) ) :i:‘ Y- M‘i\‘:&‘@' by
APARIENCIA DE LA WA, DR U . A
SE FORMA UNA PELICULA T o4 \
;EE“%;‘JLA (Solucton S) | "oy spa cuANDO SECA ER 6.0 %m‘ LARLD fEC .. s Lovi— Wm“%
PERDIDA POR T \ AWy @
SECADO 110°C, 3h MAXIMO 20% * ° | EP60 0,8% 4 w3 A eyt
(EP 6.0)
MONOMEROS HPLC  |5UMA DE BUTIL METACRILATO ¥ 1 Moy
{EP 6.0) METIL MErAcn:IBAE'{gLv 2. EP 6.0
DIMETILAMIN .
METACRILATO £ Q3. WA WM | sminen
MAXIMO 0,7%
i ,ETALES PESADOS C | oW - =
1 EPS.D) MAXIMG 20 ppm EP 6.0 <. T0 PRen i ‘;\AQ AN A
&i’gﬁ S SULFATADAS MAXIMO 0,1% EP 6.0 Q \\ Sy - e ms\\?fm W\“\)\
DISOLVENTES o on VoS mooveay | et
CUMPLE CON LOS Gareghe B
RES! I:'JQL;ALES EGUISITOS EP6.0 < adors N / N 20V |Bolgum
+ENSAYO GRUFPOS ) DA
‘;‘,{“si“;é‘é‘ﬂ"“m EN 20,8% - 25.5% EP6.D '2_1\ (Q-sl . ,\)\ P AN \\Mg
. :z:n‘gllzar cada dos (2} anos Almacenar en recipientes bien cerrados.
TECNICA VIGENTE: MP-1634, EMISION 30 NOV 2010

& Duoal§ O et Y-

QMT%L OE CALIDAR

APROBADO

RECHAZADO

[]

REVISADO POR: __DLAn0cher FECHA: L\ ¥ou o)

Formalo Aprobado por: JC, Villamil

74

F-SPRC-029-3R4
Feen. Rev: OCT 2609



DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

REPORTE ANALITICO DI PRODUCTO TERMINADO

Nombre del producto. 10002570 AMPICTLINA 1 e TABLETAS NF

Numcero del lote 205083

Fecha de fabricacion: 21-Abr-2012

Fecha de vencmmento. Alw-2014

Ensayo

Especificaciones

Metodo
Aniilisis

Resultado

DESCRIPCION

FABLETAS CAPSULARES

TABLETAS CAPSULARES
BICONVENAS. COLOR

BICONVENAS. COLOR BEANCO VISUAL

3LANCO CREMA. CON
CREMALCON RANHRA CENTRAI BLA CREM

RANURA CENTRAI

MIETODOS

FRIABITTIDAD MANIMO 1 0% GENERALES 020
USSP VIGENTT
PESO PROMEDIO 1267 Img TAB - 1428 Ymy TAB IAB-027 1368 2 me TAB

AGUAKI

9502 1200 ISP VIGENTT 9an,
(USP VIGENTI) 2 Ry
DISOLUCION : s et

| Yo (() g ITOS 3-027 wann,
Ap 1100 tpm: Agua. 900 ml_ (USP VIGENTE) MINIMOZ3%5:(Q) ENASMINUTC L
UNIFORMIDAD DI DOSIS (UNIF DI CONT ) R RN, ATTE e -

(USSP VIGENTI)

IDENTIFICACION
Ampiciling Trihidrato

SIMIEAR AL ESTANDAR DI
REFERENCIA

SIMIEAR AL ESTANDAR DI

027
TAB:A)2 REFIRENCIA

ENSALD 900 Omye TAB - 1200 0mg TAB TAB-027 980 6 mye TAB
Ampicilima Base E E u
INSAYO GO0 = 12007 PAB0T P

Ampiethna Base

Iste centicadu de amalisis ganantiza el camplimiento del proceso de mamufactara y Tas espeetficaciones de producto
ste documento es enitido electromemente v es valido sin fioma

Obsernvaciones
Aprobado por India O'By e Fecha aprobacion 452013 1047 54

Laberado por: Indira O'Byme Fechi hberacion 4 S 2015 10:49 26

75



ANEXO 6. Datos primarios de los estudios realizados.

Tabla 11. Datos primarios del perfil de disolucion del farmaco en el medio a pH 1,2 y fuerza i6nica
0,15 M.

Absorbancia vasos

Tiempo
(min) 1 2 3 4 5 6 Promedio
5 0.764 | 0.702 | 0.755 | 0.745 | 0.693 | 0.733 0.732

10 0.856 0.796 0.827 0.837 0.775 0.823 0.819
15 0.874 0.812 0.835 0.862 0.790 0.844 0.836
20 0.867 0.824 0.844 0.871 0.807 0.850 0.844
25 0.870 0.830 0.845 0.887 0.807 0.853 0.849
30 0.869 0.818 0.837 0.863 0.797 0.843 0.838
35 0.865 0.819 0.841 0.863 0.792 0.843 0.837
40 0.868 0.814 0.834 0.867 0.796 0.848 0.838
45 0.867 0.820 0.840 0.862 0.796 0.840 0.837

Tabla 12. Datos primarios del perfil de disolucion del farmaco en el medio a pH 7,4 y fuerza iénica
0,15 M.

Absorbancia vasos

Tiempo
(min) 1 2 3 4 5 6 Promedio
5 0.764 | 0.702 | 0.755 | 0.745 | 0.693 | 0.733 0.732

10 0.856 | 0.796 0.827 0.837 0.775 | 0.823 0.819
15 0.874 | 0.812 0.835 | 0.862 0.790 | 0.844 0.836
20 0.867 0.824 | 0.844 | 0.871 0.807 | 0.850 0.844
25 0.870 | 0.830 0.845 | 0.887 0.807 | 0.853 0.849
30 0.869 0.818 0.837 0.863 0.797 | 0.843 0.838
35 0.865 | 0.819 0.841 | 0.863 0.792 | 0.843 0.837
40 0.868 | 0.814 | 0.834 | 0.867 0.796 | 0.848 0.838
45 0.867 0.820 0.840 | 0.862 0.796 | 0.840 0.837
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Tabla 13. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 Na2 a 50% en el medio
apH 1,2 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos

Tiempo
(min) 1 2 3 4 5 6 Promedio
5 0.975 1.103 1.034 1.057 1.099 1.132 1.067

10 1.081 1.175 1.086 1.180 1.137 1.199 1.143
15 1.094 1.186 1.093 1.203 1.154 1.200 1.155
20 1.117 1.203 1.126 1.214 1.130 1.184 1.162
25 1.105 1.200 1.106 1.227 1.168 1.202 1.168
30 1.111 1.207 1.112 1.224 1.179 1.231 1.177
35 1.120 1.211 1.113 1.224 1.187 1.223 1.180
40 1.122 1.214 1.119 1.231 1.188 1.217 1.182
45 1.217 1.130 1.215 1.122 1.238 1.192 1.186

Tabla 14. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 Na2 a 100% en el
medio a pH 1,2 y fuerza i6énica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo

(min) 1 2 3 Promedio
5 1.130 1.105 1.061 1.099
10 1.168 1.131 1.107 1.135
15 1.181 1.145 1.117 1.148
20 1.195 1.165 1.126 1.162
25 1.201 1.162 1.137 1.167
30 1.218 1.171 1.170 1.186
35 1.226 1.187 1.157 1.190
40 1.230 1.208 1.177 1.205
45 1.257 1.202 1.187 1.215
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Tabla 15. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 Na2 a 150% en el
medio a pH 1,2 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 4 5 6 Promedio
5 1.077 1.006 1.074 1.052
10 1.121 1.082 1.099 1.101
15 1.135 1.098 1.114 1.116
20 1.143 1.116 1.122 1.127
25 1.168 1.115 1.141 1.141
30 1.169 1.135 1.145 1.150
35 1.177 1.150 1.152 1.160
40 1.184 1.161 1.163 1.169
45 1.188 1.155 1.188 1.177

Tabla 16. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 Na2 a 50% en el medio
a pH 7,4 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos

Tiempo
(min) 1 2 3 4 5 6 Promedio
5 0.914 | 0.904 | 0.905 | 0.984 | 0.902 | 0.986 0.933
10 0.992 | 0.986 | 0.994 | 1.065 | 1.006 | 1.046 1.015
15 1.012 | 1.005 | 1.007 | 1.081 | 1.035 | 1.061 1.034
20 1.018 | 1.009 | 1.015 | 1.083 | 1.031 | 1.064 1.037
25 1.009 | 1.007 | 1.020 | 1.089 | 1.039 | 1.064 1.038
30 1.022 | 1.022 | 1.016 | 1.085 | 1.040 | 1.076 1.044
35 1.013 | 1.003 | 1.013 | 1.074 | 1.035 | 1.066 1.034
40 1.019 | 1.009 | 1.018 | 1.094 | 1.033 | 1.069 1.040
45 1.012 1.011 1.015 1.067 1.037 1.062 1.028
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Tabla 17. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 Na2 a 100% en el
medio a pH 7,4 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 1 2 3 Promedio

5 0.932 0.907 0.899 0.913
10 1.054 | 0.991 1.004 0.990
15 1.075 | 0.992 1.010 1.017
20 1.066 | 0.991 1.013 1.022
25 1.088 | 0.984 1.022 1.029
30 1.075 | 0.980 1.020 1.026
35 1.068 1.001 1.007 1.025
40 1.082 0.995 1.036 1.035
45 1.075 | 0.996 1.024 1.032

Tabla 18. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 Na2 a 150% en el
medio a pH 7,4 y fuerza i6nica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 1 2 3 Promedio

5 0.926 | 0.969 0.975 0.957
10 1.050 1.034 1.036 1.040
15 1.063 1.066 1.060 1.063
20 1.070 1.071 1.073 1.071
25 1.075 1.073 1.069 1.072
30 1.066 1.063 1.065 1.065
35 1.056 1.055 1.058 1.056
40 1.067 1.068 1.066 1.067
45 1.066 1.061 1.056 1.061
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Tabla 19. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 K2 a 50% en el medio a
pH 1,2 y fuerza i6nica 0,15 M.

Absorbancia vasos

Tiempo
(min) 1 2 3 4 5 6 Promedio
5 1.039 | 1.053 | 1.006 | 0.988 | 1.024 | 1.129 1.040
10 1.126 | 1.109 | 1.050 | 1.052 | 1.092 | 1.133 1.094
15 1.144 1.118 1.065 1.068 1.103 1.141 1.107
20 1.161 1.130 1.071 1.080 1.110 1.151 1.117
25 1.165 | 1.136 | 1.076 | 1.086 | 1.123 | 1.156 1.124
30 1.165 | 1.142 | 1.083 | 1.092 | 1.128 | 1.163 1.129
35 1.174 1.153 1.093 1.101 1.139 1.177 1.140
40 1.184 | 1.159 | 1.098 | 1.111 | 1.150 | 1.177 1.147
45 1190 | 1.169 | 1.106 | 1.115 | 1.151 | 1.197 1.155

Tabla 20. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 K2 a 100% en el medio
a pH 1,2 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 1 2 3 Promedio
5 1.084 1.069 1.020 1.058
10 1.105 1.083 1.100 1.096
15 1.107 1.086 1.109 1.101
20 1.113 1.093 1.117 1.108
25 1.128 1.103 1.123 1.118
30 1.135 1.102 1.128 1.122
35 1.126 1.103 1.131 1.120
40 1.134 1.115 1.137 1.129
45 1.141 1.120 1.149 1.137
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Tabla 21. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 K2 a 150% en el medio
apH 1,2 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 1 2 3 Promedio

5 0.952 0.976 1.004 0.977
10 0.996 | 0.969 0.999 0.988
15 1.010 | 0.974 1.005 0.996
20 0.999 | 0.975 1.006 0.993
25 1.011 | 0.989 1.013 1.004
30 1.012 0.986 1.010 1.003
35 1.020 | 0.994 1.019 1.011
40 1.026 1.003 1.025 1.018
45 1.033 1.005 1.026 1.021

Tabla 22. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 K2 a 50% en el medio a
pH 7,4 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos

Tiempo
(min) 1 2 3 4 5 6 Promedio
5 0.856 | 0.857 | 0.876 | 0.893 | 0.914 | 0.897 0.882
10 1.009 | 0.974 | 1.019 | 1.024 | 1.022 | 1.011 1.010
15 1.032 | 1.004 | 1.042 | 1.056 | 1.040 | 1.033 1.035
20 1.034 | 1.004 | 1.044 | 1.052 | 1.041 | 1.046 1.037
25 1.038 | 1.005 | 1.048 | 1.059 | 1.045 | 1.044 1.040
30 1.030 1.004 | 1.037 1.054 | 1.044 | 1.040 1.035
35 1.031 | 1.000 | 1.037 | 1.048 | 1.043 | 1.041 1.033
40 1.025 | 1.001 | 1.038 | 1.051 | 1.053 | 1.042 1.035
45 1.023 | 0.997 | 1.038 | 1.055 | 1.039 | 1.041 1.030
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Tabla 23. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 K2 a 100% en el medio
apH 7,4 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 4 5 6 Promedio

5 0.914 | 0.927 0.929 0.923
10 1.013 1.020 1.017 1.017
15 1.022 1.038 1.045 1.035
20 1.030 1.043 1.051 1.041
25 1.034 1.039 1.031 1.035
30 1.036 1.060 1.052 1.049
35 1.050 1.052 1.035 1.046
40 1.045 1.055 1.040 1.047
45 1.026 1.059 1.038 1.041

Tabla 24. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con PAM-18 K2 a 150% en el medio
a pH 7,4 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo

(min) 4 5 6 Promedio
5 0.914 1.002 | 0.889 0.935
10 1.023 1.046 1.029 1.033
15 1.061 1.077 1.062 1.067
20 1.049 1.073 1.062 1.061
25 1.053 1.070 1.067 1.063
30 1.051 1.072 1.071 1.065
35 1.052 1.074 1.069 1.065
40 1.053 1.072 1.068 1.064
45 1.057 1.071 1.071 1.066
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Tabla 25. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con Eudragit E-100 Cl a 50% en el
medio a pH 1,2 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 1 2 3 Promedio
5 1.145 1.065 1.043 1.084
10 1.180 1.134 1.125 1.146
15 1.195 1.149 1.138 1.161
20 1.209 1.159 1.151 1.173
25 1.221 1.168 1.157 1.182
30 1.223 1.173 1.167 1.188
35 1.242 1.183 1.185 1.203
40 1.236 1.193 1.188 1.206
45 1.246 1.192 1.203 1.214

Tabla 26. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con Eudragit E-100 Cl a 100% en el
medio a pH 1,2 y fuerza i6nica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 1 2 3 Promedio
5 1.042 1.061 1.087 1.063
10 1.140 1.137 1.147 1.141
15 1.160 1.153 1.164 1.159
20 1.171 1.165 1.176 1.171
25 1.178 1.171 1.188 1.179
30 1.192 1.181 1.199 1.191
35 1.191 1.187 1.206 1.195
40 1.201 1.204 1.205 1.203
45 1.223 1.204 1.218 1.215
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Tabla 27. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con Eudragit E-100 Cl a 150% en el
medio a pH 1,2 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 4 5 6 Promedio
5 1.082 1.041 1.011 1.045
10 1.172 1.123 1.101 1.132
15 1.191 1.134 1.116 1.147
20 1.194 1.138 1.118 1.150
25 1.206 1.147 1.124 1.159
30 1.211 1.154 1.132 1.166
35 1.221 1.170 1.142 1.178
40 1.236 1.166 1.144 1.182
45 1.234 1.171 1.156 1.187

Tabla 28. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con Eudragit E-100 Cl a 50% en el
medio a pH 7,4 y fuerza i6nica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 1 2 3 Promedio

5 0.612 0.719 0.684 0.672
10 0.638 | 0.591 0.65 0.626
15 0.712 0.709 0.68 0.700
20 0.571 | 0.611 0.570 0.584
25 0.571 | 0.621 0.542 0.578
30 0.539 | 0.577 0.511 0.542
35 0.596 | 0.494 0.48 0.523
40 0.696 | 0.505 0.492 0.564
45 0.599 | 0.522 0.501 0.541
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Tabla 29. Datos primarios del perfil de disolucién del farmaco con Eudragit E-100 Cl a 100% en el
medio a pH 1,2 y fuerza iénica 0,15 M.

Absorbancia vasos
Tiempo
(min) 1 2 3 Promedio

5 0.629 | 0.725 0.652 0.669
10 0.671 | 0.691 0.671 0.678
15 0.638 | 0.684 0.727 0.683
20 0.672 0.721 0.696 0.696
25 0.762 0.748 0.791 0.767
30 0.681 | 0.661 0.690 0.677
35 0.716 | 0.719 0.782 0.739
40 0.699 | 0.702 0.711 0.704
45 0.733 | 0.721 0.735 0.730
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