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RESUMEN

Introduccion: El ciprofloxacino 0,2 % gota o6tica es un antibiotico B-lactamico con
amplio espectro antibacteriano.

Objetivo: Validar un método para evaluar el comportamiento analitico y de
estabilidad de la gota 6tica ciprofloxacino clorhidrato 0,2 %.

Métodos: El método se baso en la separacion del principio activo a través de una
columna cromatografica Apollo-C18 (5 pm) (250 x 4,6 mm), con deteccion
ultravioleta a 277 nm, se utilizé una fase movil compuesta por una mezcla de 870
mL de solucion A (acido fosforico 0,025 mol/L ajustada con trietilamina a pH 3 +
0,1) y 130 mL de acetonitrilo, con una velocidad de flujo de 2,0 mL/min. La curva
de calibracion se realizo en el intervalo de 2,4 a 3,73 10“ mol/L, (de 80 % a 120 %
de la cantidad propuesta en la técnica).

Resultados: El método fue lineal, con coeficiente de correlacion 0,9998; la prueba
estadistica para el intercepto y la pendiente fue no significativa. Se obtuvo un
recobrado de 99,9 % en el intervalo de concentraciones estudiados y las pruebas
de Cochran y t de Student resultaron no significativas. El coeficiente de variacion
en el estudio de la repetibilidad fue de 0,26 % para las 6 réplicas ensayadas, en
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los analisis de precision intermedia, los valores de probabilidad obtenidos fueron
superiores a 0,05, para un 95,0 % de confianza. En el estudio de especificidad no
se observaron interferencias de picos adicionales cerca del tiempo de retencion
del producto principal. El método analitico result6 lineal, preciso, especifico y
exacto en el intervalo de concentraciones estudiadas.

Conclusiones: El método analitico validado para la cuantificacion del principio
activo clorhidrato de ciprofloxacino 0,2 % permite que por primera vez aparezca
en el Cuadro Basico de Medicamentos de Cuba un medicamento por via 6tica
seguro y eficaz.

Palabras clave: HPLC/métodos; ciprofloxacino clorhidrato; validacion.

ABSTRACT

Introduction: Ciprofloxacin 0.2% otic drop is a B-lactam antibiotic with a broad
antibacterial spectrum.

Objective: Validate a method to evaluate the analytical and stability behavior of
the ciprofloxacin hydrochloride 0.2 % otic drop .

Methods: The method was based on the separation of the active substance through
an Apollo-C18 chromatographic column (5 pm) (250 x 4.6 mm), with ultraviolet
detection at 277 nm. A mobile phase composed of a mixture of 870 mL of solution
A (phosphoric acid 0.025 mol/L adjusted with triethylamine at pH 3 + 0.1) and 130
mL of acetonitrile was used, with a flow rate of 2.0 mL/min. The calibration curve
was performed in the range of 2.4 to 3.73 10-4 mol/L, (from 80% to 120% of the
amount proposed in the technique).

Results: The method was linear, with a correlation coefficient of 0.9998; the
statistical test for interception and slope was non-significant. A recovery of 99.9%
was obtained in the range of concentrations studied and the Cochran and Student's
t tests were not significant. The coefficient of variation in the repeatability study
was 0.26% for the 6 replicates tested. In the intermediate precision analyses, the
probability values were greater than 0.05, for a 95.0% confidence. In the
specificity study, no interference from additional peaks was observed near the
retention time of the main product. The analytical method was linear, precise,
specific and accurate in the range of concentrations studied.

Conclusions: The validated analytical method for the quantification of the active
ingredient ciprofloxacin hydrochloride 0.2 %, allows that for the first time a safe
and effective otic medicine appears in the Basic Table of Medicines of Cuba.
Keywords: HPLC/methods; ciprofloxacin hydrochloride; validation.
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Introduccion

El ciprofloxacino clorhidrato 0,2 % en gotas Oticas constituye el tratamiento de
eleccion para la otitis externa o mas conocida como otitis del nadador. Este
producto no se encuentra disponible en Cuba.("? Las especialidades de
otorrinolaringologia y pediatria utilizan como terapia alternativa las soluciones
oftalmicas, que no siempre son adecuadas desde el punto de vista fisiologico y
terapéutico.® En el Cuadro Basico de Medicamentos de Cuba (CBM) no se cuenta
con medicamentos para administrar por via 6tica aunque, en la red de farmacias
internacionales del pais, aparecen productos importados de México y el Salvador,
que se comercializan y distribuyen con un abastecimiento limitado e
insuficiente.®

En la actualidad, la Empresa Laboratorios Farmacéuticos AICA+ tiene entre sus
objetivos estratégicos desarrollar e introducir nuevos productos inyectables, gotas
nasales y oticas al CBM del Ministerio de Salud Pdblica (Minsap) y encamina sus
objetivos hacia la investigacion y desarrollo de gotas 6ticas. Para eso se aprovecha
la capacidad productiva de la maquina Bottle-pack ubicada en la Unidad
Empresarial de Base (UEB) “Julio Trigo” de esta empresa, que se utiliza para el
envasado y sellado de soluciones y suspensiones, lo que permite ampliar el surtido
de productos para el consumo nacional y la exportacion.(®)

Como parte de las Buenas Practicas de Laboratorio (BPL) para el control de
medicamentos, los fabricantes deben conseguir que sus productos sean seguros y
eficaces. El cumplimiento de las Buenas Practicas de Fabricacion (BPF) permite la
obtencion de un producto con la calidad requerida. Todas las actividades
analiticas realizadas en el laboratorio deben generar una serie de datos confiables
durante el desarrollo del producto que avalen su calidad y estabilidad en las
condiciones de almacenamiento recomendadas por el fabricante.(©)

El objetivo fundamental de la Empresa Laboratorios AICA* es la fabricacion de
medicamentos inyectables bajo el cumplimiento estricto de las Buenas Practicas
de Fabricacion y las Buenas Practicas de Laboratorio. De ahi que el objetivo del
presente estudio fue validar un método analitico por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC), para evaluar el comportamiento analitico y la estabilidad de la
gota otica la de ciprofloxacino clorhidrato.

Métodos

Se utilizdé un método por cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa
y se trabajo a una longitud de onda de 277 nm a un flujo de 2 mL/min y una mezcla

foc Esta obra estd bajo una licencia: https://creativecomons.org/licenses/by-nc/4.0/deed.es ES




eCiMED

, EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

de solucion A (acido fosforico 0.025 mol/L, que se ajustd con trietilamina a pH
3+0,1) y acetonitrilo como fase movil.® Para demostrar la confiabilidad del
método se realizé una validacion exhaustiva donde se analizaron los parametros
especificidad, linealidad, precision y exactitud.®

Validacion del método analitico

La validacion fue realizada segln la categoria | (USP-42)( y la Regulacion 40-2014
del Centro para el Control Estatal de la Calidad de los Medicamentos (CECMED)
para la validacion de métodos de analisis. Se evaluaron los siguientes
parametros:(1%:11,12)

— Linealidad: para el analisis de la linealidad se realizé6 el modelo de 3
determinaciones para 5 concentraciones diferentes: 50 %, 75 %, 100 %,125 %, y
150 %. Se determind la ecuacion de la recta, el coeficiente de correlacion,
la prueba de significacion estadistica del pendiente Sb rel (%), los
coeficientes de variacion de los factores de respuesta y el ensayo de
proporcionalidad, dos dias.

— Linealidad del sistema: se prepararon soluciones de sustancia de referencia
quimica del analito a cinco concentraciones crecientes de clorhidrato de
ciprofloxacino: 80 %, 90 %, 100 %, 110 % y 120 % y se analizaron por
triplicado. Se inyectaron en el cromatoégrafo las soluciones preparadas y se
registraron las sefales a una A = 277 nm. Se determiné la ecuacion de la
recta, el coeficiente de correlacion, la prueba de significacion estadistica
de significacion de la pendiente Sb rel (%), los coeficiente de variacion de
los factores de respuesta y el ensayo de proporcionalidad.

— Repetibilidad: se realizaron cinco determinaciones independientes bajo las
mismas condiciones (mismo analista, equipo y el mismo dia) a tres niveles
de concentracion (80 %, 100 % y 120 %), se utilizaron muestras reales de
gotas oticas de clorhidrato de ciprofloxacino. Ademas, se realizo la prueba
de G de Cochran para evaluar la influencia del factor concentracion.

— Precision intermedia: se selecciono del laboratorio dos analistas y se repitio
el procedimiento en dos dias diferentes utilizando una muestra real al 100 % de
la concentracion. Se aplicaron pruebas de significacion para comparar las
medias obtenidas al variar las fuentes: dia y analista.

— Exactitud: para el ensayo de la exactitud se utilizaron cinco
concentraciones, en el intervalo entre el 80 % y el 120 % del valor teorico
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declarado para la concentracion de clorhidrato de ciprofloxacino en la
formulacion se realizaron tres réplicas para cada nivel de concentracion.
Para evaluar el parametro de exactitud se determind el porcentaje de
recuperacion (R) en cada réplica y el valor promedio de R, asi como el
coeficiente de variacion (CV). Ademas, se compard la concentracion
anadida contra la concentracion recuperada en cada nivel mediante la
prueba de ANOVA vy se evalud la influencia del factor concentracién en la
respuesta obtenida mediante la prueba de G de Cochran, comparando la G
experimental (G exp) y la G tabulada (G tab).

— Especificidad: para el estudio de especificidad se analizé la sustancia de
referencia de un placebo, las muestras del producto terminado en forma
de inyectable liofilizado y muestras sometidas a condiciones drasticas,
como hidrdlisis acida (con acido clorhidrico 0,1 N), hidrolisis basica (con
hidroxido de sodio 0,1 N), oxidacion (con peroxido de hidrogeno), termolisis
y fotolisis.

— Criterio de aceptacién: para su aceptacion no debian obtenerse sefales del
placebo y de los productos de degradacion en la zona de elusion del
principio activo. Las areas bajo las curvas del patron y de la del producto
terminado debian ser similares.

Resultados

Como resultados de los estudios de la linealidad del sistema se obtuvo que el
coeficiente de regresion lineal fue de 0,9980 y el coeficiente de variacion del
factor de respuesta resulto igual al 2,2 %.

En el estudio de repetibilidad realizado, la media fue del 100,37 % y el coeficiente
de variacion fue del 0,26 %. Los resultados del estudio de precision intermedia del
método aparecen reportados en la tabla 1. Al realizar el procesamiento estadistico
de la muestra en condiciones diferentes, los valores de probabilidad para cada
una de las pruebas fueron superiores a 0,05, para un 95,0 % de confianza.
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Tabla 1 - Repetibilidad del método cromatografico

Concentracion teérica (%) | Concentracion obtenida (%) | Resultado (%)

80,66 — %= 80,43
CV=0,25
Bajo (80,0 %) 80,29
80,28
100,37 — %= 100,37
Medio (100,0 %) 100,15 CV=0,19
100,61
120,26 - %¥=120,57
CV =0,25
Alto (120,0 %) 120,68
120,96

) o Gexp (0,05;3,5) = 0,44 Guap (0,05;5,3) = 0,74
Parametro estadistico CV total (%) = 0,26

La tabla 2 muestra el estudio de la repetibilidad realizado a tres muestras del
producto con diferentes concentraciones (80 %, 100 % y 120 %), por el mismo
analista, el mismo dia, a través de 3 réplicas.

Tabla 2 - Resultados del estudio de precision intermedia

Concentracion (%)

Dia
Analista 1* Analista 2* Resultado**
100,37 99,82
100,15 100,17
¥=100,20 %
I 100,61 100,40 CV = 0’27 %
100,37 99,82
100,15 100,17
100,82 100,37
100,36 100,15 £2100.43 %
X= , %
1] 100,36 100,61 V=023 %
100,82 100,37
100,36 100,15
Resultado x=100,44 % | x=100,20 % Criterio

Cv=0,23% | Cv=0,24% CVv<2,0%

*p-valor = 0,0663, **p-valor 0,0653.

En la tabla 3 se observan los resultados del estudio de exactitud. La recuperacion
media fue de un 100,16 % y los valores de t (1,15) y G (0,22) calculados fueron
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menores que los valores tabulados (t tabulada 1,77 y G tabulada 0,74), para un
95 % de confianza.

Tabla 3 - Exactitud del método cromatografico

Cantidad adicionada (%) | Cantidad recuperada (%) | Recobrado (%) | Resultado (%)

80,71 100,89

Xm = 80,5 %

80,0 80,58 100,73 VP
80,15 100,18
90,47 100,52

Xm = 90,1%

90,0 89,97 99,97 o
89,99 99,99

99,99 99,99 .

Xm =99,9 %

100,0 99,60 99,60 o osa s
99,44 99,44
110,62 100,56

Xm = 110,4 %

110,0 110,28 100,26 A
110,16 100,15
120,23 100,20

Xm = 120,1 %

120,0 119,83 99,86 m = 120,15
120,13 100,11

Gexp= 0,22 % =100,16 %

CVtot=0,39%
texp1,15 < tian 1,77
Coeficiente de variacion total: CVtoal; G de Cochran experimental y tabulada: Gexp ¥ Grab; t de Student experimental y
tabulada: texp Y ttab.

Resultado w = 0.74

En las figuras 1, 2 y 3 se muestran los resultados del estudio de especificidad del
método. Se observa en los cromatogramas correspondientes a las muestras
sometidas a condiciones drasticas de hidrdlisis basica (C), hidroélisis acida (D), la
muestra sometida a la oxidacion (E) y a altas temperaturas (F), la aparicion de
picos secundarios que son atribuibles a posibles productos de degradacion, los
cuales al compararlos con los cromatogramas con la senal obtenida para la
sustancia de referencia quimica (A) y de la muestra de ciprofloxacino clorhidrato
0,2 % (B) no interfiere en la determinacion del principio activo.
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400 |
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D L . r —J 2 F 3

0,0 2,5 5,0 7.5 10,0 12,5 15,0 17,5 20,0 22,5 [min]
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250
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; - Bl
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Fig. 1 - Cromatogramas de: A) sustancia de referencia quimica, B) muestra de
clorhidrato de ciprofloxacino 0,2 %.
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Fig.2 - Cromatogramas de: C) hidrolisis basica, D) hidrolisis acida.
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!
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400 !I
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200 | |
100- | ll'a
0 ' '
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Fig.3 - Cromatogramas de: E) oxidacion, F) termdlisis.

Discusion
En los resultados del estudio de linealidad se obtuvieron valores de coeficientes
de regresion y de determinacion (0,9980 y 0,9960, respectivamente), superiores a
los establecidos en la Regulacion 40 de 2014 del CECMED(® (0,99 y 0,98,
respectivamente). El valor del coeficiente de correlacion cercano a la unidad
demuestra la existencia de correlacion con una probabilidad elevada, asi como el
grado de relacioén entre las variables concentracion y respuesta. El coeficiente de
variacion de los factores de respuesta (2,2 %), también fue inferior al normado

como maximo para estos indicadores (5 %), este factor se considera un estimador
puntual que permite caracterizar la variabilidad.

El valor del CV permitié demostrar que existe variabilidad en la relacion respuesta
y concentracion para cada nivel evaluado. El intervalo de confianza del intercepto
incluye al cero, lo que permite excluir la significacion del error del intercepto.
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Los resultados muestran que se cumple con los test requeridos por lo que se
manifiesta que hay linealidad y proporcionalidad en el rango de concentraciones
escogidas.

En el estudio de la repetibilidad (Tabla 2) realizado a tres muestras del producto
con diferentes concentraciones (80 %, 100 % y 120 %), por el mismo analista, el
mismo dia, a través de 3 réplicas, se alcanzaron coeficientes de variacion
adecuados (0,25 %; 0,19 % y 0,25 %, respectivamente), lo que demuestra la buena
precision del método. Se observa una variabilidad de los resultados dentro de los
limites establecidos para los métodos cromatograficos (CV < 2,0 %), lo que
demuestra que hay una variabilidad minima en el proceso analitico y que no
existen diferencias significativas entre las dispersiones independientemente de las
concentraciones utilizadas.

Al realizar el procesamiento estadistico de la muestra en condiciones diferentes,
los valores de probabilidad para cada una de las pruebas son superiores a 0,05,
para un 95,0 % de confianza, lo que demuestra que no existen diferencias
significativas al realizar la comparacion del método entre dias y entre analistas.
Esto expresa que el método analizado es preciso en condiciones operativas
diferentes.

Los porcentajes de recobrado estan dentro de los limites establecidos para los
métodos cromatograficos (98 % -102 %) y valores del coeficiente de variacion
menores que el 2 % para cada uno de los valores de concentracion trabajados. En
la influencia del factor concentracion sobre la variabilidad de los resultados de la
exactitud al aplicar la prueba de Cochran, se obtuvo un valor de G (0,22) menor
que la G tabulada (0,74) con un 95 % de probabilidad, lo cual indica que las
varianzas de las concentraciones evaluadas son equivalentes, por lo que la
concentracion no influye en la variabilidad de los resultados.

Al realizar la prueba de significacion entre la recuperacion media y el 100 % de
recuperacion, con un coeficiente de variacion del 0,28 %, se obtuvo una t
calculada menor que la t tabulada. Los resultados demuestran la capacidad del
método para dar resultados cercanos al valor verdadero, observandose una buena
exactitud. Al ser el coeficiente de variacion total (0,39) menor que 3,0 no hay
variabilidad entre los valores de recobro. Al no existir diferencia entre las medias
de la cantidad recuperada y tedrica se plantea que no hubo pérdida del producto,
ni interferencia de la matriz, es decir, se recupero6 el 99,99 %; por lo tanto, el
método es exacto y a la vez especifico.

Los resultados que se obtuvieron en el estudio de especificidad del método
permiten observar interferencias de picos adicionales cerca del tiempo de
retencion del producto principal, ya que los productos de degradacion presentan
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tiempos de retencion diferentes al del principio activo y los excipientes no se
observan. Debido a esto se considera que el método desarrollado es especifico, ya
que los excipientes no interfieren en la determinacion y permite cuantificar el
principio activo en muestras degradadas sin interferencias de productos de
degradacion.(")

Se concluye que el presente método analitico validado por HPLC para la
cuantificacion del principio activo clorhidrato de ciprofloxacino 0,2 %, permite
que por primera vez aparezca en el Cuadro Basico de medicamentos en Cuba
(CMB) del Ministerio de Salud Publica (MINSAP) un medicamento por via otica. Lo
anterior reafirma que uno de los renglones estratégicos de la Empresa
Laboratorios AICA es la sustitucion de importaciones, a partir de investigaciones
para el desarrollo de nuevos medicamentos seguros y eficaces que cumplan con
las Buenas Practicas de Fabricacion.
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