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RESUMEN

Introduccion: El ciprofloxacino 0,2 % en gotas 6ticas constituye el tratamiento
de eleccidn para la otitis externa, pero no se encuentra disponible en el pais.
Como terapia alternativa se utilizan las soluciones oftalmicas, que no siempre
son adecuadas desde el punto de vista fisioldgico y terapéutico.

Objetivo: Validar un método espectrofotométrico para el control de calidad de
la gota 6tica de ciprofloxacino 0,2 %.

Métodos: Los parametros evaluados se correspondieron con lo establecido
internacionalmente para técnicas cuantitativas. La especificidad se evalué
frente a los excipientes; la linealidad en el rango de concentraciones entre el 80
y el 120 %; la exactitud en cinco niveles de concentracién y la precision a través
de la repetibilidad y precisién intermedia. En el método espectrofotométrico se

determinaron las absorbancias de la solucién de referencia y de la muestra a

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



https://orcid.org/0000-0003-1792-0279
https://orcid.org/0000-0002-8510-5295
https://orcid.org/0000-0001-8925-2033
https://orcid.org/0000-0001-6537-3367
https://orcid.org/0000-0001-7598-9069
https://orcid.org/0000-0002-7593-5092
mailto:mirnafc@ifal.uh.cu

eCIiMED

’ EDITORIAL CIENCIAS MEDICAS

277 nm, se empled como disolvente agua destilada. EIl método validado se
aplicé para la valoracion de lotes pilotos de la formulacion de gota ética recién
elaborados.

Resultados: Se demostré que el método fue bastante lineal, especifico, preciso
y exacto para la determinacion del contenido de ciprofloxacino en la
formulacién de gota otica. La valoracion de los lotes pilotos, recién elaborados,
cumplié con el criterio establecido. Se validé para el control de calidad del
producto terminado un método simple, reproducible y econémico.
Conclusiones: La cuantificacion del clorhidrato de ciprofloxacino, a través del
método espectrofotométrico, resultd especifica, lineal, precisa y exacta, por lo
que se demostré su aplicacion para el control de calidad de la formulacién
Otica.

Palabras clave: clorhidrato de ciprofloxacino; validacion; gota ética;

espectrofotometria UV.

ABSTRACT

Introduction: Ciprofloxacin 0.2 % in otic drops constitutes the treatment of
choice for outer otitis, but it is not available in the country. As an alternative
therapy, ophthalmic solutions are used, which are not always adequate from the
physiological and therapeutic point of view.

Objective: To validate a spectrophotometric method for quality control of
ciprofloxacin 0.2% otic drop.

Methods: The parameters evaluated corresponded to those established
internationally for quantitative techniques. Specificity was evaluated against
excipients; linearity in the concentration ranged between 80 and 120 %,
accuracy at five concentration levels and precision through repeatability and
intermediate precision. In the spectrophotometric method, the absorbances of
the reference solution and the sample were determined at 277 nm, using
distilled water as solvent. The validated method was applied for the titration of
pilot batches of the recently elaborated otic drop formula.

Results: It was demonstrated that the method was quite linear, specific, precise
and accurate for the determination of ciprofloxacin content in the otic drop
formulation. The titration of the pilot batches, freshly produced, met the
established criteria. A simple, reproducible and cost-effective method was

validated for quality control of the finished product.
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Conclusions: The quantification of ciprofloxacin hydrochloride, through the
spectrophotometric method, was specific, linear, precise and accurate, thus
demonstrating its application for the quality control of the otic formula.

Keywords: ciprofloxacin  hydrochloride; validation; otic drop; UV

spectrophotometry.

Recibido: 18/04/2022
Acepatdo: 06/12/2022

Introduccion

La otitis externa o comunmente conocida como otitis del nadador, es un
padecimiento dermatoldgico que se caracteriza por un proceso inflamatorio de
la piel del conducto auditivo externo. La incidencia de esta afeccion se estima
entre el 3 % y el 10 % de la poblaciéon mundial y aumenta en climas humedos y
calientes.()

El ciprofloxacino constituye la terapia de primera eleccién para tratar diversas
afecciones con un amplio espectro antibacteriano, que se dirige,
principalmente, contra bacterias grampositivas, algunos anaerobios vy
micobacterias.® El ciprofloxacino 0,2 % en gota Otica constituye el
tratamiento de eleccién para la otitis externa, a nivel nacional su
comercializacion y distribucidon es limitada e insuficiente, ya que depende de
productos importados.*9

Se describen varios métodos analiticos para la determinacion de este
ingrediente  farmacéutico activo (IFA) en diferentes preparaciones
farmacéuticas. Estos incluyen la espectrofotometria ultravioleta (UV)-visible
(VIS) y la cromatografia liquida de alta resolucién (CLAR), siendo esta ultima el
método oficial para su analisis.®”) Para el estudio de rutina este método
consume mas tiempo y es mas caro.®)

La espectrofotometria UV también ha sido reportada para la cuantificacion del
ciprofloxacino en diferentes formas de presentacion.®91") Se ha descrito un
meétodo colorimétrico a través del uso de reactivos caros y pasos de extraccion
laboriosos, que requieren tiempo para que se produzca la reaccién entre
el analito y el agente colorimétrico.(®) Entre las ventajas de la

espectrofotometria, sobre otros métodos analiticos de laboratorio, se
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encuentra su rapidez, precision, versatilidad, facilidad en uso y eficiencia en
COStO.(12’13’14)

El ciprofloxacino en gota 6tica no se registra oficialmente ni en la farmacopea
britanica ni en la norteamericana. Teniendo en cuenta la necesidad de contar
con un producto nacional de ciprofloxacino en gota ética, se desarrollé una
formulacion con vistas a cubrir su demanda.(”) El presente trabajo se propuso
validar un método espectrofotométrico para el control de calidad de la gota

Otica de ciprofloxacino 0,2 %.

Métodos

Sustancia de referencia quimica (SRQ) de clorhidrato de ciprofloxacino, Lote
171103, valoracién 100,6 % en base anhidra (Unidad Empresarial de Base Julio
Trigo, Cuba), trazable al patrén de clorhidrato ciprofloxacino USP HOHO087. Se
emplearon tres lotes pilotos de la formulacion de ciprofloxacino 0,2 %
identificados como EP 18028, EP 18029 y EP 18030.

Cuantificacion del principio activo por espectrofotometria
Solucion de referencia: se pes6 y transfirio 10,0 mg de la SRQ de clorhidrato de
ciprofloxacino y se disolvié en agua, para obtener una concentracién final
de 0,005 mg/mL.

Solucién muestra: se transfirio 5 mL de la gota otica de ciprofloxacino a
un matraz volumétrico de 100 mL, incorporando 5 mL de esta solucién a un
matraz volumétrico de 100 mL, hasta obtener una concentracion de 0,005
mg/mL.

Se determiné la absorbancia (espectrofotometro Genesys10uv Scanning,
Japon) del placebo, de la muestra y la solucién de referencia a una longitud de
onda de 277 nm, en celdas de 1 cm del paso de la luz, usando agua destilada
como blanco.

Validacién del método espectrofotométrico: se validé el método,®% a través del
proceso de los datos resultantes del estudio con el programa Statgraphics Plus
para Windows 5,1 (EE. UU.).

Especificidad: se analiz6 el placebo, la SRQ y la muestra a una concentracion de
0,005 mg/mL (100,0 %). Se determiné la absorbancia (Abs) a 277 nm para
analizar la posible interferencia de los componentes de la matriz (placebo) con
el ingrediente activo. El método debe ser especifico frente al placebo, es decir,

no deben aparecer sefiales analiticas en el placebo a la misma longitud de onda
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de trabajo. La absorbancia medida para la muestra de clorhidrato de
ciprofloxacino debe ser similar a la de la SRQ.

Exactitud: se utilizaron cinco concentraciones en el intervalo entre el 80 % y el
120 % del valor de la concentracion de clorhidrato de ciprofloxacino. Se realizé
tres réplicas para cada nivel y se determind el porcentaje de
recuperacion. El coeficiente de variabilidad (CV) para cada nivel
ensayado debe ser < 3,0 % y los porcentajes de recobrado entre 97-103 %,
determindndose el valor de recobrado medio. Se aplico la prueba t de Student
para demostrar que no existian diferencias significativas entre el valor medio
de recobro obtenido y el 100 %. Se comparé la concentracién afadida contra la
concentracion recuperada, si el valor p de la prueba de Fischer era superior o
igual a 0,05 para un 950 % de confianza, no existian diferencias
estadisticamente significativas entre los valores obtenidos experimentalmente
y los tedricos, de cada nivel.

Linealidad: mediante este parametro se confirmd también la exactitud, en el
mismo intervalo, y se grafico la concentracion afiadida contra la concentracion
recuperada. Se verificd la correlacién entre las concentraciones afiadidas y
recuperadas con el coeficiente de correlacién (r), el cual debié ser > 0,99 y el
coeficiente de determinacion (r?), el cual tuvo que ser = 0,98, el intercepto debid
ser aproximadamente cero y la pendiente cercana a uno. Se aplico la prueba de
t de Student para indicar la correlacion existente entre la absorbancia y la
concentracion. Se demostré que no existen diferencias significativas
entre la concentracion y la seial medida, si la texp < ttab.

Repetibilidad: se prepararon muestras para tres niveles diferentes de
concentraciones de ciprofloxacino 0,2 %; una inferior, media y
superior (80-100-120 %) del intervalo especificado. Se realizaron tres
lecturas por cada nivel de concentracion, bajo las mismas condiciones (mismo
analista y dia). EI CV = 3,0 %, la G experimental (Gexp) debe ser menor que la G
tabulada (Gtab), analizando las dispersiones entre las determinaciones
repetidas.

Precision intermedia: dos analistas del laboratorio repitieron el procedimiento
en dos dias diferentes. Utilizaron una muestra al 100 % de la dosis. La
comparacion entre analistas y dias se realiz6 a través de un método de analisis
de varianza. El CV = 3,0 %. Si el p valor de la prueba de Fischer es superior o
igual a 0,05, no existen diferencias estadisticamente significativas las medias
de las dos variables (analistas y dias), para un nivel de significacién del 95,0 %

de confianza.
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Aplicacion del método de analisis
El método se aplicd para la cuantificacion del analito en lotes pilotos de la
formulacion que recién se elabord. Las determinaciones se realizaron por

triplicado estimando la media.

Resultados

En la figura 1 aparecen los espectros de absorcion correspondientes al placebo,
la SRQ y la muestra, observando un maximo de absorcion a 277 nm en el

espectro de la SRQ y la muestra, con valores de absorbancia similares.

A) Placebo

2

1 —
A: Placebo

D | g TSSO M o NN o o o p p a p s a e s s s s e e s B B e e e s a s = a
B: SRQ v muestra

0,5 L L L
230 250 300 350

Wawvelength [nm]

B) SRQ y Muestra

09Fr

08r

277,11 nm

0,6 ¢

04
317,4 nm

238,2 nm
317,2 nm

200 250 300 3350 400

Wavelength [nm]

Fig. 1 - Espectros de absorcion UV. A) Placebo, B) SRQ (verde) y muestra (azul).
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Los resultados estadisticos de la prueba de linealidad y precision se observan

en la tabla 1, mientras que la tabla 2 muestra los de la exactitud.

Tabla 1 - Resultados estadisticos de la linealidad y precision

Parametro Resultado Criterio
Ecuacion de larecta 0,31769X+ 0,0018 y=ax+b
r 0,9998 r>0,99
r2 0,9996 r>0,98
CVfr (%) 0,31 CVs<50%
Intercepto texp 0,40 <ttan 1,71 texp < ttab
Repetibilid 80 % X=7971% CV=30%
ad CV=036%
90 % X = 89,49 %
CV=010%
100 % X=100,11%
CV=0,09%
CViotal CViotal = 0,18 % CViotai= 3,0 %
Gexp Gexp =0,57 Gtap = Gexp < Gtab
0,87
Precisién Dia 1 X=10515% CV=<30%
intemedia CV=010%
Dia 2 X =105,09 %
CV=010%
p=0,518 p>0,05
Analista X =105,09 % CVs<30%
1 CV=010%
Analista X =105,09 %
2 CV=0,10%
p=0,422 p>0,05

Tabla 2 - Exactitud del método

Parametro Valor medio Resultado Criterio
R (%) 80 80,00 R=99,97 % R=97-103 %
% CViotar = 0,14 % CViotal < 3.0 %
90 89,92 Gexp = 0,33 Giab = Gexp< G tab
% 0,87 texp <ttab
100 100,08 texp 0,67 < tiab p >0,05
% 1,71
110 110,00 p so%= 0,997
% P 90 %= 0,422
120 119,85 p 100%= 0,173
% p 110%= 0,997
CV (%) 80 0,175 P 120%= 0,422

%

90 0,155

%

100 0,140

%

110 0,127

%

120 0,117

%

Ecuacién de la 0,9976X + 0,208 y=ax+b
recta
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r 0,999986 r>0,99
r2 0,999963 r>0,98
texp texp 0,23 < ttab 2,1 6 1:exp < ttab

Los resultados de la determinacion del contenido de los lotes pilotos de la gota

Otica de ciprofloxacino 0,2 %, recién elaborados, se aprecian en la tabla 3.

Tabla 3 - Valoracion de lotes pilotos recién elaborados (valor medio de tres réplicas)

Lote Valoracion Criterio
(%)
EP 105,10 90 -
18028 110 %
EP 104,95
18029
EP 104,89
18030
Discusion

El empleo de un método para el control de calidad de la gota oética de
ciprofloxacino 0,2 %, por espectrofotometria UV requeria, previamente, validar el
mismo de manera exhaustiva, segun los parametros de linealidad, exactitud,
precision y especificidad.

En la seleccidn del método espectrofotométrico se tuvo en cuenta la estructura
del farmaco, la cual presenta grupos cromoéforos como dobles enlaces
carbono-carbono, sistemas aromaticos y grupos carbonilos, los cuales
desarrollan corrimiento batocromico y absorben en el ultravioleta. Este
método permite obtener de forma muy rapida la concentracion del analito en
estudio, por lo que es recomendable su empleo en el control de calidad
del producto, de esta manera se permite continuar con el proceso
tecnolégico de una forma agilizada.

El placebo no presenta sefial analitica a la longitud de onda de trabajo, lo que
indica que no existen interferencias con el analito, por lo que el método resulté
suficientemente especifico para el control de calidad de la formulacion ética.
Reportes anteriores, describen el uso del método espectrofotométrico para la
cuantificacion de ciprofloxacino solo,(1"'? o combinado con otros
farmacos.(®101314) Sin embargo, el método que se desarrollé resulta
mas econdmico ya que emplea como disolvente agua destilada, el reactivo
mas barato, de esta manera coincide con otros autores.®)

Existe fuerte relacion entre la variable dependiente (Y, absorcién) y la

independiente (X, concentracién) dado que el valor del coeficiente de
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correlacién fue superior al 99,0 % y el coeficiente de determinacion
mayor del 98,0 %. El grado de ajuste o sensibilidad se demostrd, ademas,
por el valor del coeficiente de los factores de respuestas (CVfr), que fue inferior
al 50 %. Se demuestra que no existen diferencias significativas entre la
concentracion y la sefial medida, siendo la texp < tiab, [0 que permite afirmar que
el intercepto no fue significativo.

Al evaluar la precision en condiciones de repetitilidad, en los tres niveles
de concentracién se obtuvieron coeficientes de variacion menores
al criterio = 3,0 %. Al comparar las varianzas con el uso de la prueba de
Cochran, el valor de G experimental fue menor que el tabulado (G exp < G tab),
lo que demuestra que no existen diferencias significativas entre las
dispersiones para cada nivel ensayado, lo que indica una variabilidad minima en
el proceso analitico y, por tanto, una capacidad alta de obtener valores muy
cercanos entre si.

Los valores obtenidos del procesamiento estadistico demuestran que no
existen diferencias significativas al realizar la comparacién, entre dias y entre
analistas pues, los valores de probabilidad obtenidos para cada una de las
pruebas fueron superiores a 0,05, para un 95,0 % de confianza. Esto significa
que el método analizado fue preciso en condiciones operativas diferentes,
teniendo en cuenta dias y analistas.

Los porcentajes de recobro estuvieron dentro del limite establecido para los
métodos espectrofotométricos (97-103 %) y los CV menores al criterio
establecido: = 3,0 %. En la influencia del factor concentracién sobre la
variabilidad de los resultados de la exactitud, al aplicar la prueba de Cochran,
el valor de G fue menor que el de Gtabulado, para una probabilidad de 0,05,
por tanto, las varianzas de las concentraciones que se emplearon fueron
equivalentes, lo que indic6 que la concentracion no influy6 en la variabilidad
de los resultados en el rango estudiado. Al realizar la prueba de significacion
entre la recuperacion, las medias y el 100 % de recuperacion, el valor de t de
Student que se calculé fue menor que el tabulado, lo que confirmé la elevada
exactitud del método ya que el recobrado medio no difiere
significativamente del 100 %. Puede afirmarse que los errores sistematicos
tuvieron muy bajo impacto en la calidad de los resultados y al cumplir con los
indicadores establecidos, el método espectrofotométrico puede ser utilizado
para la finalidad propuesta. Se demuestra que el método permite determinar
con exactitud el analito, en el intervalo de 80 a 120 %, en las condiciones

de trabajo estudiadas.
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Para cada uno de los niveles ensayados, la prueba de significacion
realizada cumpliéo con el criterio de aceptacion, siendo el valor de
probabilidad mayor de 0,05 demostrando la poca variabilidad entre la
concentracion verdadera y la concentracion obtenida experimentalmente, por
tanto, no existen diferencias significativas entre los valores verdaderos y los
experimentales.

Existe correlaciéon lineal entre los valores afadidos y recuperados,
obteniéndose una linea recta. El valor de la pendiente fue cercano a la unidad y
el intercepto no significativo, siendo la t experimental menor que la t tabulada,
por lo que se concluye que hay una adecuada linealidad y, por tanto, el método
desarrollado posee una excelente exactitud.

El cumplimiento de las exigencias internacionales para la validacion de
técnicas analiticas garantiza que el método espectrofotométrico sea
especifico, lineal, preciso y exacto para la determinacion del clorhidrato de
ciprofloxacino en la formulacion ética.

Los resultados de la valoracién del producto se encuentran dentro del rango
establecido, lo que demuestra la reproducibilidad entre los lotes fabricados en
la planta de produccion, Unidad Empresarial de Base, Laboratorio Farmacéutico
Julio Trigo.

Se puede concluir que la cuantificacion del clorhidrato de ciprofloxacino,
empleando el método espectrofotométrico, resulté especifica, lineal, precisa y
exacta. Un método simple, reproducible y econémico fue validado por lo que

puede ser aplicado al control de la calidad de la formulacién 6tica.
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