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Estudio de bioequivalencia in vitro de cuatro productos
de amoxicilina del mercado colombiano

Luisa Fernanda Ponce D'Leén* y Adriana Maria Jaramillo A.*

Resumen

Los estudios de bioequivalencia permiten demostrar si el principio activo tiene el mismo desemperio far-
macocinético en el medicamento genérico que en el innovador, para asi poderlos considerar intercambia-
bles y garantizar que la eficacia clinica y seguridad del innovador se aplica al genérico. La amoxicilina
pertenece a la clase I en el Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica y por lo tanto se justifica la realizacion
de estudios de bioequivalencia por medio de perfiles de disolucién. En esta investigacion se efectué un es-
tudio de bioequivalencia in vitro de 4 productos de amoxicilina trihidrato del mercado colombiano en cép-
sulas de 500 mg. Se concluye que existe bioequivalencia entre 2 productos del estudio, por medio de
perfiles de disolucién in vitro. Sin embargo, los andlisis de control de calidad de algunos de estos medica-
mentos permitieron detectar lotes de amoxicilina fuera de los estindares establecidos.
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Summary
Study of in vitro bioequivalence for some amoxycillin products
from Colombian market

Bioequivalence studies let to assume that pharmacokinetic processes of an active principle are the same in
generic drugs as in their correspondent innovator drugs, they are interchangeable, and both clinical effi-
cacy and safety of the innovator can be applied to the generic drug. In agreement with Biopharmaceutics
Classification System, amoxycillin belongs to first class and therefore the execution of bioequivalence stu-
dies by dissolution profiles has been justified. An in vitro bioequivalence study of four commercially availa-
ble amoxycillin trihydrate (500 mg capsules) preparations from Colombia was carried out in this research.
By in vitro dissolution profiles, it was concluded from this study that 2 preparations are bioequivalent. Ho-
wever, the quality control analyses of some drugs permitted to detect sub-standard amoxycillin batches.
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La deteccién empirica de fallas en la terapéuti- L. 3 &
las politicas en estos aspectos.

La amoxicilina es un antibiético betalac-

timico de amplio uso en la prictica médica,

ca con el uso de algunos medicamentos ha mo-
tivado la implementacién de normas para
mejorar la calidad de los productos farmacéu-
ticos. En Colombia entes gubernamentales
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odontolégica y veterinaria. Se ha reportado
resistencia a las cepas inicialmente susceptibles
(1), y esto sumado a la calidad incierta de mas
de 59 productos que se comercializan con
este principio activo, justifican la investiga-
cién en este campo. Los estudios de biodis-
ponibilidad nos podrian informar sobre el
comportamiento de estos productos y los es-
tudios de bioequivalencia nos garantizarian
su intercambiabilidad.

Se dice que dos medicamentos son inter-
cambiables o bioequivalentes, si siendo equivalen-
tes farmacéuticos no difieren significativamente
en sus parametros de extensién y velocidad de ab-
sorcién, cuando son suministrados en igual dosis
molar y bajo condiciones experimentales similares
a una muestra poblacional representativa. Si dos
productos son bioequivalentes, entonces se asume
que su eficacia y seguridad son similares y por lo
tanto se acepta su intercambiabilidad (2). Con
esta definicion, se presume que esta clase de es-
tudios debe hacerse in vivo, pero debido a los
problemas originados en el desarrollo de estos
estudios, al riesgo potencial para los volunta-
rios, a los altos costos y con el fin de compaginar
con las politicas de la Organizacién Mundial de
la Salud (OMS), se estin creando alternativas
validas para efectuarlos in vitro. En Los Estados
Unidos el Centro para la Evaluacién e Investiga-
cién de Medicamentos (CDER por sus siglas en
inglés) componente esencial de la FDA y la
Convencién de la Farmacopea (USP por sus si-
glas en inglés) estan trabajando mancomunada-
mente para obviar los estudios in vivo, creando el
Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica (3), el
que contiene los requerimientos minimos para
evaluar algunos medicamentos in vitro. Los estu-
dios de bioequivalencia in vitro emplean perfiles
de disoluciéon comparativos los que se evaltian
por métodos estadisticos para asegurar su simi-
litud o diferencia (3).
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El presente estudio tiene como objetivo
fundamental comparar las biodisponibilidades
in vitro de 4 productos de amoxicilina trihidrato
(cépsulas de 500 mg) del mercado colombiano,
asumiendo que si son iguales, sus efectos tera-
péuticos y téxicos también lo seran.

Parte experimental

Seleccién de los productos

Los productos incluidos en este estudio fueron
seleccionados de acuerdo a los siguientes para-
metros: presentacién en capsulas de 500 mg de
amoxicilina trihidrato, volumen en ventas en el
afio 2000, contrato con el Instituto de Seguros
Sociales ISS y con la [PS de UNISALUD para el
afio 2001 y cumplimiento de las Buenas Précti-
cas de Manufactura BPM para el ano 2001. Se
escogen cuatro productos: la formulacién de re-
ferencia designada con la letra A y 3 formulacio-
nes de prueba, una que se comercializa como
producto de marca designado como By 2 que se
comercializan con denominacién genérica desig-
nados con las letras C y D respectivamente.

Control de calidad

Se realiz6 a 3 lotes de cada uno de los productos
seleccionados los respectivos estudios rutina-
rios (verificacién de la rotulacién, prueba de
hermeticidad del envase y caracteristicas orga-
nolépticas) y aquellas pruebas sugeridas en la
monografia de la USP 25 (identificacién, cuan-
tificacién, uniformidad de dosis, determina-
cién de humedad y pruebas de disolucién) (4).
Para algunas de las pruebas los productos fue-
ron evaluados frente a patrones secundarios de
amoxicilina trihidrato previamente valorados
contra patrones primarios y almacenados bajo
condiciones de humedad y temperatura que
aseguraran su estabilidad.
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Estandarizacién y validacion
del método de cuantificacion
de amoxicilina

Se siguen los delineamientos planteados en la
USP 25 (4) (Ensayo de Categoria III) y en la
norma de la Conferencia Internacional de
Armonizacién (ICH) de 1994 (5). La cuantifi-
cacién se realizé en un espectrofot()metro con
arreglo de diodos UV-VIS Hewlett Packard mo-
delo 8452A y se evaluaron parametros de espe-
cificidad, linealidad, exactitud, precisién,
cantidad minima detectable y cuantificable tan-
to para el sistema como para el método.

Seleccion de los lotes que entran
al estudio de bioequivalencia in vitro

La seleccion del lote de comportamiento inter-
medio de cada producto que entra al estudio de
bioequivalencia in vitro se realizé con base en la
Guia para los estudios de Bioequivalencia de Pro-
ductos Genéricos (6) y a la Guia para la Industria
de Pruebas de Disolucién para Formas de Dosifi-
caci6n Oral de Liberacién Inmediata (3), publica-
das por la FDA; para ello se establecié lo siguiente:

Seleccion del lote del producto
de referencia

Por medio de los ensayos de control de calidad se
seleccionaron 3 lotes del producto de referencia,
los que debian ser aceptados para todos los crite-
rios indicados en la monografia correspondiente
de la USP vigente. Tomando 6 unidades de cada
uno de los 3 lotes seleccionados se realizaron los
perfiles de disolucién con muestreo a los 0, 10,
20, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos, empleando el
aparato y las condiciones indicados para la prue-
ba de disolucién en la USP 25 (4). Para este fin se
emple6 un equipo de disolucién Hanson Re-
search SR8 Plus de 8 vasos.
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Con los datos obtenidos en los 3 lotes, se
efectué un andlisis estadistico multivariado
(MANOVA en SAS System) con el fin de esta-
blecer si se detecta una diferencia significativa
del comportamiento de disolucién entre lotes.
Debido a que no se pudo evidenciar una dife-
rencia estadisticamente significativa entre los
lotes del producto de referencia, se procedié a
hacer lo siguiente:

a. Linealizar la relacién entre el porcentaje di-
suelto acumulado (PDA) y el tiempo de di-
solucién mediante la transformaciéon del
PDA en In (100-PDA). Este procedimiento
se debe hacer en forma independiente con
cada una de las 6 cdpsulas de cada lote
evaluado.

b. Hallar la pendiente k de la recta que presen-
te la mejor correlacién y obtener el valor
promedio de k en cada lote.

c. Comparar los valores de k promedio en los 3
lotes. El lote con el valor intermedio de k es
seleccionado como el de referencia para el
estudio de bioequivalencia in vitro.

Seleccion de los lotes de los productos
de ensayo

Se sigue el mismo procedimiento indicado para el
producto de referencia, aclarando que es primor-
dial que la potencia del lote a elegir, no difiera en
més del 5% de la del lote del producto de referen-
cia seleccionado para el ensayo de Bioequivalencia

Estudio de bioequivalencia in vitro

Este estudio se realiz6 con base en la Guia para
estudios de Bioequivalencia de Productos Genéri-
cos (6) y a la Guia para la Industria de Pruebas de
Disolucién para Formas de Dosificacién Oral de
Liberacién Inmediata (3) publicadas por la FDA.
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Diseno experimental

Con el lote seleccionado de cada producto (re-
ferencia y prueba), se realizaron los perfiles de
disolucién en 12 unidades de cada lote con las
condiciones de la USP 25 (4) y bajo el siguiente
disefio experimental:

Diseno de tratamiento

En el que el factor de tratamiento es el lote de
cada producto A, B, Cy D; la variable indepen-
diente es el tiempo, la variable dependiente es el
PDA y la unidad experimental es la capsula.

Diserio de control de error

El disefio utilizado puede visualizarse en la Fi-
gura 1 y se hace de acuerdo al disefio del equipo
de disolucién de 8 vasos.

Figura 1. Disefio de control de error.
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Muestreo y disenio de observacion

Este tipo de ensayo es multivariado y con sub-
muestreo puesto que se toman varias variables res-
puesta en el tiempo a cada unidad experimental:
0, 10, 20, 30, 45, 60, 75 y 90 minutos. Ademas,
se realizan réplicas ya que es necesario hacer 2 di-
luciones de la muestra tomada a los siguientes
tiempos: 30, 45, 60, 75 y 90 minutos. Igualmente
las lecturas de las muestras en el espectrofotéme-
tro se repiten para luego promediarlas.

Analisis estadistico

El método independiente con factor de simili-
tud (3) permite comparar el comportamiento
del lote del producto de referencia con el del
lote de un producto prueba, tomando los valo-
res de PDA promedio (de los perfiles de disolu-
cién de las 12 cépsulas de cada lote) en cada
intervalo de tiempo y calculando el factor /7 de
diferencia y el factor f2 de similitud con las
ecuaciones siguientes.

S =A[3= R - T /[Zi= R} * 100
2 = S0%log {[1+(1/n) 3=, (R - T)"5*100}

Donde

N = Namero de puntos
R, = Valor de disolucién promedio del lote de
referencia en el tiempo t

T, = Valor de disolucién promedio del lote de

t

prueba en el tiempo t.

Para garantizar la bioequivalencia entre un
producto de referencia y el de comparacién, se
requiere que f/ sea menor a 15 yf2 mayor a 50.
En caso de presentarse contradiccién entre los
resultados de f1 y f2, prima la decisién por el
factor f2 de similitud.
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Resultados y discusién

En los ensayos de control de calidad, especifica-
mente en la prueba de disolucién, se detecta
que ni con el tercer requerimiento, los 3 lotes
del producto A y un lote del producto B alcan-
zan los parametros definidos para su aceptacion
(datos no mostrados). Estos analisis sugieren la
necesidad de una mayor vigilancia a los medica-
mentos que se comercializan en el pais con el
fin de verificar si cumplen con los estandares de
calidad. Adn asi se continuaron los estudios
para la seleccién del lote de comportamiento
intermedio para cada producto, de acuerdo a
los métodos ya descritos.

El anilisis estadistico MANOVA no detectd
diferencias significativas entre los perfiles de di-
solucién de los lotes del producto de referencia,
y con el método de las pendientes se detecté al
lote A2 como el de comportamiento interme-
dio. Para los productos de ensayo sucedié lo
mismo y se eligieron los lotes B2, C1y D2 para
el estudio de bioequivalencia in vitro.

Los datos promedio obtenidos a partir de
los ensayos de disolucién realizados en los 4 lo-
tes escogidos (A2, B2, C1 y D2) se presentan en
la Tabla 1. Se puede apreciar que el Gnico que
no cumple con el requerimiento de una disolu-
cién mayor al 80% en el tiempo 60 es el A, que
en este caso es el producto de referencia. El
producto D presenta valores de disolucién ma-
yores en todos los puntos de muestreo. La va-
riabilidad de los datos representada por el CV
no es mayor al 20% en los primeros puntos de
muestreo, ni al 10% en los posteriores.

En la Figura 2 observamos un comporta-
miento similar en los 4 productos aunque la
curva del producto D presenta una ligera sepa-
racién de las otras 3 curvas.

El analisis estadistico mediante un modelo
independiente con factor de similitud para de-
tectar la bioequivalencia entre los 4 productos
genera los resultados consignados en la Tabla 2.
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Tabla 1. Promedio y CV de los perfiles de di-
solucién realizados en el estudio de bioequiva-
lencia in vitro.

Producto Tiempo Promedio LC supLCinf DS CV

A 0 0.00 0.00 0.00 0.0000 0.00
10 40.14 4293 37.35 49322 12.29
20 52.35 54.48 50.22 3.7650 7.19
30 60.26  62.79 57.72 4.4802 7.44
45 71.25  73.54 68.96 4.0470 5.68
60 79.14  81.79 76.50 4.6700 5.90

75 85.76  89.21 82.31 6.0904 7.10
90 9092  93.56 88.28 4.6657 5.13
B 0 0.00 0.00  0.00 0.0000 0.00

10 41.55 4493 38.16 5.9852 14.41
20 54.53 57.28 51.77 4.8656 8.92
30 63.40 66.11 60.77 47819 7.54
45 73.66  76.03 71.30 4.1767 5.67

60 81.45  83.94 78.95 4.4120 5.42

75 88.36  90.91 85.82 4.4934 5.09
9 9377 96.83 90.70 5.4139 5.77
C 0 0.00  0.00 0.00 0.0000 0.00

10 48.33 5251 44.14 7.3981 15.31

20 5849  61.67 5532 5.6152 9.60

30 65.46 6828 62.64 4.9869 7.62

45 7333 76.06 70.61 48142 6.56

60 80.74  83.38 78.10 4.6694 5.78

75 86.26  89.52 83.00 5.7658 6.68
90 90.83  94.33 87.34 6.1721 6.79
D 0 0.00 0.0 0.00 0.0000 0.00

10 53.83  58.33 49.33 7.9522 14.77

20 6437 67.77 60.98 5.9978 9.32
30 7143 7486 68.01 6.0539 8.48
45 79.06  82.55 75.57 6.1629 7.80
89.63 82.55 6.2545 7.26
75 91.75  95.55 87.94 6.7307 7.34
90 95.92  99.72 92.11 67192 7.01

0 50 100
Tiempo (min)

Figura 2. Perfiles de disolucién promedio comparativos del

ensayo de bioequivalencia in vitro.
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Tabla 2. Determinacién de la bioequivalencia entre el producto A de
referencia y los productos B, Cy D de comparacién.

Productos Factor de Factor de Observaciones
_comparados diferencia f1 similitud 2 ~ "~ "
A-B 3.61 60.10 Bioequivalentes
A-C 6.10 44.97 No bioequivalentes
A-D 14.82 29.06 No bioequivalentes

Es importante resaltar el hecho de que a
pesar de que en las pruebas individuales de di-
solucién practicadas en A y B, el lote del pro-
ducto A seleccionado no cumple con la
especificacién de la USP 25 (4) y el lote del
producto B ensayado si la cumple, la compara-
cién entre los 2 perfiles de disolucién promedio
efectuado en las condiciones indicadas no per-
mitié detectar una diferencia estadisticamente
significativa entre estos 2 lotes, razén por la que
se pueden considerar bioequivalentes. Se puede
concluir que la prueba de disolucién como tal
es altamente discriminativa entre los productos,
pero el ensayo de comparacién de los perfiles
de disolucién no detecta las diferencias que a la
luz de la prueba de disolucién son significativas.

Al hacer comparaciones muiltiples entre los
diversos productos del estudio (de todos contra
todos) pero considerando a cada uno como si
fuese el de referencia en cada caso, se demues-
tra que no se puede detectar una diferencia es-
tadisticamente significativa entre los productos
ByC.

De esta manera, podemos decir que existe
intercambiabilidad entre los productos B y C,
pero no entre By D o CyD. El producto D no se
considera intercambiable al producto A, B o C.
Esta afirmacién demuestra que los estudios de
bioequivalencia no son necesariamente un para-
metro de calidad, puesto que en todos los perfi-
les de disolucién del ensayo de bioequivalencia in
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vitro el producto D presenta un mejor desempe-
fio en todos los puntos de muestreo.

En vista de los problemas de disolucién con
el producto de referencia A, se decidi6 hacer al-
gunos perfiles de disolucién bajo las condiciones
de la USP 23 (7) con los 4 productos del estudio
en la fase de seleccién de los lotes que entraban a
la fase de bioequivalencia in vitro. Se pudo obser-
var (datos no publicados) que todos los lotes
cumplian con las especificaciones para la prueba
de disolucién. De todos modos es evidente que
en las condiciones de la USP 25 (4) se discrimina
mejor el comportamiento entre lotes, pero esta
informacién no serfa til si no tuviese algtin tipo
de repercusién in vivo. Por lo general muchos in-
vestigadores han establecido que las pruebas de
disolucién son tan sensibles que a veces detectan
diferencias significativas que no tienen ninguna
importancia in vivo en especial si el margen de se-
guridad del medicamento es muy amplio (2).

Conclusiones

En este estudio se demuestra la bioequivalencia
in vitro de la formulacién del producto B (prue-
ba) con respecto al producto A (referencia),
bajo iguales condiciones de disolucién y con
base en un protocolo realizado a partir de los
documentos internacionales que dan pautas so-
bre estos ensayos. Al hacer comparaciones mil-
tiples entre los diversos productos del estudio,
se demuestra que no se puede detectar una
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diferencia estadisticamente significativa entre
los productos B y C. En consecuencia también
se les puede declarar bioequivalentes e inter-
cambiables.

Por su facilidad de desarrollo y confiabili-
dad se propone la aceptacién del procedimien-
to establecido en el presente trabajo de
investigacion, para evaluar la bioequivalencia in
vitro de medicamentos que de acuerdo al siste-
ma de clasificacién biofarmacéutica sean candi-
datos para este tipo de ensayos.

Los resultados arrojados por esta investiga-
cién ofrecen una herramienta en la politica de
seleccion de productos farmacéuticos en las di-
versas instituciones del sector salud. Los crite-
rios de calidad deben primar sobre los
€conomicos para asegurar un mejor servicio a la
poblacién colombiana.
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