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Resumen

El objetivo del presente estudio es contribuir a la caracterizacion
biofarmacéutica del citrato de sildenafil segun el Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica (SCB), siguiendo las directrices de la Organizacion Mundial de
la Salud (OMS) para bioexenciones. Los datos de solubilidad y permeabilidad
intestinal del citrato de sildenafil fueron colectados de la literatura; sin embargo,
los estudios experimentales de solubilidad no son concluyentes y su alta
permeabilidad sugiere que es un ingrediente farmacéutico activo en el limite de
Clase | y Clase Il segun el SCB. El perfil de solubilidad-pH se determiné
mediante el método de saturacién en matraces en el rango de pH de 1,2- 6,8 a
37°C en medio acuoso. La permeabilidad intestinal se determiné en rata
mediante un método de perfusion in situ de lazo cerrado. La solubilidad del
citrato de sildenafil es dependiente del pH y a un pH de 6,8 la relacién
dosis/solubilidad obtenida no cumple los criterios de la OMS para alta
solubilidad. Los altos valores de permeabilidad obtenidos por perfusion
intestinal in situ en ratas refuerzan los datos de permeabilidad publicados para
el citrato de sildenafil. Los resultados experimentales obtenidos y los datos
disponibles en la literatura sugieren que el citrato de sildenafil es un Clase 1l del

SCB de acuerdo con las recomendaciones de la OMS para bioexencion.



Abstract

The main goal of this study is to contribute to the biopharmaceutical
characterization of sildenafil citrate according to the Biopharmaceutical
Classification System (BCS), following the guidelines of the World Health
Organization (WHO) for biowaivers. Solubility and intestinal permeability data
for sildenafil citrate were collected from the literature; however, the solubility
information is inconclusive and its high permeability suggests that it is an active
pharmaceutical ingredient at the border between Class | and Class Il BCS. The
solubility profile of the pH was determined by the shake-flask method in the pH
range of 1.2-6.8 to 37°C and in aqueous medium. Intestinal permeability was
determined in rat by a closed loop in situ perfusion method. The solubility of
sildenafil citrate is pH-dependent and at a pH of 6.8, the dose/solubility ratio
obtained does not meet the WHO criteria for high solubility. The high
permeability values obtained by in situ intestinal perfusion in rats reinforce the
published permeability data for sildenafil citrate. The experimental results
obtained and the data available in the literature suggest that sildenafil citrate is

a Class Il BCS according to WHO recommendations for biowaivers.
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Introduccion



Introduccidén

En la actualidad, los ensayos de bioequivalencia (BE) son aceptados por las
agencias reguladoras de medicamentos como un procedimiento estandar para
aprobar modificaciones relevantes en el proceso de fabricacién, asi como para
demostrar la seguridad y eficacia de medicamentos genéricos. En los ultimos afios,
la sustitucion de estos estudios por ensayos de disolucion in vitro (bioexencion) bajo
el marco del Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (SCB) ha desempefiado un
papel importante en la industria farmacéutica, evitando innecesarios ensayos
clinicos en humanos y una reduccion considerable en el coste y el tiempo en el

desarrollo de productos genéricos*?.

En 1995, con la publicacion de los fundamentos para la clasificacion biofarmacéutica
de farmacos, Amidon y colaboradores sientan las bases de lo que hoy se conoce
como el SCB. Este sistema es un marco cientifico para clasificar un farmaco
considerando su solubilidad acuosa (relativa a la dosis) y su permeabilidad
intestinal®. La combinacion de estas propiedades con la disolucién del
medicamento, se consideran los tres factores mas importantes que modulan la
velocidad y cantidad absorbida de un Ingrediente Farmacéutico Activo (IFA), a partir
de formas farmacéuticas sélidas orales de liberacion inmediata (FFSLI). De acuerdo
con el SCB, los farmacos se agrupan en cuatro clases, alta solubilidad/ alta
permeabilidad (Clase 1), baja solubilidad/ alta permeabilidad (Clase II), alta
solubilidad/ baja permeabilidad (Clase l1ll), y baja solubilidad/ baja permeabilidad
(Clase IV).

Actualmente, el SCB ha sido aceptado por numerosas autoridades reguladoras en
todo el mundo, como la Administracion de Farmacos y Alimentos de los Estados
Unidos (US-FDA)*®, la Agencia Europea de Medicamentos (EMA)®, vy la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS)”, aceptando las bioexenciones basadas

en el SCB para farmacos Clase | y Ill contenidos en FFSLI.

El SCB también ha sido usado en las primeras etapas de desarrollo de nuevas
moléculas con actividad biolégica, en este sentido, varios sistemas de clasificacién
provisional han sido propuestos y validados utilizando datos teoricos Yy/o
experimentales de solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal>®*%. Debido a la

relevancia alcanzada en los Ultimos afios del SCB para asegurar la disponibilidad de
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medicamentos en los mercados emergentes, la Federacibn Farmacéutica
Internacional (FIP) ha publicado 49 monografias sobre bioexencion
fundamentalmente para los medicamentos contenidos en la Lista de Medicamentos

Esenciales de la Organizacién Mundial de la Salud®"

El citrato de sildenafil (Viagra®, Pfizer), un inhibidor selectivo de la enzima
fosfodiesterasa tipo 5, es un agente terapéutico efectivo para el tratamiento de la

disfunciéon eréctil®?.,

Este compuesto se absorbe rapidamente después de la
administracion oral, pero tiene valores de biodisponibilidad absoluta moderados (F =
40%)™®. Los valores de permeabilidad in vivo en humanos o los valores de
permeabilidad in situ para el citrato de sildenafil no han sido descritos en la literatura.
Sin embargo, algunas predicciones de permeabilidad humana segun el SCB han
sido realizadas utilizando métodos in vitro de cultivo celular Caco-2 y MDCK, y

ensayos de permeabilidad en membrana artificial (PAMPA)®49),

Varios autores han clasificado este farmaco como Clase | o Clase I/l del SCB®**17).
Sin embargo, los valores contradictorios de solubilidad determinados bajo diferentes
condiciones experimentales sugieren que el citrato de sildenafil es un Clase Il del
SCB de acuerdo con las directrices de la OMS®**819)- Tomando en consideracion lo
anteriormente planteado el problema cientifico a resolver es: La ausencia de una
correcta clasificacion biofarmacéutica del citrato de sildenafil podria conducir a
inadecuadas demostraciones de intercambiabilidad terapéutica para genéricos de
este farmaco, lo que conllevaria a errores en la demostracién de su eficacia y

seguridad, afectando la salud de los pacientes.

En correspondencia con el problema cientifico planteado, la hipétesis de
investigacion es la siguiente: Si se lograra definir una clasificacion biofarmacéutica
para el citrato de sildenafil, basada en el SCB, las empresas farmaceuticas que
desarrollan formas sélidas orales de liberaciéon inmediata de este IFA podrian
demostrar con seguridad su intercambiabilidad terapéutica ya sea por ensayos de

bioequivalencia in vivo en humanos o por ensayos de disolucion in vitro.

Para dar cumplimiento a la hipétesis de investigacion se proponen los objetivos

siguientes:




Objetivo general. Establecer una correcta caracterizacion biofarmacéutica para el

citrato de sildenafil segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica.
Objetivos Especificos

1. Colectar de la literatura los datos biofarmacéuticos relevantes de solubilidad y
permeabilidad descritos para el citrato de sildenafil.
2. Completar experimentalmente la informacion biofarmacéutica necesaria para

facilitar la clasificacion del citrato de sildenafil segun el SCB.




Marco Teorico




Capitulo 1- Marco Teoérico
1.1 Conceptos biofarmacéuticos: Generalidades

Para una total comprension de los estudios biofarmacéuticos de IFAs y su relevancia
durante el proceso de desarrollo de nuevos farmacos, asi como de medicamentos
geneéricos, es necesario abordar una serie de conceptos generales, los cuales se

describen a continuacion.
Biofarmacia

Se define como el estudio de la influencia de las propiedades fisicoquimicas de los
farmacos, su presentacion y sus vias de administracién sobre la velocidad y
magnitud de su absorcion. Los factores que influyen sobre la liberacion de un
farmaco de su forma farmacéutica, su disolucién en los liquidos fisiolégicos, su
estabilidad en esos liquidos, su permeabilidad a través de las membranas bioldgicas
mas importantes y su metabolismo pre-sistémico, condicionaran la velocidad y

magnitud de la absorcién del farmaco®.

Biodisponibilidad

Es un concepto farmacocinético que se refiere a la velocidad y cantidad a la cual la
dosis de un farmaco, administrado en su forma farmacéutica, alcanza la circulacién
sistémica®. Entre los factores que influyen de manera directa o indirecta en la
biodisponibilidad de un principio activo se destacan: el tipo de forma farmacéutica y
los excipientes utilizados, el mecanismo de absorcidn, las caracteristicas propias del
sistema gastrointestinal y el tiempo de transito, las caracteristicas fisicoquimicas del
farmaco que afectan la absorcién y finalmente, el metabolismo pre-sistémico a nivel

intestinal y hepatico®.

La biodisponibilidad puede ser absoluta o relativa. En el primer caso se compara la
biodisponibilidad de un farmaco administrado por la via oral con datos de una dosis
intravenosa, obteniéndose informacion util sobre la distribucion y eliminacion del
farmaco e indirectamente se determina la permeabilidad oral y la influencia de
enzimas y transportadores pre-sistémicos. En cambio, la biodisponibilidad relativa es
aquella en la que se compara la biodisponibilidad de un farmaco administrado en la
forma farmacéutica de prueba con la del mismo farmaco administrado mediante la

forma farmacéutica convencional. Por lo tanto, la biodisponibilidad relativa es una

e
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medida de la eficacia de la absorcion de un mismo principio activo desde dos formas

farmacéuticas similares®?.

Bioequivalencia

Es un término utilizado en farmacocinética para evaluar comparativamente la
equivalencia terapéutica entre dos formulaciones de un medicamento que contiene
el mismo principio activo. Para que dos medicamentos sean bioequivalentes deben
ser equivalentes farmacéuticos o alternativas farmacéuticas y su biodisponibilidad,
en magnitud y velocidad, deben ser similar en tal grado que sus efectos, en términos

de eficacia y seguridad, seran esencialmente los mismos®?.
Equivalentes Farmaceéuticos

Son productos farmaceéuticos que contienen idénticas cantidades de los mismos
principios activos, 0 sus mismas sales o ésteres, en idéntica forma farmacéutica y
via de administracion, pero no necesariamente contienen los mismos excipientes, y
que cumplen con las mismas o comparables especificaciones de calidad. Los
equivalentes farmacéuticos no necesariamente implican bioequivalencia ya que
diferencias en los excipientes y/o procesos de manufactura pueden conducir a una

rapida o lenta disolucién y/o absorcion.
Alternativa Farmacéutica

Los productos farmaceéuticos son alternativas farmacéuticas si contienen idénticas
cantidades de los mismos principios activos, pero difieren en su forma farmacéutica
o en su forma quimica. Las alternativas farmacéuticas entregan la misma fraccion

activa por la misma ruta de administracion pero no son equivalentes farmacéuticos.
Equivalente terapéutico

Cuando se trata de medicamentos equivalentes farmacéuticos o alternativas
farmacéuticas que después de la administracién a las mismas dosis molares, los
efectos referidos a la seguridad y eficacia son esencialmente los mismos al ser
administrados a pacientes, por la misma ruta y bajo las condiciones declaradas en el

etiquetado.

Producto Farmacéutico Innovador




Es en general el que se registré por primera vez, por lo que usualmente corresponde
a un IFA patentado y para el que se realizaron los estudios completos de calidad,
seguridad y eficacia. Por lo general es el producto de eleccién para demostrar la

intercambiabilidad.
Producto Genérico

Son los que contienen un mismo ingrediente farmacéutico activo y se comercializan
bajo la denominacion comun internacional o bajo una marca. Se fabrican por
multiples fabricantes y en muchas ocasiones no tienen la misma fortaleza ni la
misma forma de dosis que el producto innovador. El nombre genérico se utiliza para
denominar un ingrediente farmaceéutico activo que no esta amparado por marca y

coincide en general con la denominacion comun internacional de la sustancia.
Producto Farmacéutico Multiorigen

Son productos farmacéuticamente equivalentes o alternativas farmacéuticas que se
fabrican por diferentes fabricantes en el mundo y que pueden o no ser equivalentes
desde el punto de vista terapéutico. Es la denominacion actual para los llamados
medicamentos genéricos. Este término se utiliza por la OMS para evitar confusiones
dado que el término “producto genérico” tiene significados diferentes en distintas

jurisdicciones.
Producto Farmacéutico Intercambiable

Es el producto terapéuticamente equivalente a un producto innovador o de

referencia.

1.2 Estudios de bioequivalencia

Los estudios de bioequivalencia se iniciaron en el afio 1977, cuando la FDA exigi6 la
realizacion de determinaciones farmacocinéticas, a través de la medicion del area
bajo la curva (AUC) y la concentracién plasmatica maxima (Cmax), para farmacos
genéricos de digoxina, fenitoina, antidepresivos triciclicos e hipoglucemiantes orales

que habian reportado problemas de eficacia®®.

Los estudios de bioequivalencia in vivo han sido avalados durante muchos afos
como el estandar de oro para demostrar la seguridad y eficacia de los medicamentos

genéricos®™. Sin embargo, con el surgimiento y aplicacion del SCB los estudios de
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bioequivalencia in vitro han alcanzado un notable auge en el campo de los
medicamentos genéricos. Estos estudios son de mayor rapidez, menor costo y con

menos problemas éticos asociados que los tradicionales ensayos in vivo®.

La utilizaciéon de los estudios in vitro (ensayos comparativos de velocidad de
disolucién a diferentes valores de pH) se basan en el hecho de que luego de la
administracion oral de una forma farmacéutica solida, la absorcion del principio
activo depende de los procesos de liberacion, disolucion y permeabilidad a travées de
la barrera gastrointestinal®. Las diferencias observadas in vivo entre la velocidad y
la cuantia de la absorcion de un principio activo en dos productos farmacéuticos
orales solidos (Equivalentes Farmacéuticos o Alternativas Farmacéuticas) pueden
ser atribuibles a diferencias en la cinética de liberacion-disolucion del farmaco in
vitro.  Sin embargo, cuando la liberacién-disolucion in vivo de una forma
farmacéutica solida de liberacién inmediata es rapida con relacion al vaciamiento
gastrico y el principio activo tiene una alta permeabilidad, es poco probable que la
velocidad y la cuantia de la absorcion del farmaco dependan de la liberacion-
disolucion y/o el tiempo de transito gastrointestinal del farmaco. Bajo tales
circunstancias, es posible que no sea necesaria la demostracion de la
bioequivalencia in vivo para los productos farmacéuticos que contienen ingredientes
farmacéuticos activos con alta solubilidad y alta permeabilidad, siempre que los
excipientes usados en la forma farmacéutica y el proceso de fabricacion no afecten

significativamente la absorcion de los ingredientes farmacéuticos activos®.

1. 3 Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica

El SCB es un marco cientifico utilizado para clasificar los principios activos
basandose en su solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal. Cuando se combina
con la cinética de liberacion-disolucion del producto farmacéutico, el SCB considera
tres factores principales que gobiernan la velocidad y cuantia de la absorcion a partir
de formas farmacéuticas de liberacién inmediata: disolucién, solubilidad vy

permeabilidad intestinal®.

De acuerdo al SCB, los principios activos se clasifican de la siguiente manera:




Clase Solubilidad Permeabilidad

I Alta Alta
Il Baja Alta
[l Alta Baja
AV Baja Baja

Esta clasificacion puede ser usada para el marco de las especificaciones de la
disolucion in vitro y puede también proveer un base para predecir la probabilidad de

obtener una correlacion in vivo—in vitro (IVIVC) satisfactoria®.

La US-FDA, EMA y OMS tienen implementada la bioexencion basada en el SCB
para sustituir los estudios de bioequivalencia in vivo para los IFAs de FFSLI,
clasificados como Clase | y Clase lll, siempre y cuando este cientificamente

justificado y recomendado™*®?.

1.3.1 Clasificacion de la solubilidad

Un IFA se considera de alta solubilidad, cuando la mayor dosis terapéutica simple es
soluble en 250 mL o menos de medio acuoso en un rango de pH de 1,2- 6,8. El
perfil pH-solubilidad del IFA debe ser determinado a 37+1°C en medio acuoso. Se
recomienda un minimo de tres determinaciones de solubilidad por cada valor de
pH®.

Cuando la solubilidad aparece en forma cualitativa, se suele aplicar el término
descriptivo para aproximar la solubilidad basado en las referencias estandares

descritas por el Merck Index o la Farmacopea de los Estados Unidos (USP)?429).

1.3.2 Métodos para la determinacién experimental de la solubilidad

Hay varios métodos descritos en la literatura para evaluar la solubilidad experimental
de un IFA, sin embargo el mas utilizado es el método de "Shake Flask" o matraces
saturados. Este es un método sencillo que consiste en obtener una solucion
sobresaturada del IFA en los medios de disolucion en estudio. La solucién se deja
en agitacién por un tiempo determinado y luego se deja reposar para lograr la
sedimentacion y alcanzar la solubilidad en equilibrio. El farmaco es cuantificado
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tomando muestras del sobrenadante. Es un método sencillo, de facil implementacion

y cuyos resultados son reproducibles®®.

1.3.3 Clasificacion de la permeabilidad

Un IFA es altamente permeable cuando la magnitud de la absorcion es superior o
igual al 85%, basado en estudios de balance de masa o en comparacion con la
administracion intravenosa del producto de referencia (biodisponibilidad absoluta).
Idealmente estos estudios deben ser realizados a la misma dosis que la utilizada
para la clasificacion de la solubilidad. Si esto no es posible, se debe justificar la

linealidad farmacocinética de la dosis, para el uso de otras dosis!”"

1.3.4 Métodos para la determinacién experimental de la permeabilidad

Existen cinco enfoques principales para demostrar una alta permeabilidad bajo el
marco del SCB: i) estudios de biodisponibilidad absoluta o de balance de masa en
seres humanos, ii) recuperacion urinaria de medicamento inalterado en seres
humanos, iii) estudios de perfusion intestinal in vivo en seres humanos, iv) estudios
de permeabilidad in vitro a través de un cultivo de monocapas de células epiteliales,
y/o v) metabolismo elevado segun la definicion del Sistema de Clasificacion

Biofarmacéutica de Distribucion de Farmacos (BDDCS)?#"29),

Los estudios en células Caco-2 (células de adenocarcinomas de colon humano) son
recomendados por la US-FDA y la EMA como un modelo adecuado para evaluar la

permeabilidad intestinal®".

Las células Caco-2 son capaces de diferenciarse
morfologica y funcionalmente, de manera espontanea, a células con gran similitud al
enterocito intestinal humano®®. Varios autores han demostrado que los farmacos
pueden ser agrupados en diferentes niveles de absorcién en base a los valores de
permeabilidad en células Caco-2 (tabla 1). Los compuestos con alta permeabilidad
en células Caco-2 son normalmente bien absorbidos, mientras que los de baja
permeabilidad no siempre exhiben una pobre absorcién in vivo®*29. Sin embargo,
inferir una baja absorcion, basado solamente en los valores de permeabilidad en
Caco-2, es muy dudoso, ya que tanto la solubilidad como la estabilidad metabélica

pueden influir en los valores de absorcion.
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Tabla 1. Correlacidn entre la permeabilidad en células Caco-2 y la absorcion oral en

humanos descrita en la literatura.

Datos analizados Rango de Caco-2 Criterio de Absorcién
(Referencia) (Papp) X 10°cm/s
17 farmacos®™" >1 Absorcién completa

0lal 1%< Absorcion <100%

<0,1 Absorcion <1%
36 farmacos, compuestos <1 Pobre absorcion (0-20%)
similares a farmacos y lalo Moderada absorcién (20-70%)
excipientes®? 210 Buena absorcién (70-100%)
51 farmacos, compuestos <0,4 Muy pobre absorcion oral
similares a farmacos®® >7 Excelente absorcion oral
120 farmacos, compuestos >16 Alta absorcion (>75%)
similares a farmacos®? 0,1a10 Amplio rango de absorcién
20 farmacos®™ >14 Alta absorcion (90-100%)
<5 Baja absorcién (0-89%)

P.pp: cOnstante de permeabilidad

Las células MDCK (Madin-Darby Canine Kidney) son un modelo clasico para
estudiar la regulacion del crecimiento celular, el metabolismo y los mecanismos de
transporte. De forma similar a las Caco-2, se han logrado diferenciar en epitelios
columnares y formar uniones estrechas cuando se cultivan en membranas
semipermeables. Su uso como modelo de barrera celular para validar el transporte
de farmaco en el epitelio intestinal ha sido muy amplio. Entre las dos lineas celulares
(Caco-2 y MDCK) se han obtenido excelentes correlaciones (>0,90)®. A su vez, se
han establecido correlaciones muy bien definidas de ambos tipos de células con la

fracciéon absorbida en humanos.

Por otra parte también se han realizado estudios de permeabilidad en membranas
artificiales paralelas (PAMPA). Este es un método in vitro, muy utilizado por las
compafias farmacéuticas que permite una rapida evaluacion de la permeacion
transcelular. Estas membranas lipidicas carecen de poros y de sistemas de
transporte activo®”. El método BAMPA desarrollado por Sugano y col.®® en el 2001,
surge como una alternativa al método PAMPA, son membranas artificiales

biomiméticas que tratan de imitar el borde de cepillo de la membrana intestinal.
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Uno de los modelos mas ampliamente utilizados para la determinacion de la
permeabilidad intestinal es el método in vitro de intestino de rata aislado®. La
utilidad de este modelo para estudiar la absorcion de farmacos ha sido ampliamente
investigada y su aplicacion combinada con otros modelos experimentales como
Caco-2, MDCK, etc. demuestra ser una herramienta mas confiable, no sélo para
caracterizar la permeabilidad de los farmacos sino también para clasificar la
permeabilidad de acuerdo al SCB y por consiguiente, para procedimientos de

bioexencion basados en este sistema®?.

Por ultimo, otro de los métodos de permeabilidad comunmente utilizados son los
estudios de perfusion in situ en ratas dentro de los que podemos sefialar el método
de paso simple®? y el método de lazo cerrado desarrollado por Doluisio y col.“?.
Ambas metodologias brindan condiciones experimentales muy cercanas a lo que
ocurre durante el proceso de absorcion oral. Varios estudios han demostrado que la

magnitud de la absorcion en humanos puede ser predicha por estos métodos in
SitU(4l'43’44).

1.3.5 Clasificacion de la disolucion
Se considera que un producto medicamentoso de liberacibn inmediata es de
disolucion rapida cuando un 85% o mas de la cantidad marcada de la sustancia
medicamentosa se disuelve dentro de los 30 minutos*®” usando el Aparato | de la
USP (canastilla) a 100 rpm o el Aparato Il (paleta) a 50 rpm, en un volumen de 900
mL (EMA, OMS) o 500 mL (FDA) en cada uno de los siguientes medios:

e 0,1 N de HCI o Fluido Gastrico Simulado USP sin enzimas

e Tampon de pH 4,5 (acetato)

e Tampon de pH 6,8 (fosfato) o Fluido Intestinal Simulado sin enzimas.

Se considera que un producto medicamentoso de liberacion inmediata es de
disolucién muy rapida cuando un 85% o mas de la cantidad marcada de la sustancia
medicamentosa se disuelve en 15 minutos, usando las mismas condiciones

anteriores.

1.4 Bioexencién basada en el Sistema de Clasificacién Biofarmacéutica

La bioexencidén es la prerrogativa de la autoridad reguladora para eximir de la

obligacion de presentar estudios de bioequivalencia in vivo (ensayo clinico en
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humanos) para el establecimiento de la equivalencia terapéutica, la cual puede
demostrarse mediante estudios in vitro. Para formas farmacéuticas solidas orales de
liberacién inmediata, la evidencia de bioequivalencia se determina basandose en
una comparacion del perfil de disolucion in vitro entre el producto en estudio y el
producto de referencia, siempre y cuando el IFA tenga adecuados valores de

solubilidad y permeabilidad intestinal®®".

La bioexencion elimina la exposicion innecesaria de individuos sanos a
medicamentos, reduce la carga regulatoria y proporciona alivio econdmico,
manteniendo en alto los estandares de salud publica para la equivalencia
terapéutica’®. Especialmente en paises en vias de desarrollo, donde a menudo no
hay recursos suficientes para realizar los estudios de bioequivalencia in vivo, el uso
del SCB se convierte en una herramienta importante para asegurar la eficiencia y

calidad de los productos farmacéuticos”.

En la figura 1 se muestra un procedimiento general de bioexencion de un IFA
cumpliendo con los requerimientos de las principales agencias reguladoras de
medicamentos (US-FDA, OMS y EMA).
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Alternativa o equivalente farmacéutico de formas sélidas orales
de liberacion inmediata

L 2

Producto registrado/GMP

\ 4

Excipientes sin efecto sobre: GT,

. Forma Polimorfica absorcion, solubilidad in vivo, NO
indice Terapéutico (T122) estabilidad in vivo »
Riesgo sanitario Presencia/cantidad en farmaco
innovador

9 .

Alternativa o equivalente farmacéutico de formas sélidas orales
de liberacion inmediata

¥ . 4
[j | | lylv | NO

Formas de Formas de
disolucion muy disolucion muy
rapida/ rapida rapida
¥ ¥
Perfiles de disolucioén in vitro similares a pH 1,2; 4,5; 6,8 &
(50=f,<100)

Demostracion de bioequivalencia mediante ensayo de disolucion in vitro ]

Figura 1. Bioexencion de estudios de bioequivalencia in vivo de formas
farmacéuticas solidas orales de liberacion inmediata, utilizando ensayos de

disolucién in vitro, de acuerdo al SCB.

La bioexencion es aplicable a FFSLI, cuyo proceso de produccién cumpla con las

Buenas Practicas de Fabricacion de Productos Farmacéuticos (BPF).

Para bioexonerar un IFA de un estudio de bioequivalencia in vivo es necesario
evaluar las caracteristicas propias del principio activo y de la forma de dosificacion.
Inicialmente se necesitan conocer las caracteristicas polimérficas del farmaco, ya

que diferencias en el polimorfismo de un IFA pueden modificar la
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biodisponibilidad“®. Otro elemento a considerar es el indice terapéutico, el SCB no
es aplicable a farmacos con estrecho margen terapéutico. La formulacion
farmacéutica no debe presentar excipientes criticos que puedan afectar la absorcion
del IFA“®. Después de evaluados todos los factores anteriores se debera clasificar
el farmaco segun el SCB pudiendo someter a bioexencion farmacos clasificados
como Clase | y/o Clase lll. Si los perfiles de disolucién son similares en el rango de
pH estudiado se podra demostrar la bioequivalencia mediante un ensayo disolucién

in vitro®87,

1.5 Regulatoria sobre Bioequivalencia in vitro

La bioexencién ha sido incorporada a las normativas de las principales agencias
reguladoras de medicamentos en el mundo como la OMS, US-FDA y EMA,
aceptando la demostracion de bioequivalencia in vitro para farmacos clasificados

como Clase | y Clase Ill segin el SCB (tabla 2)“**7,

Tabla 2. Marco regulatorio Internacional sobre bioequivalencia in vitro.

Agencia Reguladora Regulacion

Administracién de FArmacos
y Alimentos (US-FDA)

e Waiver of In Vivo Bioavailability and Bioequivalence Studies
for Immediate- Release Solid Oral Dosage Forms Based on
a Biopharmaceutics Classification System: guidance for
industry (US-FDA, 2017)®

o Dissolution Testing and Specification Criteria for
Immediate-Release Solid Oral Dosage Forms containing
Biopharmaceutics Classification System class 1 and 3
Drugs Guidance for Industry (Draft Guidance, 2015)®

Agencia Europea de e Guideline on the investigation of bioequivalence, 2010®

Medicamentos (EMA) e Compilation of individual product-specific guidance on
demonstration of bioequivalence. EMA 2016“"

Organizacién Mundial de la e Multisource (generic) pharmaceutical products: guidelines

Salud (OMS) on registration requirements to establish interchangeability.
WHO 20177

En la mayoria de los paises latinoamericanos la bioexenciéon se considera una
herramienta (til para demostrar la intercambiabilidad terapéutica de los

medicamentos genéricos (tabla 3). Sin embargo, su aplicacion aun es escasa debido

e
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fundamentalmente al limitado nimero de laboratorios 0 centros acreditados para la
realizacion de estos estudios y a la ausencia de una clasificacion biofarmacéutica de
los medicamentos esenciales que defina los principios activos candidatos a

bioexencién.

Tabla 3. Marco regulatorio sobre bioequivalencia in vitro en las principales agencias

de medicamentos de América Latina y el Caribe

Pais Agencia Aceptan el Regulacion
Reguladora SCB (Si/No)
Brasil ANVISA Si e Direccién Colegiada de la Resolucidon- RDC n° 37
del 3 de Agosto 2011

Guia para la insercién o sustitucion de estudios
de Biodisponibilidad/ Bioequivalencia relativa®®.

Chile ISP Si e Resolucién.Exenta No 727/05 Norma que define
los criterios destinados a establecer equivalencia
terapeutica en productos farmacéuticos en Chile.
(Res. Ex. 727/05, Publicada en la gaceta official
en Nov. 29, 2005)“?

e GBIOF 02: Bioexencion de los estudios de
Biodisponibilidad/Bioequivalencia para establecer
Equivalencia Terapéutica de Formas
Farmacéuticas Solidas Orales®”

Cuba CECMED Si ¢ Regulacion. No. 18 / 2007. "Requerimientos para
los estudios de biodisponibilidad y
bioequivalencia"®".

e Regulacién No. 48 / 2007. "Requerimientos para
aplicar y/o disefiar un ensayo de disolucion para
capsulas y tabletas de liberacién inmediata™®?.

Colombia INVIMA Si e Resolucion Numero 1124 de 2016. Guia de
Biodisponibilidad (BD) y Bioequivalencia (BE)®?.
El Salvador DNM Si e Reglamento  Técnico Salvadorefio RTS
11.02.01:16 Productos Farmacéuticos.
Medicamentos de uso humano. Bioequivalencia e
intercambiabilidad®?.
Ecuador ARCSA Si e Reglamento Sustitutivo de registro sanitario para
Medicamentos en general (Acuerdo No.
00000586)/Reform 2016
Republica  DIGEMAPS No e Dec. No. 246-06 que establece el Reglamento
Dominicana gue regula la fabricacién, elaboracién, control de

calidad, suministro, circulacion, distribucion,
comercializacion, informacion, publicidad,
importacion, almacenamiento, dispensacion,
evaluacion, registro y donacién de los
medicamentos®™®.

Panaméa DNFD Si e Decreto de Bioequivalencia para consultar.
"Regula lo relativo a la Equivalencia
Terapéutica".2010%".

e
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e Ley1de 10 de enero de 2001. "Sobre
Medicamentos y otros Productos para la Salud
Humana". (G.O. 24218 de 12 de enero de
2001)%®

Peru DIGEMID Si * Directiva Sanitaria No. -MINSA / DIGEMID.V.01.

Directiva Sanitaria que Regula los Estudios de
Equivalencia para Demostrar la
Intercambiabilidad de Medicamentos

e Resolucion Ministerial 708/2015”

(59)

México COFEPRIS Si ¢ NORMA Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-2013,
Que establece las pruebas y procedimientos para
demostrar que un medicamento es
intercambiable. Requisitos a que deben sujetarse
los Terceros Autorizados que realicen las
pruebas de intercambiabilidad. Requisitos a los
que deben sujetarse los Terceros autorizados,
Centros de Investigacion o Instituciones
Hospitalarias que realicen las pruebas de
biocomparabilidad®®.

Venezuela INHRR Si e Resolucion No 212, por la cual se dictan las
Normas Venezolanas de Biodisponibilidad vy
Bioequivalencia de Productos Farmacéuticos®?.

Argentina ANMAT Si e Disposicion 758/2009: Criterios de Bioexencion
de Estudios de Bioequivalencia  para
medicamentos sélidos orales de liberacion
inmediata®®.

e Guia para la solicitud de Bioexenciones de

Ingredientes ~ Farmacéuticos  Activos  con

Requerimiento de Bioequivalencia®”.

ANVISA: Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Brazil); ISP: Instituto de Salud Publica (Chile); CECMED: Centro para el
control estatal de medicamentos y dispositivos médicos (Cuba); INVIMA: Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y
Alimentos (Colombia); ARCSA: Agencia Nacional de Regulaciéon, Control y Vigilancia Sanitaria (Ecuador); DIGEMAPS:
Direccién General de Medicamentos, Alimentos y Productos Sanitarios (Dominican Republic); DIGEMID: Direccién General de
Medicamentos Insumos y Drogas (Pert); COFEPRIS: Comision Federal para la Proteccion contra riesgos sanitarios (Mexico);
ANMAT: Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Teconologia (Argentina); DNM: Direccién Nacional de
Medicamentos (El Salvador); INHRR: Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel (Venezuela); DNFD: Direcciéon Nacional de
Farmacia y Drogas (Panama)
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Cuba mantiene una regulatoria sobre bioequivalencia emitida en el afio 2006,
mediante la cual se reconocen los estudios de bioequivalencia in vitro segun el SCB.
Sin embargo, la regulatoria se encuentra desactualizada y no esta en
correspondencia con las recientes armonizaciones entre la FDA, OMS y EMA,
considerando aun los farmacos Clase Il del SCB como candidatos a bioexencion. La
regulatoria cubana vigente se muestra en la tabla 3, no obstante el CECMED se
encuentra en un proceso de actualizacion de la regulatoria sobre bioequivalencia

(comunicacion personal).

1.6 Industria Farmacéutica Cubana de Genéricos

La industria farmacéutica cubana tiene dentro de su mision la produccién de
medicamentos para el mejoramiento de la salud del pueblo y la generacion de
bienes exportables. Uno de sus principales programas es el desarrollo de

medicamentos genéricos y productos farmacéuticos de avanzada.

Méas de la mitad de los medicamentos que conforman el Cuadro Basico de
Medicamentos de Cuba (CBM) son genéricos nacionales, por lo cual el SCB debe
considerarse por el Centro para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos Yy
Dispositivos Médicos (CECMED) como una valiosa herramienta para asegurar la
seguridad y eficacia de los medicamentos producidos, ademas su utilizacion
facilitaria la inclusion de medicamentos cubanos en el mercado internacional

disminuyendo los costos y problemas éticos de los tradicionales estudios in vivo.

Los principales retos a los que se enfrenta la industria farmacéutica cubana en
cuanto a la aplicacion del SCB es la desactualizacién de la normativa nacional
vigente, la ausencia de laboratorios o centros acreditados por el CECMED para la
realizacion de estudios in vitro, asi como la ausencia de una lista de medicamentos

gue de acuerdo a su clasificacion puedan ser considerados para bioexencion

1.7 Citrato de Sildenafil

1.7.1 Caracteristicas generales

INN: Citrato de sildenafil. CAS: 171599-83-0. Su nombre quimico es citrato de 1-[4-
etoxi-3-(6,7-dihidro-1-metil-7-oxo-3-propil-1H-pirazol[4,3-d] pirimidin-5-il) fenilsulfonil]
-4-metilpiperazina y su estructura se muestra en la figura 1. La féormula quimica es

C22H3oNgO04S*CsHgO7 y el peso molecular es de 666,703 g/mol.
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Figura 2. Estructura quimica del citrato de sildenafil (ChemDraw Version.12.03.1216
Cambridgsoft)

1.7.2 Indicaciones terapéuticas, dosis recomendada e indice terapéutico

El citrato de sildenafil es un farmaco utilizado para el tratamiento de la disfuncion
eréctil y la hipertension arterial pulmonar. Este compuesto actia mediante la
inhibicion de la fosfodiesterasa tipo 5 (PDEs) especifica de GMP ciclico (GMP.), una
enzima que promueve la degradacion del GMP. y que regula el flujo de sangre en el

pene.

La dosis oral maxima para el tratamiento de la disfuncion eréctil es de 100 mg/d. En
adultos mayores de 18 afos, se recomienda iniciar con una dosis de 50 mg, 1 hora
antes de comenzar la actividad sexual. Segun la respuesta individual del paciente, la
dosis puede ser aumentada a 100 mg o disminuida a 25 mg. La maxima frecuencia

recomendada es de una dosis en 24 horas.

Para el tratamiento de la hipertension arterial pulmonar la dosis es de 60 mg/d (20
mg tres veces al dia). En los pacientes con insuficiencia hepatica la dosis inicial
debe ser de 25 mg. En la hipertension arterial pulmonar neonatal y nifios de 1 mes

hasta 18 afios la dosis maxima es de 2 mg/Kg cada 6 horas.

Los eventos adversos mas frecuentes observados durante el tratamiento con citrato
de sildenafil son: epistaxis, cefalea, sofocos, dispepsia, insomnio, rinitis, sinusitis,

diarrea, aumento de temperatura, mialgia, parestesia, priapismo, etc®.

De forma general el rango terapéutico del citrato de sildenafil es mayor que 2, lo que

le da un margen de seguridad mayor.
1.7.3 Propiedades quimico-fisicas

El citrato de sildenafil es un sdlido cristalino de color blanco, ligeramente

higroscopico®. El compuesto es muy soluble en dimetilsulféxido (DMSO),
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dimetilformamida (DMF) y en disoluciones diluidas de acidos minerales. Es
moderadamente soluble en &cido acético, agua y etanol; ligeramente soluble en
metanol; y casi insoluble en hexano y cloroformo. Se ha descrito en la literatura la

presencia de tres polimorfos®”.

La lipofilidad reportada del citrato de sildenafil en octanol/agua (logPsigenari),
determinada por métodos potenciométricos, es de 3.18®®. Otros autores describen
el valor de 10gPsigenaii = 2,27%%; 2,718y 0,78¢".

El coeficiente de distribucion (Log D) del citrato de sildenafil a pH 3, 7 y 11 fueron de
-0,52; 159 y 1,13 para las especies -catidnicas, neutras y anibnicas,
respectivamente. Los valores calculados de Log D utilizando ACD/Labs y bajo las
mismas condiciones de pH anteriores, fueron de -0,52; 2,24 y 2,01,
respectivamente®®. Ambos resultados indican que la lipofilidad de las diferentes
especies estan en el siguiente orden: neutra > anidnica > catidnica, e inversamente
proporcional a sus solubilidades. Por otro lado Walker y col. describen un valor

experimental de Log D74 de 2,7,

El citrato de sildenafil es un anfolito con valores de pKa = 6,78 (protonacion de la
amina terciaria) y 9,12 (desprotonaciéon de la pirimidinona). El compuesto es

basicamente neutro a pH fisiol6gico®®.

1.7.4 Comportamiento farmacocinético

Luego de la administracion oral, el citrato de sildenafil es rapidamente absorbido,
alcanzando un pico de concentracion plasmatica alrededor de 1 hora (0,5-2
horas)’? El valor medio de biodisponibilidad absoluta esta entre 38% y 41%>%:
Los estudios de absorcién del citrato de sildenafil marcado con [*C] indican que el
92% de la dosis administrada es completamente absorbida, por lo que su baja
biodisponibilidad no es debido a una absorcion incompleta sino que es el resultado

de un extensivo metabolismo de primer paso intestinal y hepatico!.

Cuando el citrato de sildenafil es administrado con alimentos se reduce la velocidad
de absorcidn con un retraso en el Tyax de 60 minutos y una reduccion de un 29% en

el Cax.
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Tanto el citrato de sildenafil como su principal metabolito (N-desmetil sildenafil)
presentan una alta afinidad por las proteinas plasmaticas (=96%), siendo el
enlazamiento a proteinas independiente de la concentracién del farmaco™. Luego
de la administracion intravenosa del citrato de sildenafil, el valor medio del volumen
de distribucién en el estado estacionario (Vss) es de 105 L, lo cual excede
sustancialmente el volumen acuoso total del organismo (= 42 L), indicando una

amplia distribucién a tejido y una posible unién a proteinas extravasculares!?.

La semivida de eliminacion (Ti,) del citrato de sildenafil es de 3-5 horas,
independientemente de la via de administracion. El sildenafil presenta un amplio
metabolismo, no detectdndose en heces y orina la presencia de farmaco inalterado.
Luego de la administracion oral, entre el 73-88% de los metabolitos son excretados

en heces fecales y entre un 6-15% en orina‘’?.

El aclaramiento sistémico (CL) del citrato de sildenafil es de 41 L/h, lo que lo clasifica
como un farmaco con una razén de extracciéon hepatica intermedia (50%)7?. El
sildenafil es metabolizado principalmente por la isoenzima CYP3A4 del citocromo
Puso, Y €n menor extension por la CYP2C9?. La farmacocinética del sildenafil

citrato es lineal en el rango de dosis recomendado (25 a 100 mg)"?.

1.7.5 Comportamiento de la forma de dosificaciéon
Se han identificado en la literatura especializada muy pocos estudios que muestren
resultados de bioequivalencia entre formulaciones de liberacién inmediata de citrato

de sildenafil.

La biodisponibilidad relativa entre comprimidos comerciales y genéricos de tabletas
de 100 mg de citrato de sildenafil se evaludé en voluntarios mexicanos sanos, en
ayunas y utilizando un disefio aleatorizado cruzado®®. Para el citrato de sildenafil,
en un intervalo de confianza del 90%, el logaritmo de Cax, €l AUCp.24 Y €l AUCq.in
fueron 86,5- 113,6%, 94,7- 108,8% y 94,9- 108,8%, respectivamente. Estos
resultados sugieren que el genérico de sildenafil cumple con los criterios regulatorios

para asumir que es bioequivalente con el de referencia.

Otro estudio de bioequivalencia de tabletas de sildenafil 20 mg se desarrollé en
voluntarios masculinos Tailandeses"®. El ensayo a dosis Unica, aleatorizado, abierto

y cruzado se realizé en 32 voluntarios sanos en condiciones de ayuna. Los valores
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de la media geométrica (90% IC) para la razon entre los parametros AUCy.24, AUCo.
inf Y Cmax para el producto de ensayo sobre el de referencia fueron 101,0% (92,0-
110,9%), 100,8% (92,1- 110,4%) and 100,9% (90,0-113,1%) para el sildenafil,
respectivamente. Ambas formulaciones fueron bioequivalentes en términos de

velocidad y magnitud de la absorcion.

Otros estudios de bioequivalencia para formulaciones orodispersables o de
disgregacion bucal han sido descritos en la literatura™"®. En todos los casos las

formulaciones de ensayo han sido bioequivalentes con las de referencia.
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Capitulo 2- Materiales y Métodos

Toda la informacion relevante sobre la permeabilidad y la solubilidad del citrato de
sildenafil fue recopilada de bases de datos electrénicas disponibles como PubChem

(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov), DrugBank (https://www.drugbank.ca), y Medline

(https://medlineplus.gov/spanish/encyclopedia.html). Ademas se revisaron articulos

cientificos y otros documentos de referencia como la Farmacopea de los Estados
Unidos®®.

2.1 Compuesto de ensayo

El citrato de sildenafil (pureza > 99%) fue suministrado por los Laboratorios
MEDSOL (Habana, Cuba). El resto de los reactivos utilizados durante el estudio
fueron de grado analitico. Los reactivos fueron suministrados por Sigma-Aldrich

(Barcelona, Espafia).

2.2 Procedimientos normalizados de operaciéon utilizados en los ensayos de

solubilidad y permeabilidad

En la tabla 4 se muestra una relaciébn de los procedimientos normalizados de
operacion (PNO) utilizados para el estudio de solubilidad y permeabilidad del citrato
de sildenafil. Todos los procedimientos fueron aprobados con antelacion por el

Departamento de Aseguramiento de la Calidad del Centro de Bioactivos Quimico.

Tabla 4. Relacién de Procedimientos Normalizado de Operacién (PNO) utilizados en

los ensayos de solubilidad y permeabilidad intestinal.

Caodigo Titulo

PNO: 1.G.001 PNO. Metodologia para la confeccion de los protocolos de
investigacion.

PNO:1.12.001 PNO. Limpieza, desinfeccidn y esterilizacion del material quirdrgico
y cristaleria.

PNO: 1.12.002 | PNO. Recepcion, identificacion y almacenamiento de muestras
para estudios de Bioequivalencia.

PNO: 1.12.005 PNO. Manipulacién de la rata.
PNO: 1.12.006 PNO. Pesaje de rata en el laboratorio.
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PNO: 1.12.007 PNO. Eutanasia en rata.
PNO: 1.12.008 PNO. Administracion intraperitoneal en rata.
PNO: 1.12.010 PNO. Traslado y recepcién de animales (ratas).

PNO: R.01.005 | PNO. Manejo y eliminacion de desechos en la Unidad de
Modelacion y Experimentacion y Biofarmacéutica.

PNO: 1.12.T01 PNO. Permeabilidad in situ en ratas Sprague Dawley (método de
perfusion en lazo cerrado)

PNO: 1.12.T03 | PNO. Ensayos de solubilidad por el método de Shake Flask o
método de agitacion hasta saturacion en matraces.

FCE.1.04.001 PNO. Funcionamiento y cuidado de Agitador Vortex.
FCE.I.04.008 PNO. Funcionamiento y cuidado del Bafio de Maria.
FCE.I.04.009 PNO. Funcionamiento y cuidado del Bidestilador de agua.
FCE.I.04.010 PNO. Funcionamiento y cuidado del Espectrofotdmetro UV-Vis.

FCE.|.04.011 PNO. Funcionamiento y cuidado del Bafio de Agua
Termostatizado.

FCE.I.04.013 PNO. Funcionamiento y cuidado de la Balanza de Plato.
FCE.F.02.017 PNO. Funcionamiento y cuidado de la Balanza Microanalitica.
FCE.I.04.016 PNO. Funcionamiento y cuidado de la Centrifuga.
FCE.I.04.026 PNO. Funcionamiento y cuidado del pH-metro.

FCE.I.04.028 PNO. Funcionamiento y cuidado de las micropipetas.

2.3 Determinaciéon experimental de la solubilidad

Para complementar la informacion de solubilidad publicada en la literatura sobre el
citrato de sildenafil, se realizo la determinacion experimental de la solubilidad en un
rango de pH entre 1,2 y 6,8, de acuerdo a lo establecido en las normativas de la
oMS"). Las mediciones se desarrollaron segin el método de saturacién de

|.(26)

matraces (Shake Flask) propuesto por Baka y co y siguiendo las

recomendaciones de Avdeef y col."’” para optimizar las mediciones de solubilidad.
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2.3.1 Preparacion de las soluciones buffer
Los medios de disolucion fueron preparados siguiendo las instrucciones de la
Farmacopea de los Estados Unidos USP XXXVIII®. Las cantidades de reactivos

fueron recalculadas segun los voliumenes utilizados en el estudio.

Solucién amortiquadora pH=1,2 (Volumen = 100 mL)

Se colocaron 25 mL de solucién de cloruro de potasio (KCI) 0,2 M en un matraz
volumétrico de 100 mL, se agregaron 42,5 mL de solucion de acido clorhidrico (HCI)

0,2 My se completo el volumen con agua destilada.

Solucién de cloruro de potasio (KCI) 0,2 M: Se pesaron 1,491 g de cloruro de
potasio, se adicionaron a un matraz de 100 mL y se complet6 el volumen con agua

destilada.

Solucién de acido clorhidrico (HCI) 0,2 M: Se tomaron 1,64 pL de &cido clorhidrico al
37%, se afadi6 a un matraz de 100 mL y se completé el volumen con agua

destilada.

Solucién amortiguadora pH=4,5 (Volumen = 100 mL)

Se colocaron 0,299 g de acetato de sodio trihidratado (NaC,H30,-3H,0) en un
volumétrico de 100 mL, se agregaron 1,4 pL de solucibn de &cido acético

(CH3COOH) 2N y se completo el volumen con agua destilada.

Solucién de acido acético (CH3COOH) 2N: Se tomaron 2,891 uL de CH3COOH al 99

%, se afadio a un matraz de 25 mL y se completé el volumen con agua destilada.

Solucién amortiguadora pH=6,8 (Volumen = 100 mL)

Se colocaron 25 mL de solucién de fosfato monobasico de potasio (KH2,PO4) 0,2 M
en un volumétrico de 100 mL, se agregaron 11,2 mL de solucién de hidroxido de

sodio (NaOH) 0,2 M y se complet6 el volumen con agua destilada.

Solucion de fosfato monobéasico de potasio (KH,PO,4) 0,2 M: Se pesaron 2,722 g de
fosfato monobasico de potasio, se adicionaron a un matraz de 100 mL y se complet6

el volumen con agua destilada.

Solucion de hidréxido de sodio (NaOH) 0,2 M: Se pesaron 0,8 g de hidréxido de
sodio, se adicionaron a un matraz de 100 mL y se completdé volumen con agua

destilada.
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2.3.2 Preparacion de las curvas de calibracion

Para realizar la curva de calibracién a pH 6,8, se pesaron 2,13 mg de citrato de
sildenafil, luego se adiciond la soluciébn amortiguadora de pH 6,8 hasta completar un
volumen de 50 mL y obtener una concentracion final de 0,0426 mg/mL. A partir de
esta solucibn se prepararon 5 concentraciones para conformar la curva de

calibracion. El procedimiento que se siguié se muestra la figura 3.

Figura 3. Procedimiento de preparacion de la curva de calibracion a pH 6,8.

SOLUCION MADRE DE pH 6,8 (0,0426 mg/mL)

Concentracién deseada (mg/mL) 0,005 0,01 0,02 0,03 0,0426

| | | | |
Lo que se debera tomar de la
solucion madre en pL para 117 235 469 704 1000
obtener la concentracion deseada.
| | | | |

e N e N e N e N e N

Completar Completar Completar Completar Completar
hasta 1 mL hasta 1 mL hasta 1 mL hasta 1 mL hasta 1 mL

\ J \ J \ J \ J \ J

Lo que debera afadirse de la
solucion amortiguadora para
obtener la concentracion deseada.

Para la curva de calibracion a pH 4,5, se pesaron 1,54 mg de citrato de sildenafil, se
adiciond la solucion amortiguadora de pH 4,5 hasta completar 50 mL y obtener una
concentracion final de 0,0308 mg/mL. De esta solucion se prepararon 5
concentraciones para conformar la curva de calibraciéon. El procedimiento que se

sigui6 se muestra en la figura 4.

Figura 4. Procedimiento de preparacion de la curva de calibracion a pH 4,5.

SOLUCION MADRE DE pH 4,5 (0,0308 mg/mL)

Concentracion deseada (mg/mL) 0,005 0,01 0,015 0,02 0,0308

Lo que se debera tomar de la
solucién madre en pL para 162 325 487 649 1000
obtener la concentracion deseada.
| | | | |

e N e N e N e N e N

Completar Completar Completar Completar Completar
hasta 1 mL hasta 1 mL hasta 1 mL hasta 1 mL hasta 1 mL

\ J \ J \ J \ J \ J

Lo que debera afadirse de la
solucién amortiguadora para
obtener la concentracion deseada.

Finalmente, para realizar la curva de calibracion a pH 1,2, se pesaron 1,11 mg de

citrato de sildenafil, luego se adiciond solucion amortiguadora de pH 1.2 hasta

e
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completar 50 mL y obtener una concentracién final de 0,0222 mg/mL. De esta
solucion se prepararon 5 concentraciones para conformar la curva de calibracién. El

procedimiento que se siguié se muestra en la figura 5.

Figura 5. Procedimiento de preparacién de la curva de calibracion a pH 1,2.

SOLUCION MADRE DE pH 1,2 (0,0222 mg/mL)

I
I ] ] ] ]

Concentracion deseada (mg/mL) 0,005 0,01 0,015 0,02 0,0222

Lo que se debera tomar de la
solucién madre en pL para 225 450 676 900 1000
obtener la concentracion deseada.

s N s N s N s N s N

Completar Completar Completar Completar Completar
hasta 1 mL hasta 1 mL hasta 1 mL hasta 1 mL hasta 1 mL

\ J \ J \ J \ J \ J

Lo que debera afiadirse de la
solucioén amortiguadora para
obtener la concentracion deseada.

La cuantificacion se realiz6 por espectrofotometria UV-VIS a 292 nm.

2.3.3 Medicién de la solubilidad por el método de frasco de agitacion

Un exceso de citrato de sildenafil fue adicionado en 3 mL de cada solucion buffer
(pH 1,2-6,8). La suspension fue agitada por 6 horas a 300 rpm a 37+1 °C (Bafio
Termostatizado Julabo con unidad MIXControl, Alemania). Posteriormente las
muestras fueron mantenidas a 37+1 °C sin agitacion durante 18 horas para lograr la

sedimentacion.

Se extrajeron alicuotas de 1,5 mL del sobrenadante y se centrifugaron durante 10
min a 2000 rpm (Centrifuga Eppendorf AG 5430, Alemania). Todas las mediciones
de solubilidad se realizaron por triplicado. Para determinar la solubilidad del citrato
de sildenafil, se analizaron las muestras a la longitud de onda maxima del farmaco
(Amax = 292 nm), utilizando un espectrofotometro UV-Vis (Thermo-Fisher Genesys
10S, China). Antes de la lectura las muestras se diluyeron en dependencia de su
solubilidad en cada buffer. Los valores de absorbancia fueron interpolados en la

curva de calibracion.

2.3.4 Determinacion de la solubilidad intrinseca con el programa pDISOL-X™
El pDISOL-X™ es un programa para el andlisis de la disolucién en funciéon del pH,

peso del sélido, solubilidad, constantes de ionizacion, condiciones de agitacion,
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capacidad tampon, etc., mediante la simulacién de gradientes de concentracién de

micro-especies en la capa limite acuosa.

Inicialmente se utilizan los datos experimentales de los perfiles de logS-pH como
datos de entrada del programa. El algoritmo del programa considera las
contribuciones de todas las especies presentes en la solucion, incluyendo los
componentes del buffer. ElI enfoque no depende de ninguna extension
explicitamente derivada de las ecuaciones de Henderson-Hasselbalch. El algoritmo
computacional deriva internamente sus propias ecuaciones implicitas, que son

posteriormente refinadas por regresion no lineal de minimos cuadrados '®.

El programa asume una condicion inicial de una suspension del farmaco solido en
una solucién que a menudo contiene un electrolito de fondo, por ejemplo, 0,15 M
NaCl, idealmente con la suspension saturada sobre un amplio rango de pH. El
programa calcula la distribucion de las especies correspondientes a una secuencia
de adiciones de acido fuerte HCI (o de &cido débil H3PO4, H,SO4, acido acético,
etc.) para simular la especiacion de la suspension hasta pH ~ 0. Luego se simula
una secuencia de perturbaciones con NaOH (o KOH), y se calcula la solubilidad en
cada punto, hasta que se alcanza pH ~ 13. La fuerza idnica se calcula en cada paso

y se ajustan los valores de pKa ('®.

Al final de la simulacién, se compara la curva logS vs. pH calculada con la medida
real logS vs. pH. Luego se realiza un procedimiento por minimos cuadrados no
lineales, ponderados con logS, para refinar el modelo de equilibrio propuesto. El
proceso se repite hasta que las diferencias entre los valores logS calculados y
medidos alcancen un minimo. La calidad general del refinamiento se evalla
mediante la "bondad de ajuste” (GOF)\"®.

2.4 Determinacion experimental de la permeabilidad intestinal

El ensayo de determinaciéon de la permeabilidad, mediante perfusion intestinal in situ
en ratas, fue aprobado por el comité de ética del Centro de Bioactivos Quimicos,
cumpliendo las regulatorias nacionales e internacionales para el uso de animales de
laboratorio. Para el ensayo de permeabilidad se utilizaron ratas macho Sprague-
Dawley con un peso entre 250 y 295 g. Los animales fueron suministrados por el
Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB, La
Habana, Cuba).
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Las ratas fueron mantenidas en jaulas estandar, con ciclos luz-oscuridad de 12
horas. Los animales se alimentaron diariamente con comida estandar y agua ad
libitum. Antes de cada experimento, los animales se mantuvieron en ayuna durante

20 horas y se garantiz6 el suministro de agua para mantener la hidratacion.

2.4.1 Preparacion de las soluciones de lavado
Se prepararon dos soluciones de lavado, una para la limpieza del tracto intestinal (A)

y otra para ajustar el pH intestinal (B).

Solucién de Lavado A

NaCl..........ooeviiiiiiiiein, 9,0¢
O I 0,34 g
CaCl,.2H20........uvvveee 0,199
NaH,PO4.2H50............. 0,76 g
H,O bidestilada.............. csp 1L

Solucién de Lavado B

NaCl.....oooeiiiie 9,09

NaH,PO4.2H,0........... 0,041 g
Na;HPOg4....uviiieei. 0,058 g
H,O bidestilada.............. csp. 1l

Las disoluciones se almacenaron en refrigeracion.

2.4.2 Determinacion experimental de la permeabilidad por el método de perfusion in
situ

El método de perfusion in situ en lazo cerrado, basado en el método de Doluisio, se
realizo de acuerdo a lo referenciado en la literatura®?. Las ratas fueron anestesiadas
con una inyeccién de uretano al 25% (1,4 g/kg). Posteriormente se realiz6 una
incision abdominal, y una vez localizado el intestino delgado, se ligé el conducto
biliar evitando la circulacion entero-hepatica. Cada extremo del intestino delgado
(duodeno e ileon) fue canulado. La canula se conecté a una jeringa con una llave de
tres pasos para controlar la entrada de solucién en el intestino. Posteriormente, el
contenido intestinal se elimind mediante lavado con soluciones fisiologicas y el

intestino fue colocado nuevamente en la cavidad peritoneal y cubierto con una

31



almohadilla de algodén para mantener la hidratacion y evitar la pérdida de calor

corporal"®9,

Una disolucién de citrato de sildenafil (0,2 mg/mL) en buffer fosfato fue perfundido
por la jeringa proximal, y a los 5 minutos la muestra fue recogida por la jeringa distal
(400 pL). Este procedimiento se llevd a cabo alternativamente durante 30

minutos®82).

El perfusato fue inmediatamente analizado a la longitud de onda
maxima para el citrato de sildenafil (Amax = 292 nm), utilizando un espectrofotometro
UV-Vis (Thermo-Fisher Genesys 10S, China). Teniendo en cuenta que la
reabsorcién de agua puede ser significativa, al final del experimento se colect6 el
volumen remanente en el intestino y se determiné la constante de reabsorcién de

(83)

agua ko“”. La concentracion del farmaco en cada muestra se corrigidé segun la

siguiente ecuacion:

cC=C Vr

Donde C es la concentracién real en el tiempo, C. es la concentracion experimental
obtenida en cada tiempo, V, es el volumen inicial y V; es el volumen en cada tiempo
de toma de muestra. El coeficiente de absorcion (kap) en el tiempo inicial fue

obtenido por regresion lineal mediante la siguiente ecuacion:

C,=Co-eFat
El coeficiente de absorcion fue transformado en valores de permeabilidad segun la
siguiente ecuacion:
k

ap

2
Donde r es el radio intestinal perfundido, calculado por la relacion area/volumen

Papp =1

administrado, considerando un volumen de 10 mL y las mediciones de cada animal.

Se realizaron 6 réplicas del experimento.

2.5 Clasificacion biofarmacéutica provisional del citrato de sildenafil

Para clasificar el citrato de sildenafil, segun el SCB, se sigui6 la clasificacion de
compuestos "altamente permeables” y "altamente solubles” establecida por la
directriz de la OMS®.

Una vez determinada la solubilidad experimental del citrato de sildenafil en

soluciones buffers a pH 1,2; 4,5y 6,8, se calculo la relacion dosis/solubilidad (D/S)

e
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de la dosis maxima que se reporta en la literatura para el citrato de sildenafil (100
mg). Si el volumen requerido para disolver la mayor dosis es menor o igual a 250
mL, entonces el compuesto se clasifica como "altamente soluble”.

En el caso de la permeabilidad, la OMS considera un farmaco altamente permeable
cuando la magnitud de la absorcién en humanos es de al menos el 85%". Teniendo

en cuenta este criterio, se clasificd la permeabilidad del citrato de sildenafil.
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Resultados y Discusion




Capitulo 3- Resultados y Discusion

3.1 Solubilidad del Citrato de Sildenafil
En la tabla 5 se muestra un resumen de los datos de solubilidad (mg/mL) publicados

en la literatura para el citrato de sildenafil.

Tabla 5. Solubilidad (mg/mL) descrita en la literatura para el citrato de sildenafil y su
correspondiente relacion dosis/solubilidad (D/S) (mL) para las tres dosis del farmaco

Solubilidad (mg/mL) D/S?* (mL)
Medio (pH) 25°C 30°C 37°C 25 mg 50 mg® 100 mg°
Agua"™® 3,5
HCI 1M™® 5,8
NaOH 1M™*® 42,3
Agua™®
pH=3 6,9 3,6 7,2 14,4
pH=4 7,1 3,5 7,1 14,2
pH=5 2,1 12,1 24,2 48,4
pH=6 0,1 2273 454.6 909,1
pH=7 0,02 1250,0 2500,0 5000,0
pH=8 0,03 833,3 1666,7 3333,3
pH=9 0,04 625,0 1250,0 2500,0
pH=10 0,1 250,0 500,0 1000,0
pH=11 0,3 78,1 156,2 312,5
Buffer Citrato®®”
pH=2,3 2,8 8,8 17,7 35,3
pH=3,2 0,9 26,9 53,8 107,5
pH=3,8 0,8 32,5 64,9 129,9
pH=4,3 2,9 8,6 17,2 34,5
pH=4,7 2,4 10,3 20,7 41,3
pH=5,1 0,6 39,1 78,1 156,2
pH=5,6 0,2 125 250 500
pH=6,1 0,07 357,1 7143 1428,6
pH=7,3 0,02 1388,9 2777,8 5555,6
pH=8,8 0,02 1388,9 2777,8 5555,6

2Calculada a partir de los datos de solubilidad a 30°C y 37°C, el limite critico es de 250 mL; "Dosis maxima de acuerdo con la
Lista de Medicamentos Esenciales de la OMS; ‘Méaxima dosis registrada por otras agencias. Los nimeros en cursiva no
cumplen con la relacién dosis/solubilidad para la bioexencién.

Para clasificar un principio activo bajo los requerimientos del SCB es necesario
conocer la solubilidad del farmaco en 250 mL de solucion a tres valores de pH (1,2;
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45y 6,8)y a 37+1°C!"). Como se muestra en la tabla 5 no se encuentran descritos
en la literatura los valores de solubilidad del citrato de sildenafil bajo estas

condiciones, por lo que se requiere su determinacion experimental.

3.2 Determinacion experimental de la solubilidad

3.2.1 Curvas de calibracion

Se validaron las concentraciones obtenidas durante el proceso de valoracion de las
muestras de los perfiles solubilidad-pH. Para ello se estudio la linealidad de las
curvas de calibracion utilizadas para valorar las muestras a los pH 1,2; 4,5y 6,8. En
la tabla 6 se pueden observar el coeficiente de determinacion (r?) de las curvas de
calibracion, que siempre fue superior a 0,99. En la misma tabla se detallan los

errores estandar (EE) de la ordenada en el origen y de la pendiente.

Tabla 6. Ensayo de linealidad de las curvas de calibracion empleados para la

valoracion de las muestras de solubilidad-pH del citrato de sildenafil

pH Ordenada en el EE Pendiente EE r?
origen

1,2 -0,0104 1,3x 10* 31,832 3,81 x 10 0,997

4,5 0,0374 6,3x 10* 14,524 3,61 x 10 0,997

6,8 -0,0075 6,6 x 10 6,869 1,8 x 103 0,998

3.2.2 Resultados del ensayo experimental de la solubilidad por el método de frasco
de agitacion

Los resultados de solubilidad obtenidos, asi como la relacion dosis/solubilidad
encontrada para las tres dosis comerciales del citrato de sildenafil se muestran en la
tabla 7.
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Tabla 7. Solubilidad experimental (mg/mL) del citrato de sildenafil y su

correspondiente relacion dosis/solubilidad (D/S) (mL) para las tres dosis referidas.

Solubilidad D/S?* (mL) Criterio de
(mg/mL) Aceptacion
Medio (pH) 37°C 25 mg 50 100 mg°®  (D/S=250 mL) para
mg° farmacos de “Alta
Solubilidad”
(Si/No)
Buffer 10,6 2,4 4,7 9,4 Si
(pH=1,2)
Buffer 3,9 6,4 12,9 25,8 Si
(pPH=4,5)
Buffer 0,05 5435 1086,9 21739 No
(pH=6,8)

?Calculado para los valores de solubilidad a 37°C, el valor limite es 250 mL; "Dosis maxima de acuerdo a la Lista de
Medicamentos Esenciales de la OMS; “Maxima dosis reportada por otras agencias. Los nimeros en italica no cumplen con la
relacion dosis/solubilidad para bioexencion.

Basados en los resultados de solubilidad obtenidos es posible calcular la relacion
D/S, que representa el volumen de medio necesario para solubilizar la mayor dosis

administrada de un IFA.

Se pueden encontrar diferencias en relacion con las dosis del medicamento,
dependiendo del pais y de los protocolos adoptados, las cuales pueden determinar
la variabilidad en la clasificacion biofarmacéutica de un compuesto. Por ejemplo,
teniendo en cuenta la dosis de un medicamento, el mismo principio activo puede
considerarse como de alta solubilidad en un pais y de baja solubilidad en otro

pais“?.

Segun la monografia del citrato de sildenafil, las dosis descritas para las formas
sélidas orales (comprimidos) del producto son 25, 50 y 100 mg™®®. Aunque la dosis
normal de citrato de sildenafil es de 50 mg, se puede utilizar una dosis Unica mas
elevada de 100 mg, por lo que se necesita conocer si esa dosis es muy soluble en

medio acuoso y bajo las condiciones establecidas por la OMS para bioexencion.

Para el citrato de sildenafil la relacién D/S, basada en la dosis mas alta (100 mg), es
superior a 250 mL en solucion acuosa a pH 6 (ver tabla 5), lo mismo sucede en

buffer citrato pH 5,65. Sin embargo, esta relacién no ha sido claramente descrita en
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la literatura, por lo que no se puede asegurar, sélo con los datos publicados, la baja

solubilidad del producto segun el SCB™.

De acuerdo con la tabla 5 a una dosis de 25 mg de citrato de sildenafil, la relacion
D/S es inferior a 250 mL para soluciones acuosas de hasta pH 6; sin embargo, para
dosis mayores (50 y 100 mg) esta relacién se cumple hasta valores de pH 5. Estos
valores no cumplen con los requisitos de la OMS para un medicamento con alta
solubilidad; no obstante, la prueba no se realizO en las soluciones buffers

establecidas segun Farmacopea o en el rango de pH recomendado.

Un comportamiento similar se observa en buffer citrato, donde a partir de un valor de
pH de 5,65, el compuesto no tiene una alta solubilidad. Estos resultados son
contradictorios con otros descritos en la literatura y que se han utilizado para

clasificar el citrato de sildenafil segtin el SCB"?),

Los resultados experimentales encontrados en este estudio (tabla 7) indican
inequivocamente que el citrato de sildenafil no presenta una alta solubilidad (Clase
[I/IV SCB) debido a que a las tres dosis del producto sus relaciones D/S son

superiores a 250 mL a valores de pH de 6,8.

3.2.3 Resultados de la determinacion de la solubilidad intrinseca con el programa
pDISOL-X™

La figura 6 muestra el perfil logS vs. pH del citrato de sildenafil. La linea en azul se
calculo con la ecuacion de Henderson-Hasselbalch, mientras que la linea en rojo se
determiné sobre la base del modelo de equilibrio mas consistente con las

mediciones reales de logS en los distintos pH.

Para valores de pH > pKa®'®BS

, (4,37) el precipitado es el anfolito no cargado que
muestra la forma parabdlica caracteristica. Para un pH > 4,5, la curva logS-pH
muestra un perfil similar comparado con el que se predeciria a partir de la ecuacion
de Henderson-Hasselbalch (HH). La solubilidad intrinseca (unidades molares) se
refin6 como Sy = 18,8 £ 0,4 ug/mL.

A valores de pH < pKa®®®®

, la curva logS-pH no sigue el comportamiento
establecido por la ecuacion de HH y esto se debe a que como hay un exceso de

farmaco afiadido el valor de Ks (constante de solubilidad) de la sal (clorhidrato de
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sildenafil) es excedido y hace que dos sdlidos co-precipiten, el compuesto original
(XHs) y su sal (XH,"CI").

La calidad del ajuste entre los datos simulados y experimentales de la curva logS-pH
es adecuado, con valores de GOF de 0,7.

| N\
107!

S0 5 [

f*_? 10-3 /\\\ // /
g 104 A\ /

(j;) \‘\i%‘:’_//

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
pH

Figura 6. Perfil solubilidad-pH del citrato de sildenafil

3.3. Determinacion experimental de la permeabilidad intestinal

Los valores de permeabilidad reportados en la literatura para el citrato de sildenafil
por métodos in silico, in vitro, in situ e in vivo son mostrados en la tabla 8. Para el
citrato de sildenafil, los valores de perfusion intestinal en humanos no son descritos
en la literatura, sin embargo, estudios farmacocinéticos con productos marcados
permitié caracterizar la fraccion absorbida del citrato de sildenafil como 92%, lo cual

sugiere una alta permeabilidad™.

Kasim y colab.? realizaron una clasificacion de la permeabilidad de los farmacos de
acuerdo a su coeficiente de di stribucion utilizando el metoprolol como compuesto de
referencia debido a que se conoce que este tiene una fraccion oral absorbida
elevada 95% (LOgP metoproloi= 1,72). De acuerdo a esta clasificacion el citrato de
sildenafil fue clasificado como un IFA de alta permeabilidad.
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Dentro de los métodos in vitro, los estudios en células de adenocarcinoma de colon

®) y células de rifion de perro (MDCK)®® han sido los mas

humano, Caco-2
utilizados para evaluar la permeabilidad y predecir la absorcion de los candidatos a
farmacos. Estos métodos han mostrado buena correlacion con los valores de

permeabilidad obtenidos mediante métodos in vivo®?.

La tabla 8 muestra una extensiva revision de la literatura sobre los valores de
permeabilidad en células Caco 2 descritos para el citrato de sildenafil. Con el
objetivo de obtener una mejor armonizacién de los datos y tomando un valor
promedio, se utilizaron solamente los valores experimentales que se encontraban
dentro del intervalo [Promedio + 2 x Desviacion Estandar (DE)]. En algunos casos el
promedio y la media de los valores fueron comparados tomando en consideracion la
distribucion de los datos. Finalmente, la permeabilidad en células Caco 2 para el
citrato de sildenafil fue de 32,6 x 10° cm/s, lo cual se corresponde a una completa
absorcion oral del farmaco cuando se compara con el valor de permeabilidad del
metoprolol. Los valores de permeabilidad en células MDCK para este compuesto
muestran un comportamiento similar a los obtenidos mediante ensayos en células

Caco 2.
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Tabla 8. Valores de permeabilidad reportados en la literatura para el citrato de sildenafil y el compuesto de referencia metoprolol

In silico In vitro (x10™ cm/s) In situ In vivo (x10™ cm/s)
(x10° cm/s)
Compuesto LogP CLogP Caco-2° MDCK® PAMPA® Perfusion Perfusion Fabs (%0)"
ratas' humanos®
Citrato de 2,35 1,72 27,45 26" 0,02 (pH=3)"" ND ND 92"
Sildenafil 25,6 17,5 (pH=8)
48,0%%
32,6°
1,72 1,35 20° 19" 3,5 (pH=5-7)" 20%? 1,349 95%
referencias

Metoprolol
®Valores de permeabilidad (apical-basolateral) en células Caco-2; "Valores de permeabilidad promedio en Caco-2 del citrato de sildenafii tomados de varias
bibliograficas; “Permeabilidad en Caco-2 del metoprolol, tomado de mas de 15 referencias en la literatura; “Permeabilidad (apical-basolateral) en células MDCK; *Permeabilidad en membranas

paralelas artificiales (PAMPA); ‘Permeabilidad en modelos de perfusion in situ en segmentos intestinales de rata; Permeabilidad en modelos de perfusion en humanos; "Fraccion absorbida en

humanos; ND: no disponible.
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El ensayo de permeabilidad en membranas artificiales (PAMPA) es un método in
vitro, ampliamente utilizado por las empresas farmacéuticas que permite evaluar
rapidamente la permeabilidad transcelular. Wang y col.®? estudiaron la
permeabilidad del citrato de sildenafil a través de membranas artificiales
(MultiScreen Filter Plate Assembly), un método muy similar a PAMPA, y se
obtuvieron valores de permeabilidad a pH 8 de 17,5 x 10 cm/s. Estos resultados
son mucho mas altos que los del metoprolol en el ensayo PAMPA, lo cual sugiere

una alta permeabilidad intestinal para el citrato de sildenafil.

Aunque las autoridades regulatorias no permiten la estimacion de la permeabilidad
basado en parametros fisicoquimicos, los valores de logP y ClogP estan en
correspondencia con los resultados alcanzados con las metodologias

experimentales y apoyan la alta permeabilidad del citrato del sildenafil.

Los métodos antes mencionados coinciden en que el citrato de sildenafil es un
compuesto de alta permeabilidad. Sin embargo, como se muestra en la tabla 2, no
se reportan en la literatura estudios in situ e in vivo de determinacion de la
permeabilidad intestinal del citrato de sildenafil, por lo que los datos reportados no
permiten clasificar de manera concluyente la permeabilidad del compuesto. Por esta

razon se realizé la determinacion de la permeabilidad mediante métodos in situ.

Los resultados alcanzados se muestran en la tabla 9. El valor de permeabilidad
obtenido, utilizando la técnica de perfusion in situ, es superior al del metoprolol, lo
que indica que el citrato de sildenafil es un farmaco de alta permeabilidad (Clase /11
BCS).

Tabla 9. Permeabilidad del citrato de sildenafil mediante perfusion intestinal in situ

en rata

Método Permeabilidad Criterio de Aceptacion Clasificacion
(x 10 cm/s) (x 10°® cm/s)

Perfusion intestinal en Peff =18,4 + 7 Peff 2 20 + 47 Alta

rata

3.4 Clasificacion biofarmacéutica provisional del citrato de sildenafil
Se ha descrito ampliamente en la literatura diferentes clasificaciones del citrato de

sildenafil segun el SCB. Varios autores han clasificado provisionalmente las formas

e
42




sélidas de liberacion inmediata que aparecen en la lista de medicamentos esenciales
de la OMS*#99 En el caso de Kasim y Takagi’) la clasificacién se basé en la
solubilidad acuosa (a través del nimero de dosis, D,) disponible en la literatura y
una correlacion de la permeabilidad en membranas intestinales humanas, para un
grupo de 29 farmacos de referencia, con sus coeficientes de particion calculados
(log P y Clog P). De acuerdo a este tipo de clasificacion el citrato de sildenafil es un
farmaco Clase I/IlI.

Pham-The y col.®) desarrollaron una clasificacién biofarmacéutica provisional para
un grupo de farmacos y compuestos similares a farmacos, basado en datos de
solubilidad (numero de dosis, Do) y la permeabilidad medida en células Caco-2. A su
vez, desarrollaron modelos in silico para ambas propiedades, los cuales permitieron
asignar una clasificacién provisional a nuevas entidades moleculares. El citrato de

sildenafil fue clasificado como Clase | del SCB.

Wu y Benet®” clasificaron el citrato de sildenafil como Clase | en su sistema de
clasificacion biofarmacéutica de disposicion de farmaco (BDDCS). Este sistema
utiliza las caracteristicas de disposicion (metabolismo y excrecion) del ingrediente

farmacéutico activo como un estimado de su permeabilidad gastrointestinal.

Dahan y col.®® desarrollaron una metodologia in silico para clasificar
provisionalmente, de acuerdo al SCB, los farmacos mas vendidos en el mundo y los
farmacos orales de liberacion inmediata del listado de medicamentos esenciales de
la OMS. Tres métodos diferentes se utilizaron para la permeabilidad: el coeficiente
de reparto basado en contribuciones de grupo (ClogP), basado en contribuciones de
atomos (AlogP) y basado solamente en la formula molecular y la contribucion de
elementos (KlogP). La solubilidad fue estimada in silico utilizando ecuaciones
termodinamicas basadas en el coeficiente de reparto y el punto de fusion. El citrato
de sildenafil se clasifico6 como Clase | del SCB (usando ClogP) y Clase lll (usando
AlogP y KlogP).

Tomando en consideracion los datos presentados por cada una de las metodologias
desarrolladas para lograr una clasificacion provisional del SCB, se podria concluir
gue el citrato de sildenafil pertenece a la Clase | del BCS. Para ello se le dio mayor
relevancia a las clasificaciones con métodos experimentales que utilizando modelos

in silico. No obstante, en la tabla 8 se puede apreciar que los valores de
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permeabilidad del citrato de sildenafil en células MDCK vy utilizando membranas
artificiales son mayores que los descritos para el metoprolol (compuesto de
referencia de alta permeabilidad), ademés la fraccion absorbida en humanos es de
92% vy los resultados experimentales encontrados en este estudio respaldan que el
citrato de sildenafil presenta una alta permeabilidad y sugieren que es un Clase | del
SCB (tabla 9).

De acuerdo con las directrices mas recientes de la OMS sobre ensayos de
bioequivalencia'”, la dosis utilizada para el calculo de la razén dosis/solubilidad es la
mayor dosis simple recomendada. Siguiendo estos argumentos Yy utilizando 100 mg
como la mayor dosis simple (aunque la mas utilizada es 50 mg), el citrato de
sildenafil no cumple el criterio de la OMS para alta solubilidad (tabla 5) si se siguen
Gnicamente los datos descritos en la tabla. Sin embargo, se impone un analisis mas
integral para la clasificacion de la solubilidad del sildenafil. En primer lugar, no se
describen en la literatura los valores de solubilidad de acuerdo a los requerimientos
de la OMS para la bioexencion segun el BCS, o seaa pH 1,2; 45y 6,8 a 37°C. Los
datos mostrados en la tabla 5 fueron obtenidos a partir de soluciones acuosas y no a
los rangos de pH indicados. Por otro lado, varios autores han considerado un valor
minimo de solubilidad del citrato de sildenafil de 3,5 mg/mL lo que hace que el valor
del nimero de dosis sea inferior a 1 (Dp=0,1) y por lo tanto el compuesto sea de alta
solubilidad acuosa®™”. Como los resultados encontrados en la literatura son
contradictorios se determiné el perfil solubilidad-pH para el citrato de sildenafil segun
los requisitos de bioexencién de la OMS. Los valores alcanzados se muestran en la

tabla 7 y muestran que el sildenafil citrato presenta una baja solubilidad.

En resumen, los datos disponibles en la literatura y los determinados
experimentalmente para la solubilidad, asi como los valores de permeabilidad
referidos, sugieren que el citrato de sildenafil es un compuesto Clase Il del SCB, en
concordancia con los requerimientos de la OMS, por lo que no puede ser
bioexonerado de ensayos de bioequivalencia in vivo a través de ensayos de

disolucién in vitro.

Considerando los resultados, el citrato de sildenafil debe ser un IFA considerado por
el CECMED como candidato para un estudio de bioequivalencia in vivo, siendo esta

la manera de demostrar su intercambiabilidad terapéutica con el producto innovador.
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Conclusiones

1. Los datos de solubilidad y permeabilidad reportados en la literatura para el
citrato de sildenafil no son concluyentes y no permiten clasificar esas dos
propiedades segun el SCB.

2. La solubilidad experimental del citrato de sildenafil es baja a valores pH de
6,8, por lo que no cumple los criterios de la OMS para ser clasificado como
compuesto de alta solubilidad.

3. La permeabilidad experimental del citrato de sildenafil, determinada mediante
modelos in situ en ratas, fue alta.

4. De acuerdo a los resultados de solubilidad y permeabilidad, el citrato de
sildenafil es un Clase Il del SCB por lo que no puede ser bioexonerado de
ensayos de bioequivalencia in vivo para la demostracion de la
intercambiabilidad terapéutica de formas solidas orales de liberacion

inmediata que lo contengan.
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Recomendaciones
Se propone analizar la posibilidad de bioexencion del citrato de sildenafil a partir de

establecer una correlacion in vitro-in vivo, utilizando datos de estudios de

bioequivalencia in vivo en humanos.
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