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Introduccion

CAPITULO I

INTRODUCCION

E! 4cido acetil salicilico (AAS) es un analgésico, antirreumdtico, antipirético y antiagregante
plaquetario, ampliamente utilizado en ¢l alivio def dolor y la fibre cn procesos infecciosos, catarro
comiin, malestares musculares, dolores de artritis, reumatismo y neuralgias, También cstd indicado para
reducir el ricsgo de ataques isquémicos transitorios o apoplejias, y para reducir el riesgo de muerie yo

infarto al miocardio en pacientes con infarto pirevio,

Las finmacos antiinflamaltorios, analgésicos y antipiriticos constituyen un grupo homogénco de
compuestos, con frecucncia o relacionados quimicamente, muchos de cllos son dcidos organicos y
comparien cierlas acciones terapéuticas y efectos colaterales. El prototipo ¢s ta aspirina (AAS), por lo
tato este tipo de compuestos sc mencionan como finmacos tipo aspirina, también cs frecuente fn

denominacion de firmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE).

A pesar de la introduccion de muchas farmacos nucvos, la aspirina (dcido acetil salicllico), ndn
cs cf agente analgésico-antipirético y antiinflamatorio mis usado y ¢s el estandar para la comparacion y
evaluacion de fos otros. En E.U.A. s consumen de 10 000 a 20 000 toneladas anuales,



Objetivo

CAPITULO 1

OBJETIVO

En la Literatura cientifica no existe wna gran informacion accrea de Ja influencia de Ja dicta en la
biodisponibilidad de diversos fiirmacos, por lo que el objetivo de este trabajo es obscrvar la absorcidn y
biodisponibilidad del Acido acetil saliciiico en una forma famuacéutica sélida (tableta), bajo Ja influencia

de una dicta rica en lipidos.

Se pretende evaluar la biocquivalencia de dos formas farmacéuticas solidas que contienen Acido
acctil salicilico, fabricadas por la misma compailia farmacéutica, usando como innovador una tableta de

350 mg y como producto estindar, al producto comercial de 500 mg.

Con las bases tedricas y de fnvestigacién de cste trabajo se pretende lograr Ia formacién de
recursos humanos, capaces de desarrollar estudios de biodisponibilidad cn el laboratorio de Biofarmacia,

de I facultad de Quimica de la UN.AM.



Generalidades

CAPITULO HI
GENERALIDADES

3.1, Reseila histérica.

Durante los Gltimos 25 afios y en diversos paises, ¢l tema de a biodisponibilidad de los
medicamentos ha sido motivo de preocupacion crecicnte para las autoridades de salud, sobre todo en lo
coticernicnte a Ja seguridad y eficacia. Se ha hecho evidente que productos comerciales que contienen la
misma cantidad de sustancia activa  pueden exhibir marcadas diferencias en sus respectivas respucstas

terapéuticas.

Los primcros estudios de bioequivalencia s realizaron et Canadi en el aflo de 1971 en 229
medicamcntos, de los cuales solo 95 resultaron biocquivalentes. Numcrosos estudios han demostrado que
pieparacioncs farmacéuticas aparentemente iguales o quimicamente equivalentes, por cjemplo aquelias
que conticnen la misma cantidad de un principio activo con especificaciones precisas, no sicmpre
producen los misnios resuliados terapéuticos o no poseen la misma biodisponibilidad. Esto se debe a que

cada uno de los fabricantes tiene su propio proceso de manufactura y sus propios excipicntes,

Particularmente en aquellos productos simifares que contiencn sustaneias muy activas y que se
infenta wtilizarlos de mancra intercambiable, debe definirse la biodisponibilidad y probarse Il
biocquivalencia. Las primeras ebservaciones sobre Ia biocquivalencia, estuvieron encaminadas hacia las
prucbas de desintegracion de tabletas, cdpsulas y tabletas con capa entérica. La mayoria de- estas
preparaciones farmacéuticas se utilizaron para demostrar lo que s¢ conocla como “el efecto del todo o
nada™, csto es, si una cdpsula o una tableta se desintegraba apropiadamente en el traclo gastrointestinal,
s¢ decia que cly firmaco se habia absorbido y sc obicnia Ja respucsta bioldgica esperada, en caso
contrario, si la preparacion no se desintegraba i vivo, y llegaba intacta a las heees, era un claro caso de

inefectividad.

La posibilidad de contar con formias farmacéuticas sélidas no desintegrantes dealgunos

firmacos, representaba un caso extremo de  bioincquivalencia, donde la cficiencia clinica variaba
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draméticamente, llegando incluso a no tener efecto ™ Sin embargo, también s¢ encontraron serias
deficiencias cti la disponibilidad fisioldgiea de los medicamentos ain cuando Ia tableta se hubicra

desintegrado por completo in vivo *,

En 1960, Levy ** inicio los estudios sobre las tabletas de aspirina, encontrando una relacion
entre la velocidad de absorcion y la incidencia y severidad de la irritacién gdstrica locatizada, despuds de
la administracion de las tablctas de aspirina, la cual estaba en funcidn de su velocidad de  disolucion,
apunté que el tictipo de desintegracién era un buen indicador de la veloeidad de absorcion de las tabletas
mencionadas. La comparacion de los tiempos de desintegracion y las velocidades iniciales de absorcion
de los productos probados, indicd que ¢l producto con cl mayor tiempo de desintegracion cra el
absorbido mis rpidamente, por lo que concluyd que la desintegracion retardada influfa sobre la
absorcion, no solamente por su efecto en la disolucién, por lo que sugirid el reemplazamicnto de la

prucba de desintegracion, por la prueba de disolucion.

En 1963, Cartncy y Caminetsky ™ fucron los primeros en reportar I incficacia clinica de
algunas tabletas genéricas de tolbutamida. Varley ™%, condujo posterionmente wn estudio cllnico bich
Hevado (con pardmetros definidos y controlados), para demostrar ¢l efecto de pequeiios cambios en la
formulacién sobre la biodisponibilidad y eficacia clinica del medicamento. Los resultados del estudio
indicaron, que es posible producir diferencias significativas tanto cn la biodisponibitidad del firmaco
como cn la utilidad terapéutica con solo hacer pequeiios cambios en la formulacion, De esta forma la

FDA, reconocid a la tolbutamida como un fiirmaco con problemas potenciales de biodisponibilidad.

Posteriormente s¢ reportd el caso de la bioequivalencia de los productos que contenfan
cloramfenicol. Basados en los niveles sanguineos y en datos de excrecion urinaria y sus metabolitos,
Glazko et al,"" demostraron que Ia absorcién det cloramfenicol a partir de un producto genérico después
de una administracién oral, era solamente una tercera parte de la-que presentaba ¢l innovador. Un afio
mis tarde, otros dos importantes antibidticos, Ia oxiletraciclina y Ia tetraciclina, fucron catalogados

como produclos con scrios problemas de biocquivalencia ™%,

La biodisponibilidad es particularmente importante en fairmacos tales como la digoxina, dado su

estrecho indice terapéutico, por lo que fluctuaciones significantes cn log niveles sanguincos pueden
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resultar en una respuesta subelinica o en una respuesta toxica. En dicho principio activo, et problema es
ain mas grande debido a su baja solubilidad en agua ¢ incompleta absorcidn en ¢l tracto

gastrointestinal®.

La variacion en fa biodisponibitidad de los productos tales como la digoxina asi como Ia
demostracion de sus consecuencias en {a seguridad y eficacia terapéutica del farmaco, impulsaron a la
bioequivalencia de ser un mero t3pico académico, a wi mayor iupacto catre los farmacéuticos,
productores de medicamentos y agencias gubemametales y privadas. Muchos mas firmacos de los aqui
mencionados, han sido identificados como propientsos a problemas de biodisponibilidad y como resultado
de ésto, se ha gencrado una dista de fannacos con problemas de biodisponibilidad, conocida. como’
Federal Register publicada por la FDA, reglamentando que son necesarias las prucbas de

biodisponibilidad para 110 medicamentos.

Estudios de bivequivalencia rcalizados en Costa Rica y Panami, demostraron que la
biodisponibilidad es un problema mayor en los pafses de América Latina, que en los pafses curopeos,
esto puede deberse a que cxiste un comportantiento teraputico diferente, segin la regidn y las
caracteristicas de su poblacion, y en gran parte a que los estudios de biodispenibitidad cn América

Latina son cscasos.
3.2 Bases Tedricas,

En Jos tiltimos veinte aftos los estudios de bioequivalencia han side objcto de gran interés por
parte de Ia industrip famacéutica, desarrolldndose paralelamente con e} avance cientifico y teenoldgico,
apoyéndosc a su vez cn disciplinas tajes como la fanmacocinética, estadistica, farmacologfa,
computacion y otras, fograndose con cllo una reglamentacion intemacional mas eficiente y acorde a las
necesidades ded mercado actuat ®°, Cabe sefialar que siempre se ha considerado que ef desarrolfo,
fabricacion, preseripeion y administracion de un medicaniento debe de tener como objetivo comuin fa

obtencidn de una cficacia terepéutica.
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La eficacia y seguridad de un producto farmacéutico estd en la funcion de su capacidad para
liberar la cantidad correcta de firmaco, para alcanzar y mantener por un tiempo adecuado

concentracioncs sanguineas dentro del intervalo termpéutico.

La biodisponibitidad cs una medida que puede ser utilizada como parte importante para evaluar
la cficacia y scguridad de un medicamento. También puede funcionar como una comparacién de la
biodisponibilidad de dos o més productos farmacéuticos que contengan ¢l mismo principio aclivo; por lo
tanto, estos cstudios de bioequivalencia proporcionan infonmacién acerea de la eficacia y/o toxicidad del

medicamento.

En México se han efectuado estudios de bioequivalencia de algunos finacos, sin embargo, o
niimero cstudiado hasta la fecha ¢s muy pequetio, lo cual establece como una necesidad el ampliar este
tipo de estudios, con el fin de garantizar que al sustituir una marca comeicial por otra, sc obtenga el

mismo efecto terapéulico.

En general ¢l protocolo a seguir para ¢stos estudios es el siguiente:
a) Selcecion de firmacos que se encuentren dentro del cuadro basico de medicamentos.
Los criterios de scleccion serin:
1) Importancia teraputica,
2) Consuino en el pals.
3) Niimero de marcas comerciales existentes.
b) Scleceién del método analitico para cuantificar el farmaco en flufdos bioldgicos:
El método deberd sr especifico, seasible y reproducible.
¢) Scleccion de fos voluntarios para participar cn el estudio:
Serén voluntarios (preferentemente de sexo masculine) clinicamente sanos en base a
cexdmenes de laboratorio como:;
Biowetria hemitica, examen general de otina y prucbas de funcién hepatica y renal.
Estos voluntarios firmardn una hoja de consentimiento y podrin dejar de participar en ¢l

estudio en el momento en que lo deseen.
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3.3, Definiciones.

Se ha definido la biodisponibilidad como una medida de la cantidad relativa de firmaco que
alcanza la circulacion general y la velocidad a la que ésto sucede. En ¢l caso de los miedicamentos que
se administran de manera crénica, la cantidad total del firmaco absorbido es mds decisiva que sn
velocidad de absorcion, Sin embargo, para los firmacos que deberdn ser efectivos después de una sola
dosis, el parimetro farmacocindlico de incidencia més critica pucde ser la velocidad de absorcién (inds
que la magnitud de la misma). Un medicamento que alcanza la circulacion rpidamente, pucde provocar

al principio, reacciones adversas si los niveles resultan excesivos.

Por otro lado, si la absorcion cs demasiado lenta, puede no legarse a alcanzar los niveles
necesarios para producir ¢l efecto o la intensidad del efecto que sc cspera, ain en el caso de que la
dosis se haya absorbido por completo. De mancra similar, resulta cvidente que el inicio de fa respuesta
farmacolégica tras una dosis Unica de medicamento, depende dircetamente de la velocidad a fa que éste

s¢ hace disponible,

Cuando se compara la biodisponibilidad cntre dos o més formulaciones que contienen cl mismo
principio activo tomando como patrén de referencia, la primera fomulacion que demostrd ser

clinicamente cficaz (conocido como fnnovador), se obticne lo que se conoce como cstudio de

Bioequivalencia

Biodisponibilidad, Bioequivalencia, Bioinequivalencia, Equivalencia Quimica, Clinica y

Terapéutica.

Biodisponibilidad.
Se define como una medida de la cantidad rclativa de un firmaco que Hega a la circulacion
general y 1a velocidad a la que ésto ocurre, es un concepto basado en ¢l supuesto de que los niveles de

farmaco en plasma u orina pucden correlacionarse con la eficacia clinica.
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Biodisponibili ua
Este término indica que [a biodisponibilidad es determinada al comparar [a velocidad y grado de
absorcion de un finnaco contenido en una forma farmacéutica, con la velocidad y grado de absorcion de

una administracion intravenosa del mismo finmaco.

Bigequiv, Jencia.

Término relativo que indica que ol finnaco ¢n dos o mis formmlaciones similares alcanza Ia
circulacién sistémica a la misma velocidad relativa y en la misma cantidad; en otras palabms, los
perfiles de niveles sanguincos despuds de 1a administracion de los productos son superponibles dentro de

una variacion estadisticamente csperada.

Bioingquivalencia,
Es un término que indica que cxisten diferencias estadisticamente significativas en la

biodisponibilidad de un mismo principio activo cn dos o mas formulaciones.

Este ¢s un término comparativo, ¢l cual presume que un producto farmacéutico ¢s similar
respecto a una caracteristica especifica o funcidn a otro producto farmacéutico, 0 a un conjunto definido

de estandares. Existen diferentes tipos de equivalencia:

Squivalencia Quimica,
Este término implica que dos o mis productos tienen [a misma sustancia quimica como principio

activo y que cumplen con los requerimicntos de control de calidad,

Equivalencia Clinica.
Término que denota que cl firmaco cn dos o mis fonuas farmacéuticas miestra una respucsta

farmacoldgica idéntica y pucde controlar los sintomas de una enfesmedad en el mismo grado.
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Equivalencia Terapéutica,

Un medicamento es terapéuticamente equivalente a otro producto, si éste conticne la misma
sustancia activa o molécula terapéutica y muestra clinicamenie fa misma cficacia y seguridad que el
primer producto para el cual la cficacia y scpuridad han sido cstablecidas. Considerando que la
bioequivalencia mide tos niveles plasmaiticos y la cquivalencia terapéutiza determina ha eficacia clinica,

estos términos no son intercambiables.

3.4, Aspectos regulatorios en la determinacion de la biodisponibilidad y la bioequivalencia,

3.4.1. Consideraciones regulatonas.

El 7 de encro de 1977, la FDA (Food and Drug Administration), establecio los requerimicntos
para los estudios de Biodisponibilidad y Biocquivalencia in vive, cfectivos a partir de julio del mismo
afio. De acucrdo a tal reglamentacion, cada estudio debe incluir la evidencia que demwuestre la
biodisponibilidad in vive del medicamento o la informacién adecuada que le permita aprobar fales
reglamentos. Ademds, cualquier cambio en fa formulacion o en ¢l proceso de manufactura, nucvas
indicaciones para ¢l uso del medicamento o cualquicr cambio en fa dosificacion para establecer un nuevo
régimen cn la misma, también deberdn documentar la biodisponibilidad. Tales reglamentaciones
aparccicron en ¢l Federal Register, 2F CFR, Capltulo 1 (De.4-8), parte 320.

3.4.2. Sugerencias Para Determinar La Biodisponibitidad In Vivo.

a) Determinar las concentraciones del firmaco y/o sus metabolitos en un fluido bioldgico en funcién de
ticmpo,

b) Medir la cantidad de fiirmaco excretada en orina y/o sus metabolitos en funcién del tiempa,

€) Medir el efecto farmacoldgico adecuado en funcién det ticmpo, si tal efecto puede ser medido con
exactitud, sensibitidad y reproducibitidad. Esta sugcrencia es aplicable cuando no existan métodos
analiticos disponibles para medir a concentracion det firmaco en el fluido bioldgico.

d) Cuando no existan métodos analiticos disponibles para medir de una forma adecuada la cantidad de
fanmaco y de sus metabolitos en un fluldo bialogico s¢ pueden realizar ensayos de cficacia elinica en

tos que sc observe ¢l efecto terapéutico, siempre y cuando se cstablezean fas condicianes de seguridad
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y efectividad del firmaco, sintomas adversos y qué hacer en caso de presentarse; esta  sugerencia
debe ser considerada como la menos exacta, sensible y menos reproducible de todas Ins formas para

determinar la biodisponibilidad in vivo, en humanos,
3.4.3. roductos que requicren de estudios de biodisponibilidad o bioequivalencia.

La Secretaria de Salud sc ha pronunciado en favar de solicitar la demostracion directa de la
bioequivalencia de todos los fimacos, que segin la informacion que aparece en la bibliografia mundial,
prescaten problemas de bioinequivalencia y/o biodisponibilidad, o tengan un indice terapatico estrecho,

Sc debe demostrar 1a biodisponibilidad/biocquivalencia de productos cuando:

a) Mediante la evidencia de estudios clinicos en humanos, s encuentre que tales productos no presenten
un efecto terapéutico comparable.

b) Exista evidencia de que ¢l producto tienc un estrecho indice terapéutico.

c) Exista evidencia clinica que indique problemas de bioequivalencia durante Ia terapia, cuando exista
un cambio en la dosis de un farmaco.

d) Se presenten cicrtos factores relacionados a propiedades fisicoquimicas del fanmaco que afecten la
velocidad y grado de absorcion, como:

1. - Baja solubilidad en agua(< 5 mg/m)

. - Excipicntes que intervienen cn la absorcién,

. = La disolucion en el estomago es critica para fa absorcion.

LSS B 8

. = El volumen de Hquido requerido para disolver el principio activo excede ¢n gran medida a! volumen
de! fluldo gastrico (100m! aproximadamente en adultos).
5. - El tamafio de particula y/o drea superficial es critico para la absorcién.
6. -Sc presenten cicrtas caracteristicas estructurales como formas de complejos que se disuclven
pobremente y pueden afectar Ia disolucion o la biodisponibilidad.

7. - El medicamento ticne una alta relacion excipientes/priscipio activo, por ¢jemplo una relacién 5:1.

8. - Los excipicntes en la formulacion ticnen propiedades hidrofilicas o hidrofabicas nwy altas y son
afiadidos para mejorar la absorcion, o si la presencia de tales excipicntes puede interferir en la

absorcion.

10
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¢) Exista evidencia de cstudios farmacocinéticos que indiquen que:

1 - El finmaco ¢s absorbido principalmente en un sitio oy particular de} tracto gastrointestinal.

2. - El grado de absorcion del farmaco cs muy bajo (<50 por ciento), comparado con uma
administracion intravenosa (ain cuando sea administrado en solucién.). O tiene una ventana de
absorcion limitada y gran variabilidad interindividual.

3. - Se presenten indicaciones del que ¢l firmaco sc metaholiza rapidamente en fa pared intestinal o en
ligado {metabolismo > 70 por ciento) durante el proceso de absorcion, de tal forma gue la respuesta
biologica del fanmaco cs dependiente de ta velocidad y del grado de absorcion.

4. - I fanmaco es excretado o metabolizado ripidamente y por fo tanto se requiere una absorcion rapida
para la efectividad del fiirmaco.

5 - Bl firmaco cs incstable en Areas especificas del tracto gastrointestinal y requicre de un
recubrimicnto (fonmulacion especiales).

6. - El firmaco muestra una cinética dosis-dependicnte cerca det intervalo terapéutico, y por clio, fa

velocidad y su grado de absorcidn son intportantes par la efectividad clinica.
3.4.4. Medicamentos que no requicren demostrar biodisponibilidad o biocquivalencia.

Los productos o fomas farmacéuticas que no requicren demostrar biodisponibilidad es debido a
que ya cxisten antecedentes de estudios previos de biodisponibilidad, o por que no sufren un grado de
absorcion sistémica, a excepeion de lns formulaciones de uso terapéutico local. Por lo tanto no sc

requicren estudios de biodisponibilidad y/o biocquivalencia para:

A) Preparaciones para uso itravenoso.
B) Preparacioncs topicas, cuyos clectos scan locales, tales como cremas o ungiientos. A cuando esto

no elimina a posibilidad de estudiar su paso a la circulacion gencral,

C) Formas para dosificacion oral que no sufran absorcién sistémica, tales como los antidcidos y medios
radiopacos de contraste, '

D) Productos administrados por inhalacion e forma de gas o vapor, como los anestésicos que contenga

fa misma concentracion de ingredientes activos,
I5) Productos claborados por el mismo fabricante, en ¢l mismo sitio de produccidn o bien que haya sido

refomulado en relacion ol colorante, endulcorantc o preservativo sicmpre  y cuando la

134
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biodisponibitidad sea conacida y las dos versiones reunan los requisitos de una prucba adecuada in-
vitro como ¢l perfil de disolucidn,

F) Soluciones orales, elixires, tinturas, jarabes u otras fonnas liquidas solubilizadas para administracion
oral, que contengan el mismo ingredicnte activo en la misma concentracidn o - dosis que ¢f innovador
y ningun otro ingrediente que pueda modificar signifcativamente su absorcidn.

G) Medicamentos que hayan demostrado ser efectivos mediante un estudio de eficacia clinica y cuyo
principio activo no se encuentre incluido en la lista de fa FDA como firmaco con problemas de
biodisponibilidad.

H) Productos parenterales que han sido efectivos, por lo menos en una indicacién en estudios de eficacia
clinica o que demuestren contencr Jos mismios ingredientes activos y excipientes que un producto
similar que haya sido aprobado previamente, a excepeidn de algunos farmacos como en ¢l caso de la

fenitoina.
3.4.5. Bascs para establecer la bioequivalencia o biodisponibilidad.

a) Dos productos scrin biocquivalentes, cuando no existan diferencias significativas en la velocidad y
grado de absorcidn, al comparar con ¢ patrén de referencia, apoyado por un diseilo cstadistico que

permita observar tales diferencias.

Los estudios de biodisponibilidad en humanos proveen el método mis confiable para determinar
la biocquivalencia, Para verificar la biodisponibilidad, es necesario comparar los niveles sanguineos del
farmaco en sangre y/o la cantidad acumulada excretada en orina, después de 1a administracién de la
forma fanwacéutica ¢n estudio, con los niveles que se obticnen de la forma farmacéutica utilizada como

referencia o innovador.

Los mejores estudios in vivo son aquellos disefiados para revelar cualquier diferencia en la
velocidad y eficiencia de absorcion asi como la magnitud de tales diferencias. Los niveles sanguincos yio

las cantidades excretadas en orina pueden ser medidas después de:
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1. Laadministracién de una dosis del medicamento.

2. Un intervalo de dosificacién en ¢l estado estacionario, después de la administracién de una dosis
miltiple de! medicamento (intervalos de tiempo a los cuales se administra una dosis del
medicamento).

3. La primer dosis y durante un intervalo de dosificacion ¢n ¢l estado cstacionario después de una dosis

madtiple,

La necesidad de efectuar estudios de bioequivalencia en productos ya existentes, para propsitos
de comparacién, han sido registrados por de “The Drug Price Competition™ y por “Patent Term
Restoration Act” en 1984, Estos registros permiten evaluar los duplicados de algin producto que haya
salido al mereado después de 1962, con la premisa de que cl medicamento demuestre ser biocquivalente
al original, Lo anterior indica que en muchos de los casos, s¢ deberin cfectuar estudios de

biodisponibilidad comparativa in vivo.

Para establecer la biocquivalencia, ¢s nccesario que la absorcidn neta de los productos ne
presente diferencias significativas y que las velocidades de absorcion scan tan cercanas que los perfiles

de niveles sangulneos scan muy parecidos.

El protocolo para los estudios de biocquivalencia es mds simple que el que se requicre para los

estudios farmacocinéticos de un fannaco nuevo, dado que :

a) Al mismo grupo de voluntarios s¢ le administrardn las mismas formulaciones, por lo que fos
parimetros farmacocinéticos tales como volumen aparente de distribucion, las microconstantes
(farmacocinéticas) de velocidad que conteofan la transferencia entre los compartimentos y la vida

media de eliminacion, pueden ser considcrados constantes,

b) Los voluntarios cstdn sujetas al misno protocolo de ayuno en el estudio, 1a eficiencia en la absorcion
del farmaco, después de que es liberado por la forma fannacéutica y ha sido disuclto ¢n ¢l fluido
corporal, puede ser considerado tentativamente como la misma. Por lo tanto, las difercncias ¢n la
absorcion ncta del fairmaco pueden ser atribuidas a diferencias en  las caracteristicas de liberacion de

la forma fanmacéutica,
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Se¢ recomienda que sca un estudio de diselo cruzado, para detectar las diferencias entre las
formas dc dosificacion cn un 20 por cicnto 6 mds. Existe una cieta diferencia entre a cual producto se
considera como “referencia” o “producto estindar” Generalmente el primer producto en safir al

mercado, conocido camo innovador s¢ considera como el producto de referencia.

Los inteatos REGULATORIOS para establecer. criterios especificos para juzgar la
hioequivalencia, han gencrado debates acalorados dada 1a naturaleza del tdpico y sus aplicaciones. El
asunto es complicado, ya que los conceptos generales y procedimientos para la medicidn de In
bioequivalencia, estin basados en los conocimientos de dos disciplinas: Biofarmacia y Farmacocinética.

Dos puntos de mayor interds, y que son los que causan los debates, sc seflalan a continuacion,

3.4.6. Andlisis cstadistico.

Un tema de discusion critico es ¢ andlisis estadlstico empleado. Por ¢jemplo catre éstos, sc
encucntra la regla de 75/75, donde Ia biodisponibilidad relativa del producto de prucba, debe ser mayor o
igual al 75 por ciento y menor o igual al 125 por ciento cn al menos el 75 por cicnto de fos sujetos, en
relacion al patrén de referencia. Algunos estudios han demostrado que ta regla puede aceptar productos
disimilarcs o no aceptar productos similares, especiatinente cuando el cstudio sufre de una gran variedad

intra ¢ intcrindividual,

Otro punto de debate cs la regla de poder 80/20, la cual requiere que et discito estadistico del
estudio deberd ser capaz de proveer un 80 por ciento de probabilidad de detectar diferencias de hasta un
20 por ciento cn las medias de las ABC (Arca Bajo la Curva) y Cmax (Concentracion Méxima) de las
formulaciones bajo prucba. Aunque una diferencia del 20 por ciento en los firmacos con una modesta
pendicnte en las curvas de dosis-respucsta puede ser clinicamente insiguificante, la diferencia puede
causar problemas en Iz terapéutica, al no tener la misma respucsta, por esta mzon se ha recomendado

que la reglé que s¢ emplee sea 80710,

Actualmente son los intervalos de confianza cidsico y Westlake, ™" los que sefalan los

indicios para predecir la biocquivalencia 0 no de los productos.
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VOLUNTARIQS PARA Ef ESTUDIO,

Los estudios de biocquivalencia, requicren de Ia participacion de voluntarios sanos, jévencs, en
ayuno y de sexo masculino, de preferencia, El empleo de una poblacion homogénea y condicioncs
controladas ¢s para minimizar las distintas variables que pueden afectar los niveles plasmaticos del
farmaco durante ¢l cstudio comparativo. Sin embargo, ¢l discfio experimental crea una poblacion
escogida al azar o en forma casual y en condiciones astificiales que pueden cubrir las diferencias
potenciales en el desempeiio de la prucba, bajo las condiciones realcs de uso de los productos.

3.5, Propiedades fisicoquimicas del dcido acetil salicilico.

3.5.1. Nombre quimico

2-Acetoxibenzoico

3.5.2. Férmula condensada.
CH,0,

3.5.3. Férmula desatrollada,
O0H
OCOCH;4
ASPIRINA

3.5.4, Masa molccular,
180.16 g/niol
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3.5.5. Densidad : 1.40 mg/mi
3.5.6. Punto de fusion: 135°C,
3.5.7. Constante de disociacion: pKa 3.5 a 25°C.

3.5.8. Descripcion.
Cristales incoloros o polvo blanco, cristaline; inodoro. Es estable en aire seco; en aire himedo

sc hidroliza gradualmente formando dcidos salicilico y acético.

3.5.9. Solubilidad
1 gen 5 mide alcohol; | g. en 17 mt de cloroformo; 1 g. en 15-17 mlde éter; 1 g. ¢n 360 mi de

agua a 25°C, en 100 mi de agua a 37°C.

3.5.10. Coeficiente de particidn.
Log P (octanol/Amortiguador pH = 7.4) = -1.1

3.6, Farmacocinética y mecanismo de accidn,

3.6.1. Absorcion®.

Los salicilatos se absorben con rapidez; una pequedia porcién lo hace en ¢l estémago, pero on su
nayor parte sc absorbe en ¢f intestine delgado superior. Se encuentran concentraciones plasmaticas
apreciables en menos de 30 minutos; después de una dosis individual, se alcanza un valor maximo
aproximadamente a las dos horas, disminuyendo luego en forma gradual, E! porcentaje de 1a absorcion
estd determinado por muchos factores, en particular por la velocidad de desintegracién y disolucion, Si
s¢ administran comprimidos, ¢l pH de las superficies mucosas y el (icmpo de vaciado gistrico son

importantes, La aspirina sc absorbe con mas lentitud que el salicilato de sodio.

El salicilato se absorbe principalimente por difusion pasiva de moléculas no disociadas (dcido

acetilsaticilico y salicilic), a través de las membranas  gastrointestinales y por cllo. influye el pH
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gistrico, la velocidad de difusion depende de la concentracion de sustancia no fonizada y su solubilidad
en lipidos. Cuando ¢l pH del jugo gastrico es bajo (por debajo del pKa), el salicilato se encuentra
principalmente en su forma no ionizada y més liposoluble, por effo se absorbe con mayor rapidez, Como
¢l pH del liquido de ta porcion superior del intestino es bajo (hasta 5.3), algo det salicilato se cncuentra

aln no ionizado, y asl la absorcidn ocurre en este sitio.

En las preparaciones con amortiguadores los salicilatos se absorben con mis lentitud pornue hay
menor forma no ionizada; sin embargo la absorcidn global no disminuye porque ¢l aumento de la
solubilidad penmite que la sustancia se distribuya mejor en fa mucosa gastrica y que pase al intestino con
mayor rapidez, El factor limitante en la absorcién es la difusidn por las membranas del cstdmago y del
intestino, cuando son administrados ¢n forma sélida, los salicilatos tienen que disolverse para ser
absorbidos, dicha solubilidad s¢ ve aumentada por las sustancias que elevan ¢l pH del contenido

gistrico.

Cuando las moléculas de salicilato no ionizadas entran en las células de la mucosn gastrica se
disocian pasando a su forma no jonizada por el alto pH (7.0) intracelular, presentindose concentraciones
del anidn salicilato 15 a 20 veces la del lumen gdstrico, o que puede producir lesiones de la mucosa
gistrica. El hecho de que rara vez sea daffada la mucosa intestinal por los salicilatos es debido al menor

gradicnte de pH que hay entre ¢ contenido intestinal y las células de las mucosa

La absorcion rectal sucle ser mas lenta, incompleta y poco segura; por consiguiente, no es
aconscjable esta via cuando se requicren altas concentraciones plasmdticas. El dcido salicilico se absorbe
con rapidez por la piel intacta, en especial euando se aplica en linimentos o ungilcatos olcosos (como la

lanolina).
3.6.2 Distribucién ©,

Los salicilatos sc distribuyen eu la mayor parte de los tejidos y los liguidos extracelulares, en
especial por procesos pasivos pH-dependientes. Se le encuentra en los Hquidos sinovial, cefalorraquideo
y peritoneal, este compuesto puede atravesar la barrera placentaria, No s¢ secreta en ¢l jugo gistrico

aunque lo contenga en gran concentracion. Solo indicios de salicilato aparecen en el sudor, la bilis y las
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heees, Fuera del plasma, las mayores concentraciones se encuentran en la corteza renal, el higado, ¢l

corazdn, los pulmones, en ccrebro y masculos esqueléticos 1a concentracidn es baja.

Los voliimenes de distribucion de las dosis usuales de aspirina y salicilato de sodio proniedian
alrededor de 170 mi/Kg de peso corporal. La aspirina ingerida se absorbe como tal, pero cicrta cantidad
entra como cido salicilico, a causa de la hidrolisis por esterasas de las mucosas gdstrica ¢ intestinal,
Pucde detectarse en el plasma duraste un corto tiempo como resultado de Ia hidrdlisis plasmitica,
hepitica y eritrocitaria, por ejemplo con una dosis de 0.65g, solo 27 por ciento se encuentra en forma
acctilada, como resultado Ia concentracion plasmdtica de la aspirina sicmpre ¢s baja y rara vez excede

de 20 pg/ml,

En las concentracioncs encontradas en la clinica, un 80 a 90 por ciento del salicilato esth unido a
las protelnas plasmiticas, cn particular a la albumina. Los salicilatos compiten con otros compucstos
por los sitios de unién con las protelnas plasmdticas; éstos incluyen tiroxina, triyodotironina, penicilina,
fenitoina, sulfinpirazona, bilirrubina, icido Grico y naproxeno. La aspirina inalterada se liga a las
protefnas del plasma en muy pequeio grado; pero acetila la albumina de! plasma humano “in vivo™ por
reaccion con el gnipo -amino del aminoicido lising, lo que puede alterar ¢l cardcter antigénico de la

albumina y tener reaccion con el sindrome de hipersensibilidad a Ia aspirina, (Hawkins y col., 1969).

3.6.3 Biotransformacion y Excrecion ®,

El 4cido acctilsalicllico ¢s desacetilado con rapidez por csterasas plasméticas para formar dcido
salicilico (metabolito fannacoldgicamente activo) y 4cido acético. La biotransfonmacion de los salicilatos

sc realiza en muchos tejidos, en particular en el reticulo endopldsmico y en las mitocondrias hepaticas.

Los tres productos metabolicos principales son el acido salicilirico (el conjugado de glicina), cl
éter o glucuronido fendlico y el éster o acilglucurénido. Ademds, una pequefia fraccion se oxida a 4cido
gentisico (dcido2,5-dihidroxibenzoico) y en dcidos 2,3-dihidroxibenzoico y 2,3,5-trihidroxibenzoico,

también sc fonna dcido gentistirico, conjugado de glicina del acido gentisico.
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Los salicilatos se excretan por la orina como Acido salicilico libre (10 por ciento), acido
salicilirico (75 por cicnto), glucurénidos salicilico fendtico (10 por ciento) y acilico (5 por cicnto) y
Acido gentisico (<1 por cicnto). No obstante, fa excrecion de salicilato tibre es en extremo variable y
depeude tnato de la dosis como del pH urinario. En la orina alcaiina, mas del 30 por cicnto del firmaco
ingerido puede climinarse como salicilato libre, micntras que en la orina dcida puede ser solo del 2 por

ciento.

Todos los procesos de transformacion y de excrecion del AS (Acido salicllico) siguen una
cinética de primer orden, excepto las conjugacioncs de dcido salicilico con glicina y dcido glueurénido

que son cindticas que dependen de la dosis administrada *,

La vida media plasmética de Ia aspirina es de alrededor de 15 minutos, la del salicilato en dosis
de 650 mg/dia ¢s de alrededor de 2 a 3 homs y en dosis antiinflamatorias usuales ¢s de 12 horas, La vida
media del salicilato puede ser de 15 a 30 horas con dosis terapéuticas altas (dg/dia) o cuando hay
intoxicacion, La eliminacién dosis-dependiente es ¢l resultado de la capacidad timitada del higado para
formar 4cido salicildrico y glucurdnido fendlico; en dosis mayores una gran cantidad del firmaco sc

excreta por la orina,

Todos los salicilatos se climinan por via renal y lo realizan por filtracién glomerular,

reabsorcion y sccrecion tubular. Las cantidades reportadas que se exerctan en orina son las siguicntes:

- Acido salicildrico 75.0 por cicnto
- Acido salicilico 10.0 por ciento
- Glucurdnido salicilico fendlico 10,0 por ciento
- Glucurénido salictlico acilico 5.0 por cicnte
- Acido gentisico 1.0 por ciento

La alcalinizacién de 1a orina incrementa la velocidad de excrecion de los salicilatos libies;
cuando el deido acetilsalicilico sc usa en bajas concentraciones (650 mg/dia) la climinacion csta de
acuerdo n una cinética de primer orden y la vida media en plasma s aproximadamente eerca de 3-5

horas mientras que a dosis altas (4 g/dla) la cinética cs de orden cero y la vida media en plasma aumenta
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de 15 a mds horas.” Este efecto pucde observarse despuds de una semana y estd dado por la saturacion

de los sistemas hiepdticos que catalizan la formacion de salicilato a salicilglucurénido y dcido gentisico
119

Los conjugados glucurénicos de los dcidos salicifico y gentisirico son dcidos orgdnicos
hidrosolubles, por lo cual no difunden con facilidad a través de las células del tibulo renal, cstos
productos de biotransformacién no se excretan mediante un proceso pH dependiente como lo hace el
4cido salicilico libre, sino que sc filtran en el glomérulo y son excretados por ¢l sistema para el

transporte de Acidos organicos.

El volumen de distribucién de la aspirina es de 0,135 L, del &cido salicilico cerca de 0.1 2 0.2 L.
La unién a proteinas en plasma para el dcido salicilico es de cerca del 90 por ¢iento e concentracioncs
por abajo de 100 pg/ml; disminuyendo alrededor del 50 por ciento a coucentruciones de 400 pg/mi.

La figura 3.1. muestr los metabolitos del Acido acetilsalicilico.
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Fig. No. 3.1, Metabolitos del AAS

3.7, Propiedades farmacoldgicas de los salicilatos,

Las concentraciones terapéuticas en plasma del dcido salicilico son en ¢l intervalo de 20 a 100

pg/mi para analgesia y de §50 a 300 yrg/mi para cfectos anti-inflamatorios.

3.7.1. Analgesia ®,

Los salicilatos alivian ciertos dolores por accién en el SNC, cuyo mecanismo no se ha

clucidado del todo, sin embargo bajo un gran nlmero de observaciones se ha consolidado la teorla de 1a
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inhibicién enzimdtica de las prostaglandinas en la patogénesis de la inflamacién y la ficbre, incluyendo la
de Ia liberacién de prostaglandinas en cualquicr lugar en donde s¢ produjera dafo celular, En general se
considera que la inhibicion de la ciclooxigenasa, enzima responsable de la biosintesis de las

prostaglandinas, constituyc una faceta importante en ¢l mecanismo de accién de las drogas tipo aspirina.

3.7.2. Antipirexia®.

Los salicitatos.suclen disminuir con rapidez la temperatura corporal clevada. Las dosis usuales
de 0.3 a 1.0 g por via oral cada 3 6 4 horas.que producen este cfecto tanbién aumentan ¢l consumo de
oxigeno y la tasa mectabdlica. En dosis toxicas, estos compuestos tienen un efecto febnil que produce

sudoracitn; ¢sto incrementa la deshidratacion, que ocurre en I intoxicacion por salicilatos
3.7.3 Respiracion®.

Producen perturbaciones graves del equilibrio dcido-base que es caracteristico de esta clase de
compuestos . Los salicilatos estimulan Ia respiracion en forma directa ¢ indirecta; dosis terapéuticas
completas de salicilatos aumentan el cohsumo de oxigeno y fa produccion de CO,, este aumento estimula
Ia respiracion. Los pacientes con intoxicacion por salicitatos pucden tener alcalosis respiratoria.. Las
dosis téxicas de salicilatos producen pardlisis respiratoria central y colapso circulatorio secundario a la

depresidn vasomotora,
3.7.4. Usos terapéuticos y dosificacion®,

La dosis antipirética de salicilato para adultos cs de 325 a 650 mg cada 4 hrs. por via oral, para
los nifios ¢s de 50 a 75 mg/Kg diarios en cuatro a scis dosis divididas, no excediendo una dosis diaria
total de 3.6 g. Para la analgesia sc prescriben las mismas dosis y forma de administracion que para la
antipiresis. Para supresion mdxinia de Ia inflamacién, convicne mantener concentraciones plasmaticas de
salicilato de 150 a 300 pg/mL, Para los adultos basta una cantidad total diaria de 5 a 8 g fraccionada en
dosis de 1 g. Para los nifios sc nccesitan cantidades de 100 mg/Kg por dia, en porciones divididas, cada
4 a 6 horas, en ¢l curso de hasta una semana, luego In dosis se reduce en forma gradual con intervalos

semanales, a 60-75 mg/Kg por dia, manteniéndola tanto ticmpo como sea necesario.
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3.8. Reaccioues adversas y toxicidad.

Se ha cstimado que la dosis minima letal corresponde a 15 g, concentraciones en plasma de 300
pg/ml pucden producir reacciones toxicas, concentraciones mayores de 500 pg/ml pueden ser asociadas
con intoxicaciones moderadas a severas. La intoxicacion leve se le conoce coma salicilismo y s¢
caracteriza por zumbidos cn los oldos, vértigo, ccfalea, marcos, sudoracién, sommolencia,
hiperventilacion, vémitos, nduscas, disminucién visual y confusion mental >, En of salicilisnio severa sc
presentan los mismos sntomas ademds, alteraciones graves en ¢l equilibrio dcido-base, y en la
composicidn electrolitica del plasma, seguida de convulsiones, delirios, cstado de coma y paro
respiratoria. Los cfectas o reacciones adversas de los salicilatos s¢ manifiestan a difercutes niveles de los

sistemas orgdnicos. A continuacion se mencionan los mds importantes;

Gastrointestinal; El principal efecto adverso es la jrritacién gastrointestinal causando, nduseas,
vamito, malestares hipogistricos, empeoran la ulcera péptica, la dispepsia, hemorragia glstrica y
gastritis crosiva. La hemorragia gastrica inducida por salicilatos es indolora y puede producir una
ancmia ferropénica. Aproximadamente la mitad de los individuos en que ¢l salicilato en ¢l plasma pasa
de 30 mg/mL sufren nduscas ©.

Sangre; Aumenta el ticmpo de sangrado en individuos normales. Se debe tener cuidado con la
aspirina y la administracién de anticoagulantes®,

Hipersensibilidad: Causa urticaria, broncoconstriceién y en ocasioncs choque anafilictico.
Aproximadamente cl 15 por ciento de los pacientes que toman aspirina cxperimentan reacciones de

hipersensibilidad ",

Aparato respiratorio: En dosis utilizadas para la artritis reumatoidea puede causar depresion
respiratoria,

Sistema Hepdtica:. Puede producir lesion hepética por lo cual se restringe su uso ¢n pacientes
con hepatopatla crénica °.

Efcctos metabolicos; Los salicifatos ticnenr multiples efectos sobre los procesas metabdlicos,

pueden causar hiperglucemia, glucosuria y agotar cf glucdgeno muscular y hepatico ™,
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3.9, Métodas de valoracién en flufdos bialégicos.

Varios métodos han sido reportados para determinar dcido acetilsalicllico y dcido salicllico en
fluldos biolégicos principalmente en plasma y orina, las téenicas mis cmpleadas son la colorimetria y la
espectrofotometria que, gencralmente carccen de alta especificidad y sensibilidad, ademas que I
determinacién de AS (Acido salicllico) es indirccta después de realizada una hidrélisis. Existen otras
técnicas que son mds especificas y sensibles para hacer estos estudios, como son las écnicas
cromatograficas, principalmente la cromatografia llquida de alta resolucién (CLAR) y la cromatografia
liquido-gas.

Los artlculos que hacen referencia a la determinacion de dcido acetilsallcilico y sus metabolitos
en fluidos bioldgicos, son cn su mayorla por cromatografia liquida de alta resolucion (CLAR),
cmpleando diferentes detectores como son ¢f ultravioleta (UV), fluoresceneia y electroquimico asf como

diversas fases méviles; existen pocos articulos que reportan por colorimetria
3.9.1. Métodos Colorimétricos.

La desventaja principal de los métodos colorimétricos ¢s su baja especificidad, sensibilidad
para fos salicilatos y su dependencia a la hidrlisis diferencial de Acido acetilsaticilico a 4cido salicllico
para su cuantificacidn. Uno de los métodos para cuantificar al salicilato cs ¢l colorimétrico con reactivo
de Trinder, en el cual utilizan ¢l nitrato férrico para desarrollar el color y ¢l dcido clorhidrico como
agente acidificante. Otro método colerimétrico es ¢l Dupont que es parecido af anterior sélo que en éste

se emplea el dcido nitrico antes del nitrato férrico ™%

3.9.2. Cromatografia Liquido - Gas (CLG).

Son pocos los articulos que hacen referencia para determinar AAS (Acido acetilsalicilico) y sus
metabolites por CLG. Estos métedos son especificos y sensibles permitiendo el anilisis simultinco de
todos los metabolitos sin conversion de AAS (Acido acetilsalicllico) a 4cido salicilico, sin embargo
presentan una desventaja, al necesitar derivatizaciones quimicas tal como la silanizacién para que sean

detectados adecuadamente. Las derivatizaciones que se requicren, necesitan mucho tiempo, cerca de 60
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minutos, y suelen complicarse por la hidrélisis parcial que sufre el AAS (Acido acetilsalicilico) durante

¢ésta, ademds de la maltiple formacién de subproductos de tipo éster y éter ™.

Morris H.Clarence y Colab ¥, proponcn un método por cromatografia gas-liquido para
determinar AAS (Acido acetilsalicllico) y AS (Acido salicilico) et plasma. Ellos utilizan ¢! fluoruro de
potasio y enfriamiento para minimizar Ia hidrélisis del dcido acctilsalicllico usando al bisulfito de
potasio al 10 por ciento como agente acidificante y el cloroformo como agente extractor, reportando que
se utilicen propilparabeno y n-butilbenzoico como estandar interno, El detector empleado fue el de
jonizacidn de flama y una columna de vidio de empaque QV-25 al 3 por ciento (68-80 mallas)
Chromosorb G; la temperatura de operacion del inyector es de 240°C y wtilizan Helio como gas
acarrcador. Comentan que es posible aumentar 1a sensibilidad y especificidad del método si se usa un

detector de conductividad térmica.

Seeger ¥ describe un método para cuantificar AAS (Acido acetilsalicilico) y AS (Acido
salicflico), en plasma, empleando un detector de ionizacion dc flama, una columna de vidrio con
empaque de OV-17 al 3 por cicato (80-100 mallas).con programacidn de temperatura de 105 °C a 195

°C, y ¢l gas acarreador empleado cs ¢l argén.
3.9.3.- Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR).

La Cromatografia liquida de alta resolucién presenta las ventajas requeridas para realizar un
estudio de farmacocinética, ya que ofrece especificidad, sensibilidad y simplicidad pasa analizar wn gran

numero de muestras en un corto perfodo de tiempo.

Casi todos los métodos analfticos reportados emplean una fase mévil terciaria con acetonitrilo,
solucioncs amortiguadoras, metanol y agua a flujos altos; con respecto a la técnica de extraccion,
algunos de ellos emplean gran volumen de disolvente orginico para la extraccion lo que dificulta el

proceso de evaporacion, causando que la téenica sea de elevado costo y ¢l tiempo de anilisis largo.

Harrison y Funk ** en 1980, desarrollaron un método para cuantificar el acido acctil saficilico y

dcido salicilarico en plasma y orina humana. Utilizaron una columna de fase inversa Cyyde 300 X 4 mm,
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cmpleando como fase movil metanol, dcido acético ghacial al 1.0 por ciento (60:40 v/v), a flujo de 2
mL/min. utilizando un detector UV a A (longitud de onda) de 310 y 280 nm. Emplean 2 ml de orina, 0.9
ml de HCI 0.27 N, 100 pl. de estandar intemno y 10 ml de hexano, se agita durante 10 win. y se
centrifuga a 730 r.p.m. por 5 minutos, s¢ cvapora Ja fase orginica a sequedad y sc resuspende en

metanol para inyectar 25 pl al cromatégrafo,

En 1981 Rumble y Roberts °, propusicron un método analitico para determinar Aspirina y sus
principales metabolitos en plasma y orina sin realizar extraceion. Se emplea una columna en fase inversa
Cus de 300 X 39 mmy; como fase movil acctonitrito, dcido fosforico (70:30) pH 2.5 a flujo de | mi/min.
y con detector U.V. a una A (fongitud de onda) de 313 nm. El método propuesto es complicado por el
tiempo de hidrolisis de los conjugados glucurdnidos. Toman 2 m! de orina en un frasco ampula con 2 ml
de HCL 10 N scllindolo al vacio y esterilizindolo a 120°C durante 3 horas en unma antoclave;
posteriormente s enfria y se diluyen 20 pl con agua y acetonitrilo, se centrifuga a 1500 r.p.n. durante 5

minutos y finalmente se inyectan 20 pL del sobrenadante,

N. Buskin y Roberts en {982 ¥, optimizaron un método para cuantificar salicilato y acido
salicihirico en plasma, con una modificacion para orina empleando una cohmmna de ODS de 250 X 4.6
mm, con fase movil de agua, amortiguador de fosfatos pH 2.5, acetonitrilo (30:50:20 viv ) a flujode 1.0
mb/min, usando como estandar interno dcido m-hidroxibenzoico y cipleando un detector UV a una A (
longitud de onda) de 303 mu, El andlisis lo realizaron con 1 ml de aring, | mi de dcido oxalico.l M y 1
ml de estandar intermo; el procedimiento de extraceion lo realizaron una mezela de acetato de etilo-
hexano, en una proporcion de (1:4 v/v). También cuantificaron los conjugados glucurdnidos del dcido

salicilica con una hidrolisis témica a 120 °C durante una hora.

Mays y Sharp cn 1984 %, desarroltan un método semiavtomitico para determinar en plasma y
orina dcido salicilico, dcido acetilsalicilico, dcido salicilirico y conjugados glucurénidoes en congjos y
humanos. El método se ha aplicado a estudios de farmacocinética y biodisponibilidad cu concjos, ratas y
humanos. Las condiciones cromatogrificas empleadas fueron una columna de Cigde 250 X 46 nuw, una
fase mévil de amortipuadores de fosfatos pH 2.5, metanol, acctonitrilo (68:16:16 ) a flujo de 1.5 mi/niin,

con un detector UV a una A (longitud de onda) de 237 nm. El método de preparacion de nmestra que
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cllos emplearon ¢s laborioso y requiere un ticaipo de andlisis largo, por ¢l ticmpo de incubacién con la
enzima B-glucoronidasa durante 20 horas; ademis s¢ toman multiples alicuoias y aforos durante cl

procedimiento y se utiliza un volumen grande de diclorometano (12ml) para la extraccién,

James.0 Kruk y Michacl en 1984 * reportaron un método al cual solo le hicicron
modificaciones a la técnica original de Rumble °, mejoraron I resolucién de los metabolitos y acortaron
el ticipo de retencidn de los mismos, requiriendo un ticmpo de analisis de 10 min, Posteriormente
probaron ¢l método cn ratas y humanos; las condiciones que emplearon fueron una columna de fase
inversa Cy de 250 X 4.6 mm, usando como fase mévil metanol y amortiguador de fosfatos pH 3.9 (35:65

v/v) a flujo de 2 m/min, con un detector de UV, a una A (longitud de onda) de 313 nm.

En 1991 Shen Jinglian 7, reportaron un métedo para determinar simultanéamente todos los
metabolitos de Aspirina en orina y plasma; realizaron 2 hidrélisis una alcalina con NaOH 0.1 M y otra
enzimdtica empleando Ia B-glucuronidasa, La separacion la levaron a cabo en una columna de fase
inversa fendlica de 300 X 4.6 wun, usando una fase mévil de metanol, acetonitrilo, trictilamina y
amortiguador dc fosfatos pH 2.8 (18:110:1:87 viv ), a flujo de I mlmin,, empleando un detector UV a
237 am. El tratamicnto para la hidrélisis de los glucurénidos es de 2 horas a 37 °C y no se requicre
extraccion con disolventes orgdnicos, lo cual facilita el método de anélisis.

Winthrop Largue y col. ™ Realizaron un método para cuantificar AAS (Acido acetilsalicilico) y
AS (Acido salicllico), en plasma, utilizando diclorometano y HCI 6 N para la extraccion, trabajando con
un detector de fluorescencia a una M (fongitud de onda) de 318-327 nm de excitacion y de 350-488 nm

de emision.

Sail L. y Kander *, desarrollaron un método por CLAR acoplado a un detector de fluorescencia
para cuantificar ¢l AS (Acido salicilico), utilizando nitrato de_amonio como agente extraccion; It

determinacidn la efectuaron a una A (longitud de onda) de 323 nm de cxcitacion y 455 nm de emision.
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3.10. Propicdades particulares de [a orina,

La orina a diferencia del plasma estd libre de protelnas y lipidos, sin embargo puede presentar
una mayor variacidn en su composicion y ésto s¢ puede observar en el color Ambar oscuro de Ia orina
colectada en las mafianas y en el color amarillo palido enando s colecta durante el dia, La composicién

de la orina depende de 1a dicta asi como del estado de salud del individuo.

En la recoleccion de la muestra s importante medir of volunien total de orina recolectada, as!
camo evitar perder volutnen de ésta. En los métodos de excrecion urinaria o que intercsa es fa cantidad
excretada, si cf volumen de orina es muy grande la cantidad de firmaco excretado serd muy pequefia y
por lo tanto ¢l andlisis estard sujeto a crrores asociados con bajas concentraciones y la pérdida de

volumen seria una fucnte importante en la variacion de la cantidad de firmaco.

La orina estd sujeta a cambios de pH en un amplio intervalo, que dependen en su mayor parte de
la dicta y de los medicamentos ingeridos. El pH normal sc encucntra entre 5.5 y 7.0 y cualquier
alteracion en el pH de la orina altera Ia cxcrecion de los fimiacos., Los famacos bisicos se excretan mas
facilmente en orina dcida, mientras que los frmacos dcidos se excretan mcjor en orina alealing. Por otra
parte, la composicion de la orina cambia con ¢l tiempo de almacenamicnto ya que ¢} CO; se va

perdiendo, causando que la orina s¢ vuclva més alealina y cause la precipitacion de fosfatos inorgdnicos
33
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CATITULO IV

PARTE EXPERIMENTAL

4.1, Matcrial, Equipos ¢ Instrumentos

. Balanza analitica digital Sartorius, Mod 895320,

. Balanza granataria Ohiaus, Mod, 21975.

. Baflo water-Bath Lab-Line.

. Sonificador Branson, Mod. 5210.

. Centrifuga Clay Adams, Mod. 211466.

. Vortex, Agitador vortex Thermolyne, modelo 16700,

. Centrifuga Damow/EC Division, modelo IEC HN-SIIL.

SN n L W N

. Balanza analitica Sartorius 180},

v oo =a

. Evaporador de disolventes.

10.Sistema de filtracidn de disolventes Millipore,

11.Equipo desionizador de agua Milfipore.

12. Micropipeta de 100 - 1000 mL con puntas de propileno de capacidad de | mL , Beckman,
13.Micropipeta de 50 - 200 mL con puntas de propileno de capacidad de. 200 mL , Beckman,
14.Durémetro Schleuniger Mod.2E/106.

15.Cromatégrafo de liquidos de alta resolucion marca Waters-Millipore, equipado con:

Bomba Watcrs modelo 481, integrador Waters 745-b Data Module, inyector manual Perkin Elmer
modelo 7125 con un loop de inyeccion de 20 uL., Detector UV-VIS de longitud de onda variable.
16.Columina fase inversa, Spherisorb, ODS 250 x 4.6 mm con Sm de tamafio de particula. Cis.

4.2, Reactivos y sustancias de referencin,
a) Acido saticllico, Tecnologia Fanmacéutica, lote N° KR114

b) Acido salicilirico (Acido O-hidroxihipirico ), marca Sigma, lote N° 1031744
¢) Metil parabeno, Tecnologla Farmacéutica, lote N° 19910
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d) Acido clorhidrico concentrado, J.T.Baker, lote N° 9535-61.

¢) Mectanol R.A, J. T Baker, lote N° 96-110.

f) Acctato de ctilo R.A, J.T.Baker, lote N° M-36448,

g) Diclorometano, R.A, Merck, lote N° 234,

h) Acido acético glacial, R.A, J.T.Baker, lote N° 9601-59,

i) Mectanot grado cromatografico, (filtrado y desgasificado), Mailinckrodt, fote N° 9093-03,
j) Agua grado cromatogrifico, (destilada, desionizada, filtrada en 0.22 p y desgasificada).
k) Nitrégeno no cromatogrifico, Infra,

1) Hidroxido de sodio, R.A.

m) Acido sulfurico, RA.

4.3, Soluciones

8) Solucidn amortiguadora de acctatos pH = 4.5

b) Solucion de NaOH 0.5 N

¢) Acido sulfiirica 0.5 N

d) Acido Clorhidrico 0.6 N,

¢) Mezcla de acetato de ctito-diclorometano (80:20 v/v).

f) Solucion de metilparabeno de concentracion de S0pg/mL (estindar interno).

) Solucion estandar de Acido salicilico de concentracion 1000ug/mL cn metanot grado cromatografico,
(filtrado y desgasificada).

h) Solucion estindar de acido salicllico de concentracion 1000 pg/ml en metanol grado cromatografico,
(filtrado y desgasificado).

i) Solucion de 4cido salicilico de concentracion 1000pg/mL. en orina fibre de fanmaco,

i) Solucidn de dcido salicllico de concentracion 1000 pg/mL ¢n orina libre de fannaco,
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4.4, Preparacion de las soluciones.

- Soluctdn amortiguadora de acetatos pH = 4.5,

Transferir 3.0 g de acetato de sodio triliidratado a un matraz volumétrico de 1 L, adicionar 30
mL dc agua destilada, agitar hasta disolucidn, agregar 1.6 mL de &cido acdtico glacial, levar a
volumen, mezelar y verificar ¢l pH, ajustar, si es necesario, segdn sea el caso, con dcido acético glacial
0.1 Nocon NaQH 0.1 NapH 4.5+4/- 0.1,

- Solucion de NaOH 0.5 N.
Transferir 20 gramos de hidroxido de sedio a un matraz volumétrico de T L disolver y llevar a

volumen con agua destilada hervida.

- Solucién de H,S0;
Adicionar 24.52 gramos de dcido suifirico a 700 mL de agua destilada contenida en un matraz

volumétrico de | L. Enfriar y llevar a volumen con agua destilada.

- Solucidn de Acido clorhidrico 0.6 N,
Transferir 3.2 mL de¢ HCl concentrado a un matraz volumétrico de 50 mL, llevar a volumen con

agua destilada y mezclar.

- Solucién cstindar de dcido salicilirico y Acido salicflico en metano! grado cromatografico.

Transferir 0.0250 g de 4cido salicitarico (ASu) y 0.0250 g de dcido salicilico (ASa) en matraz
volumétrico de 25 mL, disolver y aforar a volumen con metanol grado cromatogréfico

Esta es la solucin estindar conticne de 1000 pg/ml de cada sustancia. De clla se toman

allcuotas para las diluciones de la curva patrén.

- Solucion estindar de metilparabeno cn metanol grado cromatografico(Estandar interno).
Transferir 0.0250 g de metifparabeno a un matraz de 25 mL, disolver y llevar a volumen con
metano! grado cromatogrifico. Esta solucion conticne 1000 pg/mL, a partir de ella se efectia una

dilucion de 2.5 ml. a 50 mL para obtencr una concentracion de 50 pg/inl, de esta solucidn se tomardn
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alfcuotas para reconstituir las mucstras y los puntos de la curva patron, una vez cvaporadas las

nuestras,

Tabla No 4.1
Diluciones para la curva de calibracién de dcidos salicilirico y salicflico en metanol
Solucidn Allcuota de Allcuota de esténdar Aforo con Conc. ASu Conc. ASa
No. solucidn estandar |  interno Metil-parabeno metanol 4cido dcido
{1000 pg/mL) {1000 pg/mL) R.A. salicildrico salicllico
mL ml, (mL) pg/mL pg/ml.
I 3 0.5 10.0 300 300
2 2 0S5 10.0 200 200
3 1 0.5 10.0 100 100
4 0.5 0.5 10.0 50 50
5 0.1 0.5 10.0 10 10
Tabla No. 4.2
Diluciones para la curva de calibracién de 4cidos salicilrico y saicilico en orina
Solucidn Allcuota de solucion estandar | Aforo con orina Cone. Cone.
No. [1000 pg/mL] en mL libre de firmaco Asu pg/mL As pg/mL.
1 0.1 10.0 10 10
2 0.5 10.0 50 50
3 ! 10.0 100 100
4 2 ’ 100 200 200
5 3 - 10.0 300 300

32




Parte Experimental

4.5, Condiciones Cromatogréficas.

Columna; C; ODS-2, dimensioncs 250 x 4.6 mm, tamafio de particula, 5 micras.

Fase movil: Mctanol/Agua/ dcido acético filtrado (55:44:1 ) viv

‘Flujo: 0.7 mL/ minuto.

Detector de longitud de onda variable U.V.-VIS a una longitud de onda de : 290 nm.

Para llevar a cabo la corelacidn de la concentracion con respecto a Ia resjuesta, se utilizaron las aluras

relativas (Arcl.), con respecto al estindar interno, para determinar la concentracion de Asu y As.
ARel = (Altura del analito / Altura de estindar interno)

NOTA: El estdndar interno tiene una concentracidn constante de 50 yig/mL.

4.6, Procedimiento de extraccion,

Las muestras biologicas para la realizacion de este cstudio fucron donadas por seres humanos
aparcntemente sanos, con edades comprendidas entre los 20 y 30 affos, de sexo masculino, los cuales

firmaron una carta de consentimiento (Apendice 1),

El método analitico empleado fite el propucsta por la tesista Guadalupe Canseco Ruiz, el cuil se
presenta cn la tesis titulada “Desarrollo y validacién de un método analftico para determinar metabolitos
de aspirina, 4cido saliciliirico y 4cido salicllico en orina por cromatografia de liquidos de alta
resolucién”, Se modificd solamente Ja concentracion del estindar itemo a 50 pg/mL en vez de la

concentracidn propuesta de 200 pg/mL.*

Método propuesto:

Transferir | mL de orina problema a un tubo de ensaye, adicionar 0.5 mL de HC) 0.6 N,
mezclar duranle 10 segundos en vortex, agregar 2,0 mL de una mezcla de acetato de etilo-diclorometano
(80:20 v/v) y agitar fucrtemente en vortex durante 1 minuto.

Centrifugar durante 10 minutos a 2500 r.p.m., con ¢} objeto de romper la emulsion y separar las

fases orginica y acuosa, separar ef sobrenadante orgénico (fase superior) y transferirlo en un-tubo de
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ensaye limpio, desechar la fase acuosa. Evaporar cl extracto orgdnico a sequedad utilizando una suave

corriente de nitrdgeno, y un bafio con agua a 35 °C.

Resuspender el residuo en 1.5 mL de solucion de estdndar intemo (contienc 50ug/mL de metil-

parabeno), agitar en vortex durante 30 segundos y proceder a inyectar 20t al cromatdgrafo.
Nota: Durante Ia cvaporacidn, la corricate de nitrégeno debe ser suave y la temperatura no mayor a 35

°C, para evitar la sublimacién del Acido salicilirico y se dé lugar a la formacidn de un compucsto metil

dster de dcido salicilirico . EI diagrama de {lujo se esquematiza en la siguiente figura.
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{ mL orina

( Acidificar con 0.5 mL dc HCI 0.6 j

l

[ Mezclar duranto 10 seg. cn vortex.

|

Adicionar 2 mL de acetato de etilo-diclorometano
80:20 /v,

l

( Mezclar en vortex durante | minuto ]

—

Centrifugar a 2,500 r.p.m.
por 10 min.

Reconstituir con 1.5 mL de estindar

[Evapomr a sequedad intemo conc. 50 pl/mL

Agitar ¢ inyectar
20 pl al cromatdgrafo

Fig.uo, 4.1, Diagrama de flujo de la extraccion de ASu y ASa en orina,
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4,7,- Pruebas de validacion del sistema.
4.7.1.- Linealidad,

Para determinar si la relacion de dreas con respecto a las diferentes concentraciones de ASu y
As cn metanol, prescntan un comportamicnto lincal cn ¢l intervalo de concentraciones propucsto,
preparar fres curvas de calibracion de concentraciones de 10, 50, 100, 200, 300 pg/ml de dcido

salicilirico y 4cido salicilico en metano! en un mismo dia, como se indica en la tabla 4.1,

Criterio de aceptacion:

Si r >0.99, ! >0.98, eatonces se acepta el cocficiente de regresion.
4.7.2.- Precisién evaluada como repetibilidad.

Se determina la precision del sistema al analizar por sextuplicado bajo las mismas condiciones
de operacion de equipo, reactivos, analista y dia, una muestra dcido salicildrico y dcido salicilico de 300

Hg/mL en metanol, en el intervalo de kinealidad propucsto.

Criterio de aceptacion:

Si ¢l C.V. < 2.0 por cicnto entonces cf sistema es preciso.
4.8.- Pruebas de validacién del método analitica.
4.8.1 - Lincalidad.

Para cvalvar la relacién que existe entre 1 cantidad agregada de amalitos y la cantidad
recobrada después de la extraccidn en orina, sc prepararan tres curvas de calibracién en orina ca ¢l
intervalo dc concentraciones de 10, 50, 100, 200, y 300 pg/ml de 4cido salicitivico y de dcido salicilico
respectivamente en wi mismo dia, como se indica e la tabla 4.2,

Criterio de aceptacion:

Sir > 098> 098y C.V. <10 por ciento, para que el método sc considere lincal,
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4.8.2.- Precisidn del método, evaluada como repetibilidad.

Para cvaluar la precisidn del método analitico en ¢l mismo dia de trabajo bajo las misimas
condiciones de operacidn de reactivos, cquipo, dia y analista. Se determina al analizar por sextuplicado

una solucion estandar con 300 pg/ml. de dcido salicilirico y deido salicilico en orina,

Criterio de aceptacion:

Si el % C.V. < 10 por ciento entonces el método es preciso intradias. #
4.9. Prucbas de control de calidad de los productos.

Las prucbas de control de calidad se efectuaron de acuerdo 8 los lincamientos especificados en
la FEUM sexta edicion (1994).

4.9.1. Uniformidad de dosis por ¢l método de Variacién de peso.

Sc clige este método porque la cantidad de principio activo dnico es mayor de 50 mg y
constituye més del 50 por cicnto del peso total de Ia tableta. Se pesan con precision 10 tabletas,
determinindose ¢l peso promedio, Con ¢l resultade de la valoracién del ingredieate activo obtenido cono
sc indica en la monografia individual (4.10.4.), caleular ¢l ingredicntc activo a cada una de las 10

tabletas, suponiende que cf ingrediente activo estd distribuido homogéneantente,
Criterio de aceptacion:

85 a 110 por ciento de I cantidad indicada en el marbete y la desviacion estandar relativa menor o igual

al 6 por ciento,
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4.9.2. Friabilidad.

Para la prucba de friabilidad, sc pesaron 20 tabletas libres de polvo y se depositaron en el
aparato, realizindose la determinacién & 25 R.P.M. durante 4 minutos. Sc calculd [a friabitidad por
cicnto,

(( Peso inicial - Peso final ) / Peso inicial ) * 100 = % Friabilidad

Criterio de aceptacién; % Friabilidad < 1.0%
4.9.3. Prucba de durcza,

Sc realizd en 10 tabletas y sc determino {a durcza en un aparato Schicuniger Mod 2E/106, se

caleuld la dureza promedio y su desviacidn estandar,
4.9.4. Valoracion.

Solucién de Referencia,- Transferir 10 mg de AAS Sref. (4c. Acetilsalicilico estdimndar de
referencia), a un matraz volumétrico de 10 mlL, agregar § ml. de agua y 2 mlL de solucién | N de
NaOH, agitar, llevar al aforo con agua, y mezclar. Transferir una alicuota de § mL de esta solucidn, a
un matraz volumétrico de 100 mL, llevar al aforo con una solucion 0.1 N de NaOH y mezclar, Bsta
solucion contiene 50 pg/mlL de AAS.

Solucién de la muestra.- Triturar hasta polvo fino no menos de 20 tabletas, y transférir una
porcidn del polvo, equivalente a 50 mg de AAS, a un matraz volumétrico de 50 mL, agregar 20 mL de
agua y 10 mL de solucién IN de NaOH, agitar, Nlevar al aforo con agua y filtrar, Transferir una alicuota
de 5 mL del filtrado, 2 un matraz volumétrico de 100 mL , levar al aforo con solucién 0.1 N de NaOH y
mexclar.

Procedimicnte.- Determinar las absorbancias de ambas soluciones, a la longitud de onda de
méxima absorcion (306 nm aproximadamente), en celdas de un cm, utilizando como blanco solucion 0.1
N de NaOH.

Calcular Ja cantidad en pg de AAS en la porcion de muestra tomada, por la formula:

CD(As/ARef); en Ia que C cs la concentracion en pg/ml de AAS, en la solucion de referencia, D es ¢l
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factor de dilucion de ks muestia y Am y Aref son las absorbancias. Relacionar ¢l valor obtenido con el

peso promedio de las tabletas.
4.9.5, Prucba de disolucion,

Emplear ¢l aparato No.l (aparato de disolucdn con ln modalidad de canastillas) colocar cada
tableta en ¢f aparto con 500 mL de solucion amortiguadora 0.05M de acetatos como medio de disolucion
y operar ¢l aparato a 50 R.P.M. durante 30 min. a una temperatura de 37°C. Para determinar la
cantidad de dcido acetil salicllico disuelta, cfectuar las diluciones convenientes con  solucion
amortiguadora y determinar las absorbancias a la longitud de 265 nm, en comparacidn con una solucion
de referencia de AAS de councentracion conocida disuclta en solucion amortiguadora, preparada al
momento. Criterio de aceptacion:

Q = 80 por cicnto.
Interpretacion:
La prueba se realiza con 6 muestras y ninguno de los resultados debera de ser menor de Q + 5

por ciento.

Para realizar un perfil de disolucién, tomar 3 mL de muestra del medio de disolucion a los
siguientes tiempos: 5, 10, 15, 20, 30, 45, 60 y 90 minutos y determinar la concentracion de AAS

disuclto cn ¢l medio a las condiciones mencionadas en el pirrafo anterior

Preparar una curva cstandar de AAS en solucion amortiguadora de acetatos con las siguientes

concentraciones: 20, 50, 100, 200, 300 y 500 mg/ml. determinando su absorbancia a 265 nm.
4,10, ANALISIS DE LAS MUESTRAS POR CLAR,
IEstos estudios s¢ Jlevaron a cabo en ¢f Jaboratorio de Biofarmacia de fa Facultad de Quimica, y

el andlisis de lns muestra se realizd en e laboratorio 112 de Biofarmacia del edificio E de Ia Facultad de

Quimica; los mismos sujetos que donaron las muestras, fungieron como su propio control experimental.

39



Parte Experimental

4.10.1.- Discio experimental ded estudio de bioequivalencia.

Se realizd un estudio de bicquivalencia previo al estudio de biodisponibilidad, se lleva a cfecto

en 2 semanas como cstudio cruzado con 6 voluntarios aparentemente sanos, los cuales se ajustaron al

siguicnte protocolo:

1.~
2-

No ingerir ningin medicamento o alcohol una semana antes de iniciar y durante ¢l estudio,

No tomar ningiin alimento 12 hrs. antes de iniciar el experimento.

Cada voluntario recibira en dias diferentes, una tableta de dcido acetil salicllico de 500 mg de un

producto nacional y de un producto de referencia de acuerdo al siguiente disefio experimental:

& woN

SEM/VOL | 1 |2[3]4[5]6
la___|clclclclriP
2a piPlPlP|ICIC

C = Producto comercial.
P = Producto de referencia,

El protocolo a seguir se sefala a continuacidn:

.~ Los voluntarios permanccern ch ayuno a partir de las 22:00 hrs. del dia anterior al estudio.

. = Vaciar la vejiga y desechar.

. «Ingerir 250 mL dc agua, 1.5 lws. antes de In administracién del medicamento.

. - Antes de tngerir ¢l medicamento vaciar la vejiga completamente y guardar una alicuota de 20 mL

Esta muestra corresponde al tiempo cero y se utilizard como blanco.

. - Ingerir una tableta ya sea def producto comercial o bien el producto de referencia, con 200 mL de

agua, de acuerdo al diseiio experimental.

, - Tomar 200 mL de agua cada media hora durante las 4 primeras horas del- estudio, Ingerir alimento

ligero 4 horas después de Ja ingestion del medicamento.

. - Recolectar muestras de orina a los siguientes tiempos ¢ 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0,6,0, 8.0

12,0, 24.0 y 30 lirs,, después de ingerir ¢l medicamento, midiendo con exactitud en probeta los
volimenes de orina colectados en cada ticmpo y ¢l pH de la mucstra. Guardar en ¢l congelador a -

4°C un volumen de aproximadamente 10 mL y desechar ef volumen sobrante.
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8 - Cuantificar dcido salicilirico y salicilico en cada una de las muestras utilizando el método analitico
descrito, dejando descongelar las muestras proviamente @ temperatura ambiente.
9 - Interpolar los valores de alturas relativas obtenidos en el punto anterior, en ka curva patrén obtenida

como se seitala en latabla 4.2,
4.10.2.- Disefio experimental del estudio de biodisponibilidad.

El estudio se realiz6 en 6 voluntarios aparentemente sanos a los cuales se les administrd una
dosis unica de Acido acetil salicllico (tableta comercial de 500 mg). Los voluntarios ingerirdn la tableta
con una dieta rica en lipidos, tomando aproximadamente 30 g de éstas (imantequilla sobre pan tostada).
Sc administrard una tableta del producto dicz minutos después de la ingestion de los alimentos, de

acuerdo al siguiente diseilo experimental en paralelo:

YOLUNTARIOS
SEMANA | DIA | 2 3 4 b 6
1 1 P r P P p P
2 2 C C C C C C

C administracion del producto comercial conjuntunente con lipidos.
P administracién del producto comercial en ayunas.

El protocolo a seguir es el nismo que el indicado en el punto 4.11.1 para el estudio de

bloequivalencla.
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CAPITULO V
RESULTADOS EXPERIMENTALES

S.1, Resultados de Ins pruebas de validacion del sistema y del método analitico,
Los tiempos de retencién (t;), encontrados cn las condiciones cromatogrificas mencionadas en ¢l

punto 4.6, y los cromatogramas respectivos son los siguientes:

Componente Tiempo de retencién

Acido salicildrico (Asu) 6.6 min.

Acido salicllico. (As) 13.5 min.

Metil parabeno (MP) 11.5 min.

Asa Asu
‘I MP Aga
Asu
MP ,
I [ L L UJ-J
T | g | T l ' l
MUESTRA EN METANOL MUESTRA DE ORINA

Figura 5.1 cromatogramas con muestra en Metauol y en orina,

42



Resultados experlmentales

Para Ylevar a cabo el desamroMo de este trabajo de tesis, fuc necesario observar el

comportamiento del sistema y det método analitico, empleando las muestias biolégicas, con df fin de

establecer ¢l intervalo de concentracion adecuado, para cuantificar los metabolitos en las muestras de

orina. Se comprobd por medio del andlisis de las muestras en diferentes tiempos del intervalo de

recoleecibn, que ¢l intervalo, de concentraciones més adecuado fue de 10 a 300 pg/ml de cada uno de

los metabolitos.

Los resultados de lincalidad del sistema y del método en el intervalo seleecionado se presentan a

continuacion.

5.1.1. Linealidad del sistema,

Resultados para dcido salicibirico Asu:

CONCENTRACION RELACIONDE | ESTADISTICA
p/ml ALTURAS

10 1.2829 Media = 1.2780

10 1.365 D.E, = 0.0894

10 1.1863 CV%=69%

50 6.3943 Media = 6.4015

50 6.764 D.E. =0.3589

50 6.0462 CV.%=56%

100 122319 Media = 12,6379

100 13615 D.E. =0.8502

100 12,0668 CV%=61%

200 24.2708 Media = 24.8626

200 26445 D.E. = 13847

200 234721 CV%=5.5%

300 36.8393 Media = 37.3885

300 39.514 D.E =159110

300 358122 CV%=5.1%

PARAMETRODE | CURVA | CURVA | CURVA | PARAMETROS DE REGRESION
REGRESION No. | No. 2 No.3 | PROMEDIO DELAS 3 CURVAS |

[ 0.999929 | 0.999943 | 099939 = 0999920
- 0.999858 | 0.999886 | 0.99978 = 099984
m 01219 | 01312 | 01177 o m=01367
b 0.1031 02203 | 0.08999 b= 02392
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Se realizd una prucba de “t" a los parimetros m (pendientc), b (ordenada al origen), para

comprobar que las diferencias existentes no son significativamente diferentes, La prucha de "t” se

efectud en ¢l programa computacional Origin versién 3.73.
Resuitado de la prucba de “t” para {a pendicnte en Asu

Prueba de “t" para 1 poblacion

Media Varianza N
A 0.1236 9.513E-5 3
t=0 p=1

A un nivel de 0.05 las medias no son significativaniente diferentes.

Resultado de fa prucba de "'t" para la ordenada en Asu:

Prucba de “t" para 1 poblacion
Media | Varianza | N
A | 023923 | 0.02147 3

t=3.94041E4 p=0.99972

A un nivel de 0.05 las medias no son significativamente diferentes,
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Lincalidad pam ¢l &cido salicilico (Asa):

CONCENTRACION RELACION DE | ESTADISTICA
pg/ml ALTURAS

10 1.3464 Media - 1.4131
10 1.4632 D.E. - 0.0601

- 10 1.4299 CV%=42%
50 6.6296 Media = 6 7705
50 6.549 D.E. = 0.3165
50 7.1331 CV.%=4.6%
100 13.4219 Media = 13.7097
100 13,0205 D.E. = 08696
100 14.6869 CV%=63%
200 26.8972 Media = 27.2675
200 259 72 D.E. = 1.5393
200 28.9583 CV.%=56%
300 40,23 Media = 41.0886
300 39,065 D.E. -2.0105
300 43.386 CV.%=48%

PARAMETRO | CURVA | CURVA | CURVA [ PARAMETROS DE REGRESION
DE REGRESION | No. | No. 2 No.3 PROMEDIO DE LAS 3 CURVAS

r 0.999995 | 0999975 | 0.99998 = 0.699920

r 0.999900 | 0.99995 | 0.99996 r = 0.99984

m 0.13428 | 0.1447 | 0.12969 m= 0.1367

b 0.0209 | 00165 | 0.08999 b= 0.2392

Se realizd una prucba de ‘1" a los pardmetros m (pendicnte), b (ordenada al origen), para
comprobar que las diferencias cxistentes no son significativamente diferentes. Esta prueba se cfectud

por medio del programa computacional Origin ver, 3.73.

Resultado de la prucba de 4" para la pendiente en la linealidad del dcido salicllico en el
intervalo de 10- 300 pg/ml.
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Prucba de “t" para | poblacién

Mecdia Varanza | N

A | 013622 | 591574E-5 | 3
t=0,00525 p-0.99628

A un nivel de 0.05 lns medias no son siguificativamente diferentes.

Resultado de 1a prucba de “t” para la ordenada en la linealidad del Acido salicilico en el intervalo
de 10-300 pg/ml.
Prucba de “t”
Media | Varanza | N
A} 0,0285 } 0,00318 | 3
t=087576 p= 047352

para | poblacion

A un nivel de 0,05 las medias no son significativamente diferentes.

5,1.2, Lincalidad del método.

Lincalidad det método para ¢l &cido salicilirico, {(Asu):

CONCENTRACI N RELACION DE | ESTADISTICA
pg/mi ALTURAS
10 0.4794 Media = 0.4796
10 0.4302 D.E. = 0.04049
10 0.5294 CV.%= 84 %
100 51128 Mcdia = 5.0024
100 4.8835 D.E. = 0.0938
100 5.0109 CV%=18%
200 9.0639 Media = 9.7081
200 9.8319 D.E. =0.4834
200 10.2286 CV%= 4.9%
300 14,5058 Media = 14.9832
300 . 15,0987 D.E.=03522
300 15.3452 CV%= 23%
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PARAMETRO | CURVA | CURVA | CURVA | PARAMETROS DE REGRESION
DE REGRESION | No. 1 No. 2 No. 3 PROMEDIO DE LAS 3 CURVAS
r 0.9964 0.9999 | -0.0311 = 0.9597
v 109982 | 09998 | 0.05121 1= 0.9995
m 0.0474 00486 | 0.99996 m= 0.04971
b 0.0553 | 0.0021 | 0.99992 b= -0,0377

Sc realizé una prucha de “t" a los pardmetros m (pendiente), b (ordenada al origen), para
comprobar que Ias diferencias existentes no son significativamente diferentes. Esta prucba se efectud

por medio del programa computacional Origin ver, 3,73,

Resultado de la prueba de “t” para la pendiente en Ia linealidad del deido saliciliirico en el intervalo de
10-300 pg/mi.

Prucba de 'Y" para una poblacion
Media | Varianza [N I
3

A | 004375 | L14507E4
t=0,00108 p=09992

A un nivel de 0.05 las medias no son significativamente difcrentes.

Resultado de 1a prucba de *t” para la ordenada en la linealidad del cido saliciliirico ¢n el
intervalo de 10-300 pg/ml,

Prucba de “t” para una poblacion

Media | Varanzaa | N

A'] 0.02823 { 0.00108 3
t=178542 p=021612

A un nivel de 0.05 las medias no significativamente diferentes,
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Lincalidad del método para el 4cido salicilico (Asa):

CONCENTRACION RELACIONDE | ESTADISTICA
pg/ml ALTURAS
10 0389784 Media = 0.4549
10 0.458189 DE. = 0.0520
10 0.51710 CV.%= 114
100 4.883561 Media = 4.9575
100 5.505800 D.E. = 0.4207
100 4.483302 CV.%=84%
200 9831922 Media = 9.6968
200 11.09958 D.E. = 1.2042
200 8.159029 CV.%= 124
300 14.786618 Media = 14,9205
300 17768611 D.E.=272727
300 12.206379 CV%=152%
PARAMETRO | CURVA | CURVA | CURVA | PARAMETROS DEREGRESION
DEREGRESION | No. | No. 2 No. 3 PROMEDIO DE LAS 3 CURVAS
09999 0.9990 | 0.9994 = 09997
R 0.9999 0.9980 0.9989 = 0.9995
m 0.0496 0.0593 | 0.0399 m= 0,04971
b 00949 | 03424 | 0.2546 b= -0.0377

Resultado de la prucba de “t" para Ia pendiente en fa linealidad del dcido salicilirico en

¢l intervalo de 10-300 pg/ml,

Prucba de “t” para | poblacion

Media | Vanmanza { N
A 00496 | 9.409E-5 |
t=0 p=|

A un nivel de 0.05 las medias no son significativamente diferentes.

Resultado de la prucba de “t” para la ordenada en 1a lineatidad del dcido salicilirico en el intervalo de

10-300 pg/mt,
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Prucba de “t" para 1 poblacidn

Media | Varianza | N
Al 006107 | 009011 | 3
t=-3.84665E-4 p= 099973

A un nivel de 0,05 1as medias no son significativamente diferentes.

5.2. Resultados de pruebas de control de calidad de tabletas.

5.2.1.- Prucba de dureza
Resultados de las tabletas del producto comercial de AAS

TABLETA Kp sC |
1 106 15
2 9.1 12.8
3 10.6 15
4 10.2 14.2
5 8.9 12.5
8 9.3 13
7 8.9 12.5
8 9.4 13.1
9 9.1 12.7
10 9 12,6
PROMEDIO 951 13.33
DES.EST. | 0.6871 1.0133
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Resultados de las tabletas del producto innovador de AAS

TABLETA Kp SC
1 132 18.5
2 7.7 10.7
3 122 17
4 119 16.7
3 127 17.8
6 9.1 12.7
7 104 14,5
8 9.4 13.4
9 12 16.7
10 91 | 127

PROMEDIO | 10.77 15.04

DESEST. | 18702 | 2.6412

5.2.2. Prucba de friabilidad .

Criterio: % friabilidad £ 1

Resultados de las tabletas de AAS (producto comercial):

TABLETA PESQ Inicial (g)
PESQ INICIAL 0.6532
PESO FINAL 08508
Friabllidad % 0.24 %

Célculo de % Friabilidad:
( Peso inicial - Peso final )
% Friabilidad e - ¢ 100

(Peso inicial )
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Resultados de las tabletas de AAS (producto innovador):

TABLETA PESO Inicial (g)
PESO INICIAL 03581 |
PESO FINAL 03550
Friabilidad % " 086%

Caleulo de % Friabilidad:
( Peso inicial - Peso final )
% Friabilidad =~ oo e - ¥ {00
(Peso inicial)

5.2.3. Prucba de valoracion.

Formula . mgde AAShableta= [ C D (Am/Aref) * 1000 * P.P.J/M
Donde: C = concentracidn de AAS pg/ml solucion de referencia. (S0 pg/ml)

D = factor de dilucion.

Amy Aref = son las absorbancias de la mucstra y la referencia,

P.P. = Peso Promedio (expresado cn mg).

M = Muestra utilizada (expresada cn mg).

Producto | C | %deAAS| PP. | AASiableta
(ng/m) (mg) (mg)

Innovador 50 97.0 358.1 3135

Comercial | 50 1030 | 5533 517.1

5.2.4. Prueba de disolucién.
Primera Etapa:

Porcentaje disuclto a los 30 minutos, ¢n ¢l aparato 1, a 37 °C y S0 rp.m. en 500 mi de una

solucién 0.05M de acetatos. (Los resultados se presentan en el apéndice 4)
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PRODUCTO | %DISUELTO
INNOVADOR 81,15 +/-3.3
COMERCIAL 80.22 +/- 2.7

Criterio Q+5 %

5.2.5, Prueba de uniformidad de dosis

TABLETA | PESO | CONTENIDO DE| CONTENIDO
() AAS (mg) POR CIENTO

1 0.3595 316.5 97.4

2 0.377 331.9 102.1
3 0.3567 314.0 96.6
4 0.3505 308.6 94.9
5 0.3508 308.8 95,0
8 03551 3128 96.2
7 0.3548 312.2 9.1
8 0.3607 3175 97.7
9 0.3632 319.7 98.4
10 0.3469 305.4 94.0
11 0.3536 3113 95.8
12 03577 314.9 96.9
13 0.3568 3159 97.2
14 0.326 287.0 86.3
15 0.3579 3154 96.9
16 0.3611 317.9 97.8
17 0.3864 340.2 104.7
18 0.3636 3201 96.5
19 0.3564 337 96.5
20 0.3656 3218 99.0
PROMEDIO | _ 0.3581 315.3 97.0

DER. 3.2680 3.2680 3.2680

Criterio: no menos det 85.0 por cicnto y no mas del 115 por cicnto

DER $6.0%
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Producto comercial;

TABLETA PESO | CONTENIDO DE [CONTENIDO POR
(9) AAS (mg) CIENTO
1 0.5561 517.6 103.5
2 0.5508 5125 102.6
3 0.5477 5098 102.0
4 0.543 505.4 101.1
5 0.5556 517.2 103.4
6 0.5589 520.2 104.0
7 0.5494 511.4 102.3
8 0.5474 509.5 101.9
9 0.5653 526.2 105.2
10 0.5514 513.3 102.7
11 0.5483 5104 102.1
12 0.5651 526.0 105.2
13 0.553 514.7 102.9
14 0.5489 510.9 102.2
15 0.5396 502.3 100.5
16 0.5628 5239 104.8
17 0.5647 525.6 105.1
18 0.5564 517.9 103.6
19 0.5464 508.6 101.7
20 0.5548 516.4 103.3
PROMEDIO | 0.55327 515 103
DER. 1.3359 1.3359 1.3359

Criterio: no nicnos del 85.0 por ciento y no mis del 115 por ciento

DER £6.0%

5.3. Resultados del estudio previo de bioequivalencia.

ANADEVA HECHA EN EL PROGRAMA BIOPAK
Variable dependiente - Cantidad Excretada Acumutada Total

Tota! de observaciones:

Observaciones Usadas:

EFECTO ° Libertad F exp.
SECUENCIA ] 351200 | S
SUJIETO(SECUENCIA) 5 60016 | §°
PERIODO 1 07599 N§
TRATAMIENTO 1 8.2030 S

S Significativo

NS = No Significativo
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FORMULACION CANTIDAD EXCRETADA (+/-) ERROR. ESTANDAR
ACUMULADA TOTAL (mg)
COMERCIAL 350.18 23.7126
INNOVADOR 446227 23.7126

INTERVALOS DE CONFIANZA

CLASICO WESTLAKE
CL.90% [(63.3286,93.6230) [(67.3608 , 132.6392)

5.4. Resultados del estudio de la influencia de los lipidos eu la biodisponibilidad del AAS,

Los resultados promedio, obtenidos del estudio de biodisponibilidad con la administracion dol
producto comercial en ayunas durante la primera semana y con una dieta lipidica durante Ja segunda
semana, asi como una comparacion entre ambas se presentan cn las siguientes tablas, (5.4.1., 542,y

5.4.3)). (Los valores obtenidos para cada voluntarto se presentan en lus tablas de los apéndices 2 y

3).
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Tabla No, 5.4.1.
Perfil promedio de cantidad excretada acumulada ( pg/mi ) vs. Tiempo en ayuno

F N

1.

experi

Tiempo | Promedio de los Desviacidn Error estandar
(hrs.) | voluntarios pg/ml | estindar (+/-) ()
0 0 (] 0
0:0.5 32179 41573 16972
0.5-1.0 10.4445 8.4567 3.4524
1.0-1.5 29.0391 10.7389 4,3841
}.5-2.0 49,9420 18.3903 1.5078
2.0-2.5 62.0660 21.0001 8.5732
2.5-3.0 74.3647 22.7647 9.3753
3.04.0 94.5222 28.6944 11.7144
40560 127.4960 234832 | 9.5869
6.0-8.0 165.6677 53,5689 ~ 21.869%4
8.0-12.0 228.9721 729110 29,7658
12.0-24.0 267.3383 77.4995 31.6390
24.0-30.0 272.9220 81,0642 33.0943
300 ~
~ 250 — T
E —
B =
g’ 150 -
- ) '/}
dJ
d ’ i | — »— Promedio En Ayuno |
o 1 l
£ ,il
8 o
0 5 10 2 % K
Tiempo (hrs.)

Perfil promedio del cstudio de 1a influencia de los lipidos en la biodisponibilidad del AAS

FIGURA No.5.4.1

Datos urinarios en ayuno,
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TABLA No, 5.4.2.
Perfil promedio del estudio de [a influencia de los lipidos en la biodispanibilidad del AAS
Datos urinarios con dieta lipidica (mg/mi),

Tiempo Promedio Desvincion estandar Error estindar
{hrs.) De los voluntarios pg/ml (/) (+-)
0 0 0 0
0-0.5 1.1723 20151 0.8226
0.5-1.0 79313 6.4510 2.6336
1.0-1.5 15.6759 74833 3.0550
1.5-2.0 27,1513 19.6327 8.0150
2.0-2.5 44.3858 354312 14.46417
2.5-3.0 69,2600 46.0674 18.8069
3.04.0 1006951 78.9811 32.2439
4.0-6.0 167.6339 88.8462 36,2713
6.0-8.0 249.71312 134.9508 55.0934
8.0-12.0 287.5425 123.1634 50.2812
12.0-24.0 344.0285 7172024 31.5177
24,0-30.0 354,0885 17.9200 31.8107
400
—~ | -
-E 00 /’//’
E) L
S’
£ m /
Y
l /! [ »— Promedio Dista Lipidos §
E .
8 ,v'ﬂ
L T T T M T M 1
0 5 10 15 0 % K
Tiempo (hrs.)

FIGURA No. 5.4.2

Perfil promedio del estudio de Ia influencia de los lipidos en [a biodisponibilidad del AAS, Datos

urinarios can dicta lipidica.
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Tabla no. 5.4.3.

Comparacién de la Cantidad Excretads Acumulada promedio (mg/m) (+/-) d.s. vs, Tiempo en lns
dos semanas de estudio en cads uno de Ins intervalos

Tiempo Promedioen | Desviacién estandar | Promedio con dicta | Desviacién estindar con
(lis.) ayuno cn ayuno lipldica lipidos
0 0 0 0 0
0-0.5 321719 4.1573 1.1723 20151
0.5-1 10.4445 8.4567 7.9313 6.4510
1-1.5 29,0391 10.7389 15.6759 7.4833
1.5-2 49.9420 18.3903 271573 19.6327
225 62,0660 21.000! 44,3858 354312
2,5-3 74.3647 22.9647 69.2600 46,0674
3-4 94,5222 28.6944 100,695 1 78.9811
4-6 127.4960 23.4832 167.6339 88.8462
6-8 165.6677 53.5689 249.7312 134.9508
8-12 228.9721 729110 287.5425 123.1634
12-24 267.3383 77.4995 344,0289 77.2024
24-30 272.9220 81.0642 354.0885 77.9200
2 400
E; %0 1 P E—
S~ 300 '/./"//’
4] e | -
B 250 -} .~ //
E ™ / e
8 150
< e
¢ " e e e
lﬁ 504 = Promedio Ayuno
o] - o Promedio Lieta Lipidos
g
.E 50 T ¥ T M L] M T Ul Ri o
[0 0 5 10 15 2 % k|
O )
Tiempo (hrs)

FIGURA No. 5.33.

Perfil comparativo de 1a influencia de los lfpidos en la biodisponibilidad del AAS Datos urinarios.
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CAPITULO VI
DISCUSION DE RESULTADOS

6.1, Prucbas de validacién del sistema y del métoda analitico.

Es indispensable que antes de realizar este tipo de cstudios, sc efectiien prucbas de validacion de
la metodologia enalitica a seguir para ascgurar la confiabilidad de los resultados la calidad de los
resultados que se derivan del andlisis de mucstras. Es por ello que se verificd para cada metabolite, que

tanto ¢l sistema como ¢l método analitico, tuvicran Ia lincatidad requerida dentro del intervalo de 10-300

jig/ml.
6.1.1. Lincalidad del sistema.

En cl punto 5.1.1. sc presentan las tablas de concentracién y relacion de alturas para los dos
metabolitos cuantificados en cf estudio, acido salicilirico y dcido salietlico. Se puede destacar que para
¢l &cido saliciliirico ¢l C.V.% mayor ¢s para la concentracién mas pequedia con un valor de 6.9 % y su
C.V.% promedio cu el resto de las concentraciones es menor del 6,0%. Para el 4cido salicilico ¢ C.V.%
mayor fue para la concentracion de 100 pg/ml con 6.3 %, y en las demds concentraciones se cacontrd un
C.V.% menor de 5.8 %. Sc presentan también los datos de los parsmetros de regresién lineal en los
cuales s¢ pucde observar que la lincalidad del sistema es adecuada en cf intervalo de 10-300 pig/ml. A su
vez sc realizd una prucba estadistica de *t” a las pendientes y a las ordenadas obtenidas de las curvas de
lincalidad del sistema, con un nivel de significancia de 0.05, con el objeto de detenninar, que no emn
significativamente diferentes. Con ello s¢ demuestra que ¢l intervalo clegido para In cuantificacion de

mucstras, es lineal y cac dentro de los pardmetros de validacion del sistema y del método.
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6.1.2. Lincalidad del método.

En el punto 5.1.2. se preseatan las tablas de concentracion y relacion de alturas para los dos
metabolitos cuantificados en ¢l estudio, dcido salicilirico y 4cido salicitico. Se puede observar que para
¢l dcido salicilirico ¢l C.V.% mayor cs para fa concentracién mds pequedia con wn valor de 8.4 % y su
C.V.% promedio en el resto de las concentraciones ¢s menor del 5.0 %. Para el dcido salicilico et C.V.%
oscila entre 8.4 y 15.2 % y se puede observar una disparidad mayor entre los valores de C.V.% que en
Jos ¢ncontrados en el cido salicilirico. Se presentan también los datos de los parimetros de regresion
lincal, -en los cuales se puede observar que la lincalidad del sistema y del método es adecuada en ¢l
intervalo de 10 a 300 pg/ml, A su vez se realizd una prucha estadistica de “t™ con las pendientes y s’
ordenadas obtenidas de las curvas de linealidad del método con un nivel de significancia de 0.05 con cl
objeto de determinar, que fos valores obtenidos no son significativamente diferentes. Con cllo s¢
demuestra que el intervalo elegido parn la cuantificacién de los metabolitos en muestras, es lineal y cac

dentro de los pardmetros de validacion del sistema y def método.
6.2, Prucbuns de control de entidad de los productos farmacéuticos.

Las prucbas fisicas como dureza y friabilidad, fucron aprobatorias para cada uno de los
productos. La prucba de valoracion, sl cumple la norma. Respecto a la prucba de disolucion, no
satisface la norma en la primera ctapa, pero debido a fa falta de muestrn proveniente del mismo lote, no
se realizaron las siguientes ctapas para saber si la prueba de disolucion es aprobatoria, por lo que no se

puede afirmar categoricamente que la prucba de disolucién no fue acreditada,

Esto se plantea porque Ia Fannacopea Nacional (F.E.U.M.) marca que a los 30 minutos se debe
encontrar en cada una de las tabletas, una disolucidn corvespondiente a 85 % (Q + 5%).
Y como se puede observar en el punto 5.2.4, el producto no cumple con este requerimiento y

procede continuar la prucba realizando la siguiente ctapa.
Con respecto a la prucba de uniformidad de dosis, debe sefialarse que se tomo el método de

variacién de peso, en base al criterio de que los productos contienen més de 50 mg del principio activo y

éste representa mis del 50 % del peso total de la tableta; los parimetros establecidos marcan que el
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contenido individual debe de cstar entre ¢l 85.0-115.0 % con un C.V. % < 6.0 %, los resultados

obtenidos demuestran que ambos productos cumplen con los requerimicntos.

En ¢l estudio previo de bioequivalencia, realizado a fos productos para, asegurar este control de
acuerdo a las especificaciones det CFR que se efectud en el laboratorio de Biofarmacia y cn of que se
analizaron las mucstras con la misma metodologla analitica que se practico para las muestras en cste
estudio, sc observd que al comparar un producto nnovador con unt contenido de 325 mg de AAS con et
producto comercial en estudio, con un contenido de 500 mg de AAS, se obtuvicron los resultados

presentados cn el punto 5.3.

Sc observa que la dnica diferencia estadisticamente no significativa, s¢ encucntra en el efecto del
periodo, sin embargo en los demds resultados, se observan diferencias estadisticamente significativas en
los demds efectos. S puede ver también que los resultados de los intervalos de confianza clisico y
Westlake, que cs el mas recomendado, arrojan datos que indican una bioinequivalencia de los productos,
ya que los valores deben de encontrarse entre 80-120 %. Sin cmbargo NO se puede afinmar de una
manera categdrica, que los productos sean realmente bioinequivaleates y dsto se debe a que no se cuenta
con las bascs estadisticamente confiables como para hacer tal ascveracidn, ya que los resultados
estadisticos experimentales de los efectos deben ser no significativos, cuestion que no se logré en el

cstudio previo,

Los resultados obtenidos nos indican que el niimero dptimo de voluntarios no ¢s el adecuado y
que ¢s conveniente replantear el disefio det estudio para evitar cstas diferencias estadisticamente

significativas y tener resuliados estadisticamente confiables,

No obstante que solo se encontrd valor estadisticamente no significativo en ol efecto de perfodo
s¢ considero convenicnte realizar ¢l estudio con influencia de los lipidos en la dicta con ¢ discilo
planteado anteriormente, pucs puede servir como referencia para un estudio posterior con resultados

estadisticamente confiables.
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6.3. Estudio de la influencia de los lpidos en la biodisponibilidad del AAS.

El estudio de biodisponibildad con influcncia de la dicta se realizd cn 6 voluntarios y el discfio
qjuc se siguid fuc el planteado cn la parte experimental, Sc obtuvicron los resultados presentados en ¢l
punto 5.4, en los cuales se observa que existe una mayor absorcion de AAS con una dieta lipidica. En la
primera semana del estudio se muestra la tabla 5.4.1. como ¢l promedio de la cantidad excretada
acumulada en ayuno y su grifica respectiva contra el tiempo (5.4.1.). Los resultados obtenidos muestran

que cl valor mdximio de cantidad excretada acumulada promedio es de 272.9 g,

También se observan los resultados obtenidos en la scgunda semana con la dicta lipidica en la
tabla No. 5.4.2. y su grafica respectiva en la figura No.5.4.2. En los resultados obtenidos en ¢sta

semana s¢ observa como el valor miximo de cantidad excretada acumulada es de 354.1 mg,

Se presenta a su vez la tabla comparativa con los resultados de las dos semanas en la tabla No.

5.4.3.y la grifica respectiva en la figura 5.4.3.

Comparando los resultados obtenidos entre ¢l ayuno y la dieta lipidica, se puede observar en la
grifica comparativa (figura No. 5.4.3.), que la cantidad excretada acumulada promedio ¢s mayor
cuando el producto es ingerido con una dicta lipidica, ¢sto nos indica que la absorcidn del AAS se ve
favorecida por los lpidos. Al realizar el tratamiento por ANADEVA, se encontrd que la base cstadistica
con la que se cuenta en cste cstudio no es lo suficientemente fuerte como para afirmar que la
biodisponibitidad se ve favorecida por los lipidos, sin embargo sf se puede decir que los lipidos
favorecen la absorcidn del AAS,

Si recordamos que un famiaco se ve favorecido en su absorcion al encontrarse en su forma no
ionizada, y que ésto depende de como sc encuentre su-estructura en un determinado pH, es posible
explicar que ¢l AAS se ve favorccido en su absorcién debido a que los lipidos retardan el vaciamiento
gastrico, con lo cual el AAS permanecerd en un mayor tiempo en el estdmage; al suceder ésto, se
favorece la absorcion tanto cn ¢l cstémago como en el intestino, dado que fa molécula de AAS se

cncuentra en su forma no ionizada por mis ticmpo en el estomago, y a su vez, ¢l paso por ¢! intestino
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serd mds lento lo cual aumenta ¢l tiempo de permanencia y de contacto en ¢l intestino, favoreciendo

también su absorcién, ademds de que es liposoluble.

Debido a que existen diferencias estadisticamente sigificativas en los efectos, (a excepeién del
efecto perfodo), este estudio solo se presenta como un estudio previo de biodisponibilidad, ya que no es
posible afirmar categéricamente que la biodisponibilidad aumenta, dado que no se tienc la base
estadistica para corroborar esta afirmacién. Con los datos obtenidos en ¢ste estudio es factible hacer ¢l
cdlculo del nimero minimo de voluntarios para poder obtener resultados estadisticos confiables en base

a la siguiente formula y con los datos del propio estudio.

2(165 + t(1-pR2Y o (1-p)

n-

52

Parémetros a seguir para el clculo de voluntarios:

« Nivel de proteccidn al consumidor = 95 % = 1.65

* Nivel de protcecion al fabricante = 80% ¢t g.pn) = 1.28

+ Rango de bioequivalencia aceptado para ABC para la formulacion de referencia §=0.22
Desviacion estindar entre observaciones de diferentes sujetos, o relativa al ABC  promedio. La cudl
fue de 0.295 para el estudio realizado.

Sustituyendo los valores en la ecuaci6n citada se obtiene que el nimero natural no fraccionario
de voluntarios ¢s de 16 con una desviacién de 0.295 obtenida de los valores del propio estudio. Los
valores mencionados se obtuvieron del curso sobre estudios de bioequivalencia en la industria

farmacéutica, impartido por Syntex el 14 y 15 de abril de 1994,
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CAPITULO VII
CONCLUSIONES

Tanto ¢! producto comercial como ¢l innovador que conticnenn AAS cumplieron con las nonmas
oficiales faramacopéicas de control de calidad, a excepeitn de la disolucidn, la cual no pudo

continuarse por falta de muestra,

Elintervalo utilizado de 10-300 pg/m! para el andlisis de las muestras s lineal y cae dentro de los
pardmetros ds validacion del sistema y del método presentados en la tesis (punto 5.1.)

No se logré comprobar la bioequivalencia o bioinequivalencia de los productos farmacéuticos
utilizados, dado que los resultados estadisticos no fucron lo suficientemente confiable como para

afirmar alguna de las dos aseveraciones,

Se observa que existe una mayor absorcion de AAS con la ingestion de lipidos en la dicta, sin
embargo no sc puede afirmar categéricamente que la biodisponibitidad aumente, debido a que ¢l

nimero de voluntarios fue insuficients estadisticamente.
El ntmero minimo de voluntarios totales par que el estudio de biodisponibilidad (con la

influencia de los lipidos en la dicta), sca estadisticamente confiable en un diseilo cruzado cs de 16
con §=0.295
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APENDICE 1
HOJA DE CONSENTIMIENTO
PARA EL ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LADIETA EN LA
BIODISPONIBILIDAD DEL AAS

NOMBRE: EDAD:
DIRECCION:

ESTATURA: SEXO:
TELEFONO: PESO:

En forma voluntaria y en pleno uso de mis facultades mentales, hago constar que he
sido informado sobre los riesgos en que puedo incurrir al participar en este estudio de
biodisponibilidad con influencia de una dieta lipidica, para un producto comercial de dcido
acetil salicilico,

Declaro que me han informado que mi- participacion en el estudio ¢s totalmente
voluntaria y que estoy ¢n libertad de retirarme en cualquier momento si juzgo que mi
dignidad o mi integridad personal est4 sicndo transgredida.

ACEPTO PARTICIPAR

FECHA:

NOMBRE Y FIRMA
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APENDICE 2

CANTIDAD EXCRETADA ACUMULADA POR VOLUNTARIO DURANTE LA SEMANA EN AYUNO
DATOS URINARIOS

Intervalo de | Voluntario | Voluntario | Voluntario | Voluntario | Voluntario | Voluntario | Promedio | Desviacién
Tiempo 1 2 3 4 5 6 Voluntarios | Estindar
o 0 0 0 ) 0 0 ) o
0-0.5 3.3532 0 0 0 5.7373 10.2169 3.2179 4.1573
0.5-1 14.5032 0 3.9151 5.3394 20.1481 18.7614 10.4445 8.4568
1-1.5 30.9090 31.6667 28.8373 9.3710 42.2567 31.1940 29.0361 10.7390
1.5-2 48.0761 76.4418 49.5477 21.4759 61.0114 42.6992 49.9420 18.3504
2-2.5 66.3276 81.2853 75.1313 29.7684 77.1847 42.6992 62.0661 21.0001
2.5-3 88.7920 81.2853 92.9736 41.9634 92,4523 48.7218 74.3647 22.9647
34 114.3824 90.3693 111.1444 59.5538 129.0277 62.6557 94.5222 28.6948
4-6 137.4078 | 120.8861 | 129.5770 | 92.6545 | 164.0830 | 119.9678 | 127.4960 | 23.4832
6-8 145.3934 141.0828 150.7626 96.5673 226.0646 234.1357 165.6678 53.5690 |
8-12 179.2934 161.3586 199.2291 161.1262 313.2567 329.5689 228.9722 72.9111
12.24 188.2402 275.4182 232.1653 191.1260 362.2867 354.7939 267.3384 77.4996
24-30 184.2402 280.6375 244.1638 194.0528 374.3552 360.0828 272.9220 81.0642

DATOS PRESENTADOS EN mg



APENDICE 3
CANTIDAD EXCRETADA ACUMULADA POR YOLUNTARIO DURANTE LA SEMANA CON DIETA LIPIDICA

DATOS URINARIOS
Intervalo de | Voluntario | Voluntario | Voluntario | Voluntario | Voluntario | Voluntario ] Promedio de | Desviacién
Tiempo 1 2 3 4 5 61 | _Voluntarios Estandar
0 0 o 0 0 0 0 2] 2]
0-0.5 2] 0 2] 4.8975 2.1365 2] 1.1723 201514
0.5-1 8.0644 3.8115 0.3405 6.3910 9.7438 19.2367 7.9313 6.45105
1-1.5 15.4236 25.5847 2.7914 16.7358 14.2834 19.2367 15.6759 7.48332
1.5-2 30.5734 62.5730 6.5166 28.7612 14.2834 19.2367 27.1573 19.63279
2-2.5 69.1303 | 103.3417 | 14.7687 41.3324 18.5053 19.2367 44.3858 3543123
2.5-3 110.1302 | 131.7345 19.9484 64.1160 18.5053 71.1261 69.2600 46.06746
34 162.9693 | 228.3318 | 48.6275 74.6107 18.5053 71.1261 100.6951 78.98117
46 210.3876 | 309.5961 | 1156736 | 1296814 | 53.7087 | 188.7762 167.6340 88.84628
6-8 2542136 | 365.6786 | 178.2803 | 176.2181 79.2632 | 444.7340 249.7313 134.95087
8-12 288.9270 | 401.4072 | 275.3158 | 203.0694 | 111.8018 | 444.7340 | 2875425 | 123.16348
12-24 288.9270 | 401.4072 | 363.8274 | 23B.0090 | 321.5149 | 450.4880 344.0289 77.20247
2 288.9270 | 407.2514 | 372.7818 | 238.0090 | 367.0740 | 450.4880 354.0885 77.92008

Datos Presentados en mg

67



APENDICE 4

PERFIL DE DISOLUCION DEL PRODUCTO INNOVADOR

TABLETAS DE AAS DE 325 mg
Tiempo | Vaso1 | Vaso2 | Vaso3 | Vasod | Vaso S | Vaso 6 {Promedio| D.S
s 0 49.1688 141.7340163.53971 o 0 51.4808 | 11.0852
10 1367971 58,1116 1 71.0895]71.2697 | 61.0406 | 40.4922{ 56,4668 | 14.8233
20 147.9069] 74.6915 |84.1126181.2012] 71,3322 | 54.5807| 68,9708 | 14.6145
30 |80.2629] 80.4855 183.8244181.8210] 84,9373 | 75.5885| 81.1533 | 3.2895
45 ]66.0562| 85.3033 |764540)83.3122} 79.1088 | 79.1088] 782239 | 6.7640
60 |79.0622| 86.0981 |82,5802}85.8782 79.5020 | 81,4808} 82.4336 | 3.0392
90 81,5827 857431 |83.3345184.2103| 77.2034 | 77.2034| 81.5462 | 3.6230
% Disuelto con el tiempo
PERFIL DE DISOLUCION DEL PRODUCTO COMERCIAL
TABLETAS DE AAS DE 500 mg
Tiempo| Vasol | Vasol | Vaso3 | Vasod | Vaso 5 | Vaso6 | Promedio | D.S
5 ] 10.6254 0 1424991 18.1396 1 23.6500 | 25.9779 | 154405 1 94734
10 ! 28,6925 | 38.5341 | 364837 | 44,8022 ] 35.2243 | 37.3332 | 36.8450 | 5.2083
15 | 47.6761 | 48.9960 | 58.8947 | 50.8884 § 66.7554 { 66.7554 | 56.6610 | 8.7360
20 | 68.0862 | 57.0920 | 69.2437 | 59.2604 | 58.2477 | 73.0055 | 64.1556 | 6.7593
30 | 77.7362 | 78.8866 | 77.5924 | 81.3312| 81,1874 | 8B4.6386 | 802287 | 2.7035
45 | 86.4050 ] 82,4033 | 87.9770 1 88,1199 | 86.6908 | 85.8333 | 86.2382 | 2.0817
60 | 87.3296 | 85.1947| 86.4756 | 88,1835 | 88,0412 | 85.4793 | 86,7840 | 12775
90 | 88.9088 | 88.9088 | 85.5141 | 85.9385 | 87.3529 | 87.7772 | 87.4001 | 14415

% Disuclto con e! tiempo
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