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RESUMEN

RESUMEN

Et  presente trabgjo tuvo como finalidad determinar o
biodisponibilidad de una formulacién oral de Ketforolaco en poblacion
mexicana, evaludndose ademds el efecto del género v las diferencias que

pudiera haber con [0s datos reportados para ofras poblaciones,

La poblacién en estudio estuvo conformada por 24 individuos
mexicanos, 12 hombres v 12 mujeres, distibuidos de acuerdo a un disefio
paralelo, o los cuales se ies administrd una dosis dnica de 10 mg de
Ketoroloco. Las muesiras sanguineas fueron recolectadas al fiempo 0y a
las 0.167, 0333, 0467, 1. 2, 3, 4, &, 8 12 y 24 horas después de su

administracion.

Para cuantificar Ketorolaco en plasma. se oplimizé y validé un
método andlifico por Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucidn,
determindndose linealidad. precision, exactitud, limite de deteccidn, limite
de cuantificacién, selectividad y estabilidad en un intervalo de

concentraciones de 5-1500 ng/mL.

Los parametros farmacocinéticos promedio de ABCot, ABCow. Cmax,
trnax y iz obtenidos fueron:5343.00 + 1523.19 ng*h/mL, 5525.72 + 1662.53
ng*h/mb, 1622807 + 34398 ng/mL 051 %= 02t h, 454 = 085 h
respecfivamente.

Se aplics un andlisis estadistico para evaluar la influencia del género
en la farmacocinética del Ketorolaco, sin encontrarse  diferencias

significativas entre hombres y mujeres.
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1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Los antiinflomatorios no estercidales (AINES) forman un grupo de

farmacos que comparten acciones terapéuticas y efectos adversos. (i

El Ketorolaco es uwn anfinflamatorio no esteroideo que posee
actividad anfiinflamatoria, analgésica y antipirética. Se ufiliza en el manejo
del dolor postoperatorio de infensidad moderada a severa, también es
utilizado para combatir et dolor cronico vy su aplicacién local puede ser Gfil
en cuadros inflamatorios det ojo y en el tratamiente de la conjuntivitis
alérgica estacional, @

Un estudio de bicdisponibilidad es 0fl a fin de determinar la
eficiencia de absorcién o fraccién disponible del fdrmaco y realizar aiustes
en los regimenes de dosificacién disenados en base a los pardmetros
farmacocinéficos enconfradoes.

Adicionalmente se ha reconocido 10 enorme varacidon en g
biodisponibilidad de un mismo fdmaco entre una y ofra persona y es a
través de diversos estudios que se han idenfificado varios factores que
rigen esta vanacion.

La influencia de la raza, el género, la edad, los factores genéticos v
medicambientales, se observa claramente en la bicdisponibilidad de

algunos farmacos dependiendo de ia poblacion a la cual se administre.

De acuerdo a lo anterior se efectud un estudio de bicdisponibilidad

relativa de una formulacion oral de Ketorolaco, con [os siguientes objetivos:

< QOptimizar v validar un método andalitico por Cromatografia de
liquidos de Alta Resolucion para cuanfificar Ketorolaceo trometaming
en plasma.

1
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< Evoluar el efecto del género en la biodisponibilidad de una
formuiacion oral de Ketorolaco ftromefaming en  poblacién

mexicano.
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2, GENERALIDADES

2.1. PERSPECTIVA GENERAL DE LOS ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD

Bl extraordinario desarrollo de las ciencias y la tecnologia, que se
advierte en todos los campos del saber v de las actividades humanas,
constituye una de fas caracteristicas mds notables del presente siglo v las

ciencias farmacéuticas no son gjenas a este progreso.

Uno de fos logros importantes de las ciencias farmacéuticas duranfe
los dltimos afos, ha sido el de alcanzar un conocimiento mas cakbal en el
dmbito de la biofarmacia, logrando asi identificar la influencia de los
factores fisicos y fisicoquimicos de un fdrmaco y la forma farmacéutica en

la que se administra, sobre su efecto terapéutico o t6xico,®

Yna de ias actividades farmacéuticas mas tipicas es Ia preparacion
de medicamentos en formas apropiadas para su ylilizaciéon clinica, lo que
ha desencadenado la aparicion de un gran nimero de medicamentos
procedentes de diversos fabricantes, adn cuando estos confienen
exactamente la misma cantidad de principio active, permitiendo ast la
apertura del mercado de genéricos. Sin embargo, existen varios ejemplos
en la literatura medica que documentan diferencios en  las
concentraciones plasmdticas, efectos farmacoldgicos v toxicidad de

medicamentos con el mismo principio active.

Es importante remarcar que el efecto farmacoldgico de un
medicamento depende de las concentraciones que se alcancen del
principio acfivo en el sitio de accidn, ya que diferencias en los excipientes
0 en las técnicas de elaboracidn pueden dar origen a diferencias en la

disolucion de o forma farmacéutica, generando concentraciones

4



diferentes {mayores 0 menores) del principio activo en el sitio de accidn.
Estos diferencias en kas conceniraciones plasmdaticas del farmaco pueden
asociarse a falta de efecto terapéutico o aparicidn de reacciones

adversas, especialmente en fArmacos de estreche margen terapéufico.4

En este contexto se ha idenfificado la biodisponibilidad de los
productos farmacéuticos como un factor importante de su eficacia,
debido a gue ha permitido comprender y evaluar en términos cuantitativos

el destino de los medicamentos en el organismo.®

La biodisponibiidad de un fdrmaco se expresa a iravés de la
fraccién disponible. La definicidon de biodisponibilidad segin g FDA (CFR
1992} es la siguiente: “es la medida tante de la velocidad como de la
cantfidad a las cuales. una molécula terapéuticamente coctliva es
absorbida g partir de un medicamento y Hega a estar disponible ai sitio de
accién”. Considerando ademds el concepto de que existe una relacién
entre la concentracién del idrmaco en la sangre y el sitio de accién, Ia
bicdisponibilidad se define “como una medida de g velocidad y de la
cantidad de medicamente administrado en una forma farmacéutica que

llega a la circulacién general”.#4.5)

Lo biodisponibiidad por fante se encuenira relacionada con la
frayectoria que debe recomer un medicamento desde el lugar en que se
aplica o administra en una forma farmacéutica hasta el sifio de accidén v

puede esquematizarse de la siguiente manera {figura 1).6)
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FARMACO BN
ORA :> FASE i‘ :> FASEI | : FASE m'
FARMA CEUTICA BIOFARMACEUFICA FARMACOCINETICA FARMA CODINAMICA

Liberacidn del Absoraion
principio acivo Distribucién nfercccion
farmacereceptor
Meiabolsmo enelt G]TdO
Interaccitnen ¢l Fliminacion
stiode
administacion

Farmaco Farmaco disponicle
disponible para paraka aceidn
ko absorcidn

Fecto
farmacolégico

i

Figura 1 Esquerna que describe las diferentes fases que pueden distinguirse en el
camino que debe recorrer un farmaco desde el lugar de aplicacion de una
forma farmacéutica hasfa el sitio de accién.

La figura 1 ilustra el conjunio de procesos que ocumen en €l
organismo desde el momento de la administracién de un farmace por
cualquiera de las vias, hasta su eliminacidn. La fase biofarmacéutica deja
el medicamento disponible para ta absorcion. La fase farmacocinética
incluye los procesos de absorcion, distribucién, metabolismo y excrecion y
determing ia curva de conceniracion plasmdtica-tiempo, dando como
resultado que el medicamento quede disponible para su accion.
Finalmente, la fase farmacodinamica comprende (0s procesos vinculados
con lg interaccién del f&rmaco con los receptores en el sitico de accidn y la
cadenca de eventos que dan como resultado final el efecto en el
organismo. &
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La evaluacién de la biodisponibilidad por métodos farmacocinéticos

se basa en la suposicion de que la medida de cierfos pardmetros
especificos, después de la administracidn de un f&rmaco, puede
correlacionarse con la eficacia clinica de este, Para este fin se toman en
cuenia los siguienfes parGmetros:©l

a) Concentracion plasmatica maxima obtenida (Cmax).

b) Tempo al cual se alcanza la concentracion plasmatica méxima
(tmax).

c) Area bajo ko curva de concenfracién plasmatica en funcién del
tiempo (ABC).

Los estudios de biodisponibilidad son un apoyo Uil para propdsitos
de correlacidn de concentraciones plasmaticas de farmaco vy perfil de la
accion farmacologica, para disefio de regimenes de dosificacion, y para
el monitoreo de concentraciones plasmdaticas terapéuticas en el case de

farmacos con indice ferapéutico esfrecho.@

2.2, ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD EN MEXICO

2.2.1, Criterios y requisitos

Los estudios para demostrar biodisponibilidad deben reglizarse con
base en lo dispuesto en la Lley General de Salud, en el Reglamento de la
Ley General de Salud en Materia de Investigacion para la Salud, las Buenas
Practicas Clinicas y demds disposiciones aplicables. Las autondades
sanitarias de México han dictado una norma para el uso de
medicamentos genéricos en la que se establecen los criterios y requisitos
para su intercambiabilidad {Norma Oficial Mexicana NOM-177-8SA1-1998) v
proyecta ademds un gran auge en el mercado nacional de
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medicamentos genéricos que se espera produzca un  beneficio
econdmico, equilibrado con ta seguiidad terapeutica de los pacientes. )

Un estudio de bicdisponibilidad debe ser el resultado de un disefio
experimental perfectamente planeado para este objetivo, razdon por la
cual un equipo profesional debe estar encargado de la planificacién del
estudio, en el cual es necesario plantear dos interogantes principales que
son: aqué cantidad de la dosis llegard efectivamente a la circulacion? vy,
20 qué velocidad lo hard?, en base o las cuaies se deberd redlizar el
disefio experimental comecto que lleve a conclusiones validas. Para realizar
un estudio de biodisponibilidad se debe de contar con requisitos generales
bésicos como:B

1) Tener un ceonocimiento o mas completo posible de Ia
farmacocinética del medicamento.

2} Disponer de un metode analitico sensible y especifico para seguir el
curso en el tiempo del medicamento tanio como sea posible vy
diferenciarlo de sus metabolitos quimicamente préximos.

3) Aplicar un protocolo expermental estrictamente definido que

permita describir el fendmenc en forma precisa y completa.

Los individuos que participen en los estudios de biodisponibilidad
deberdn seleccionarse de acuerdo a ciertas caracteristicas, 1o que
permifird la homogenizacion de 1os grupes en estudio v la disminucién de la
gran vadabilidad de los resultados experimentales. La seleccion deberd
llevarse a cabo de acuerdo a:®

<+ Caracteristicas antrecpometricas: Se prefieren individuos de la misma
raza, edad {entre 18 y 55 anos), relacidén normal peso-talla (+ 10% del
ideal).

< Estado fisico: Deben ser sanos, 1o que se determina por medio de la
18



e GE/VEHA LIDADFS. ———

historia clinica y pruebas de laboratoric y gabinete.

< Hdabitos alimenticios y sin antecedentes de drogadiccion o abuso de

alcohol, cofé, tabace, ni bajo administracion de medicamentos,

< Caracteristicas psiquicas: Como stress y neurosis gue pueden afectar
la biodisponibifidad.

También se debe adoptar una decisién con respecto al pardmetro
que se va a cuantificar: se puede determinar la conceniracion del
farmaco o sus metabolitos en fluidos bioldgicos en funcidn del tiempo, la
excrecién uinara de! farmaco o sus metabolitos en funcidn del tiempo. o

bien, un efecto farmacoidgico apropiado. @)

Los tipos de fluidos mas comdnmente anglizados son sangre, plasma,
suero, ofina vy, Olfimamente. tfambién saliva, ademds hay que considerar
que en todos los fluidos bioldgicos existe la posibiidad de encontfrar
metabolitos presentes, por lo Que es necesario el conocimiento del tipo de

metabolitos que pueden formarse con un farmaco en particular.

El disefic expearimental para determinar la biodisponibilidad de un
fGrmaco debe de adecvarse a los objetivos del estudio. Después de la
administracién del fdrmaco se obtienen muestras del fluido bioldgico de
cada sujeto, en el cual se va a cuantificar et farmaco, a diferentes fiempos.
El muestreo debe redlizarse por un periodo que permita cubrir por lo menos
el 80% del drea bajo la curva de concentracién plasmatica. El horario de
muestreo se debe disefiar a fin de lograr caractenzar los pardmetros
farmacocinéticos de ABC y Cmax. Al menos se deben obtener once
fiempos de muesireo, en los cuales se deben incluir el tiempo 0, 3-4 puntos
antes del Cmax, 3-5 punios alrededor del Cmox ¥ 4-8 punios durante g
fase de eliminaciéon.i?)

ta metodeologia para la cuanfificacién del farmaco y/o sus
19



metabolitos en fluidos bioldgicos debe ser validado, es decir, se debe

confar con evidencia experimental documentada de que el

procedimiento cumple con el propdsito para el que fue disefado. Los

pardmetros analiticos para llevar a cabo esta evaluacion son:¥7!

aj

b

~—

a2

d

—

f)

h)

Linealidad. Capacidad del métado analifico, en un intervalo, para
obtener resultados que sean directamente proporcionales a Ia

concenfracion del compuesto en la muesira.

Precision. Grado de concordancia entre resultados angliticos
individuales cuando el procedimiento se aplica repetidomente ¢
diferentes porciones de una muestra homogénea del producto. se
evala como repetibilidad y reproducibilidad

Repetibilidad. Precisibn del métode andglitico que expresa la
varacién dentrc de un mismo laboratorio  obtenida entre
determinaciones independienfes realizadas en lgs  mismas
condiciones.

Reproducibilidad. Precision del méfodo analitico que expresa ia
varacién obtenida entre determinaciones independientes realizadas

en el mismo lgboratorio, pero en diferentes condiciones de andlisis.

Exactitud. Concordancia entre el valor obtenido expermeniaimente
y el de referencia.

Recuperacién abscluta: Eficiencia del método anaglifice para

cuantificar él ¢ los compuestos por analizar,

Estabilidad. Propiedad del compuesto a analizar. de conservar sus

caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta su andlisis,

Limite de deteccién. Concentracidn minima de un compuesto de

una muestra el cual puede ser detectado, pero ne necesarnamente
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cuantificado, bajo las condiciones de operacidén establecidas,

i} Umite de cuantificacion., Concentrocidn mas boja del compuesto
que puede cuanfificarse cumpliendo con la precisidn y exactitud
establecidas en el método.

i} Selectividad. Capacidad del método anglifico para cuantificar
exacta y especificamente el compueasto a analizar, en presencia de

otros compuestos que pudieran estar presentes en la muestra.

Una vez redlizada la parte experimental, la biodisponibilidad debe
calcularse o pariir de las concenfraciones plasméiicos ABCo:, ABCiw.
Cmox y tmax, pard cada sujeto.

2.3, MONOGRAFIA DEL KETOROLACO

El Ketorolaco es un potente analgésico., que posee un moderado
efecto antiinflamaterio. Es uno de los pocos antiinflamatorios aprobados
parg su  administracion  parenteral. Es un miembro del grupo de
antiinflamatorios no esteroidales (MSAID) gue inhibe la biosintesis de
prostaglandings. En la mayeric de las preparaciones farmaceéuticas se
encuentra como sal de Ketorolaco irometamina. Adicionalmente, las
preparaciones poseen una mezcla racémica de enantiomeros (-)5 vy {+])R

de los cuates el primero es el que posee actividad analgésica.ll-28)

2.3.1. Propiedades quimicast®

2.3.1.1. Nombre quimico del Ketorolaco

Acido {+]-5-bencil-2,3-dihidro-1H, pirolizina-1-carboxilico
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2.3.1.2. Nombre quimico del Ketorolaco trometamina

Acido (3)-5-bencil-2,3-dihidro-1H, pimolizina-1-carboxflico, 2-amino-2-
(hidroxi-metil}-1,3-propanodiol.

2.3.1.3. Fdrmuia condensada
Ci9H24N2z04
2.3.1.4. Formula desanollada
O
N o . GHOH.

) H,N——CH,OH
© CH,OH

Figura 2 Estructura molecular del Ketorolaco frometaminag

2.3.1.5. Peso molecuiar

376.402 g/mol

2.3.2. Propiedades fisicoquimicas®)

2.3.2.1. Descripcion

Las sales de Keforolace trometamina son cristales que contienen la
mezcla racemica, R(+) y ${-} en proporcién 1:1.

2.3.2.2. Solubilidad

La sal es soluble en agua y metanol, mientras que el Ketorolaco no
ionizado es soluble en solventes organicos como, éter, acetato de etilo y
hexano.

2.3.2.3. pKa

En solucion presenta un pKa de 3.49 20.02.
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2.3.2.4, Punto de fusidn

Se han reportado puntos de fusion de 160-181°C para el Ketorolaco

no ionizado. Para la sal se ha reporiado 174°C,
2.3.2.5. Bspectro de absorcidn en uliravioleta,

Usando como disolvente metanol, Ketorolaco frometaming presenta

sU maximo de absorcidn en el rango del ultravioleta a 319 nm {figura 3}.

WAVELENGTH SCAN
DU Series 600/7000 Spectrophotometer

1.1900
0.9900
07900

8 0.5900
03900
0.1900

0.0100 . — -
225.00 27500 325.00 375.00 42500

Wavelength in nm

Figura 3 Especiro de absorcion de Keforolaco Trometamina en Uv.

2.3.3. Prapiedades farmacoldgicas

2.3.3.1. Antecedentes historicos

Desde hace siglos. en varas culturas se conocen los efectos
medicinales de ta corteza del sauce y otras plantas. En inglatera a
mediados del siglo XV, el reverendo Edmund Stone sefialé los buenos
resultados obtenidos con la corteza del sauce para curar as fiebres. (@

El ingrediente activo de la corteza del sauce fue un glucdsido
23
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amargo lamado salicing, Por hidrdlisis, la salicina genera glucosa y aicohol
saliciico, mismo gue puede ser fransformodo en dcido saliciico. B sgliciiato
de sodio se utilizd originaimente para combatir la fiebre reumdatica y como
antipirético, también se utilizé por su actividad para combatir la gotay por
sus efectos uricosdricos. Asi, la firma Bayer prepard el dcido acetilsalicilico,
y lo introdujo al mercado con el nombre de Aspiinag. (@

Pronto los salicilatos sintéticos desplazaron a los compuestos
nafurales. A finales del siglo antepasado, se descubrieron ofros farmacos
que compartian algunos de sus efectos ¢ todos ellos. Todos estos farmacos

se ggrupan dentro de los anfinflumatonos no estercidales.)

Los diversos compuestos de este grupe no tienen relacidn quimica
alguna: son saficilatos {cuyo prototipo es el Acido acetilsalicilico), derivados
del acido propiénico {como el Ibuprofeno, Naproxeno, etc.}. derivados del
acido acético (como la Indometacing), derivados de ¢cidos endlicos
{como el Piroxicam) y derivados del dcido acético heteroarilico (como el
Tolmetin, Diclofenaco y Ketorolaco) .2

2.3.3.2. Mecanismo de accion.

Bl Ketorolaco posee actividod antipirética, anfinflomatoria vy
anaigésica. En comparacién, su actividad analgésica sistémica es mucho
mayor que la anfinflomaioria, ne generac tolerancia, ni depresion
respiratoria a diferencia de los agonistas opicides vy en general no afecta
de forma importante al SNC. Por otro lado, inhibe la agregacidn

plaquetaria y puede incitar la formacidn de Ulceras g&stricas.(1.28.10)

El Ketorolaco inhibe la via de la ciclooxigenasa, con inhibicidn de la
sintesis de prostagiandinas, reduciendo el dolor y la inflamacién.(1t

El proceso inflamatoro incluye una serie de fendmenos que pueden

ser desencadenados por diversos estimulos: agentes infecciosos, isquemia,
24
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inferacciones antigeno-anticuerpo y lesiones térmicas o fisicas.it Cada

tipo de estimulo desencadena un pafrén caracteristico de reaccion o
respuesta que constituye una varante relativa menor del mismo fenémeno.
A nivel macroscopico, la respuesta se acompafa de signos clinicos como
eritema, edema y dolor a la palpacion. 211

En fa figura 4 se muestra el esquema basico de la inhibicidn de la

sintesis de prostaglandinas llevada a cabo por Ketorolaco. !

El metabolismo de fosfolipidos de la membrana celular genera Geido
araquiddénico, que en contacto con la ciclooxigenasa, dg origen a la
formacién de prostagiandinas y fromboxano.

La primera enzima en la via sintética de las prostaglandings es la
prostaglanding de [a endoperdxido sintetasa o ciclooxigenasa de acidos
grasos. Esta enzima transforma al acide araguiddnico en productos
intermediarios inestables. Bxisten dos formas de ia ciclooXigenasa lamadas
ciclooxigenasa-1 {COX-1) y cicicoxigenasa-2 (COX-2). La primera &s una
isoforma consfitutiva que aparece en la mayer parte de los fejidos vy es
responsable de las funciones fisioldégicas y homeostaficas desempenadas
por las prostaglondings en fanto que ja segunda se presenta en situdaciones
de inflamacion por citosinas y mediadores inflamatorios. La inhibiciéon que
se presenta es de tipo reversible sobre la actividad de la ciclooxigenasa, Ia

inhibicidn es de manera no selectiva a las isoformas de COX-1 y COX-
2.01.211
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*ESFOUPIDO DE MEMBRANA CELULAR;

Fosfolipasa KETOROLACO

l ACIDO ARAQUIDONICO |

Lipooxigenasa . !
Ciclooxigenasa

inhibicién

ENDOPEROXIDOS
CICUCOS
PgG2 PgH2

r

tEUCOTRIENOS

h 4 h 4 h 4 A r

i TxA2 PgF2 PgD2 PgE2 J Pgi2

{Tromboxano)

Prostaciclina

Figura 4 Esquema bdsico de la inhibicion de la sintesis de prostaglandinas por
Ketforolaco

Las prostagiandinas causan vasodilatacion y sensibilizan o los
receptores de dolor a otros medicdores de la inflomacidn. Las
prostaglandinas tambien estdn implicadas en el control central de la

regulacion de la temperatura y la sensacién del dolor.1

Conjuntamente al bloqueo de lo ciclooxigenasa, el Ketorolaco.
deriva el acido araquiddnico al interior de ta via metabdlica que implican
a la 5, 12- y 15lipooxigenasa, algunos de cuyos productos poseen
actividad antiinflamatoria, inhibiendo a la profeina cinasa dependiente del

moncfosfato ciclico de adenosing, a la fosfolipasa C, el transporte de
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aminodcideos a través de [as membranas celulares y a una diversidad de

eventos vinculados con la membrana, por lo que su potencia en Ia

inhibicién del transporte de aminodcidos es paralela a su potencia
antinflamatoria 1

2.3.3.3. Usos Terapéuticos

Ei Ketorolaco administrado en la forma de saf frometaming se ufiliza
principaimente como analgésico contra el dolor agudo a corto plazo,
especialmente después de una operacidn vy traumatismos muisculo-
esqueléticos. También se ha usado para combatir estados de -dolor
cronico. Su aplicacién local es Uil en cuadro inflamatorio del ojo y ha sido
utilizade en el fatamiento de la conjuntivitis dlérgica estacional.
Secundariamente esta indicado en cuadros de fiebre o como
antinflamatorio.i28)

2.3.3.4. Dosis ufilizadas

El tratamiento con inyecciones inframuscular o intravenosa no debe
superar los cuatro dias, pues los efectos secundarios gumentan con su uso.
En cuanto ¢ las tabletas, se recomienda su uso solo como fratamiento a
corto plazo.®

La dosis recomendada para adultos por via intramuscular es de 10-60
mg. segun la intensidad del dolor. por via intravenosa se utilizan dosis de 10-
30 mg. En nihos mayores de fres afios la dosis administrada es de 1.0 mg/Kg
por via intramuscular y de 0.5-1.0 mg/Kg por via intravenosa. 8.10.12)

En un tratamientc con dosis multiples se recomienda la
administracién cral de 10 mg cada 4-6 horas, sin sobrepasar la dosis diaria
de 60 mg.@
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2.3.3.5. Efectos Adversosi el

Se han repertedo efectos adversas a varios niveles, entre los cuales

encontramos |os siguientes:

a. Gastrointestinales. Hasta un é0% de los pacientes que
consumen  Ketoroloco por tiempe prolongado tienen un  dafio
gastrointestinal notable, con erosiones inframucosas, Olceras y hemormagia.
Su uso se asocia a una guintfuplicacién en la incidencia de Gicera géstrica
y triplicacion de ias complicaciones de esta v probablemente no aumenta
la incidencia de Olcéro duodenal, pero si sus complicaciones siendo ia
complicacién mdas frecuente la hemorragia, especialmente en ancianos.
Con menor frecuencia se asocia a viceraciones del intestino delgade y del
colon vy al desamollc de anillos membranosos y estenosantes. La
administracién aguda se asocia con erosiones de log mucosa. Los
mecanismos de dafio de la mucosa gasfroduodenal son complgjos y no
han sido totalmente esclarecidos. Hay un efecto local, pero mds
importante es el efecto sistémico de inhibicion de o sinfesis de
prostaglandinas, lo que disminuye la secrecién de mucus, o hace menos
viscoso y menos resistente al acido. disminuye la secrecién de bicarbonato,
la velocidad de profiferacién de la mucosay el flujo sanguineo de esta.

b. Renales. A través del blogueo de la sintesis de prostaglandings.
puede disminuir el flujo renal y la filtracién glomerular y preducir retencion
de sodio, agua y potasic. La complicacion mas importante es a
insuficiencia renal aguda. El deterioro agude de la funcidn renal ocure en
el 0.5-1% de los pacientes que consumen Ketorolaco en forma cronica. La
continua administracién puede deteriorar progresivamente g funcién renal
hasta el punto de requerir didlisis. AUn a este nivel, el riAdn se recupera al
cabo de dias o semanas de suspendido el medicamenio. Ofras

alteraciones renales son la nefritis intersticial y la necrosis papilar.
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ol Hernatoldgicos y Hepdticos. Ef Ketoroiaco prolonga el fiempo
de sangria dl bloquear la sintesis de frombexanc A2 e inhibir la agregacion
plaguetaria. Debe utilizarse con gran precaucion y estrecho seguimiento
en los pacientes con trastormnos de la coagulacion. También se ha
asociado a dano hepatocelular.

d. Sistema  nervioso  central.  Algunos  pacientes pueden
expernmentar socmnolencia, mareo, vértigo, insomnio o depresién durante el
tratamiento.

e. Embarazo y lactancia. No se recomienda el use durante el
embarazo y factancia. El Ketorolaco puede prolongar el periodo de
gestacién., ademds su administracion  prolongada durante el tercer
timestre podria cerar el ductus arteriosus en el Utero e inducir hipertensién
pulmonar persistente en el recién nacido.

2.2.3.6. Interacciones y Coniraindicaciones

El uso simultaneo de anficoagulantes o fromboliticos qumenta el
resgo de complicaciones hemomragicas. Bl Probenecid puede thplicar 10s
niveles plasmaticos de Ketorolaco, por 10 que esta contraindicado su uso
simultdneo. Su administracién junto con ofros AINEs, etanol, corticoides ©
saliciatos aumenton el riesgo de complicaciones gastrointestinales v
puede disminuir las acciones diuréticas. naifriuréticas vy antihipertensivas de
ios diuréticos. Asimismo, se ha reportado gue reduce el efecto de o
Furosemida un 20%.

Su uso concomitante con agentes que propician almacenamiento
de potasio (Tnamtereno, Amiloride} puede inducir hipercalemia. Se ha
reportado que el Ketorolaco disminuye la efectividaod de los beta-
blogueadores y aumenta del efecto de los relgjontes musculares no
despolarizantes. @
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Al igual que ofros AINES, el Ketorolaco esia contraindicado en los
pacientes con Ulcera gastroduodenal activa, hemorragia  digestiva
reciente, perforacién gastrointestinal reciente o antecedentes de llcera
gastroducdenal o hemomagia digestiva. También esta contraindicado en
pacientes con insuficiencia renal moderada o grave y ios pacientes con
riesge de insuficiencia renal por hipovolemia o deshidratacion. Esta
contraindicado  durante el parfo y tambigén en pacientes con
hipersensibilidad demostrada al Ketorolaco. Por inhibir la  funcién
plaguetaria, esta confraindicado en pacientes con hemormragia cerebro-
vascular posible o confirmada. pacientes sometidos a operacién con
rfiesgo de hemormrragia, pacientes con homostasis incompleta o pacientes
con alto riesgo de hemormragia.1212)

2.3.3.7. Toxicidad

Con sobredosis se han descrito los siguientes sintormas: dolor
abdominal, ndusea, vomito, hematuria, proteinuria, aumento de urea vy

creatining, fallo renal agudo, initacidn gdstrica, ulceracion y sangrado.

No hay antidoto especifico. Para el tratamiento se administra carbén
activado y un catdrtico. Se considera el lavado gdshico en sobredosis
masivas, Puede ademds administrarse Vitamina K en pacientes con tiempo
de protombina alargado. La hemodidlisis no resulta efectiva por su

elevada unidn a proteinas.

2.3.4. Presentaciones Comerciales

En México se encuentran disponibles en el mercado lgs siguientes

presentaciones de Ketorolaco tfrometamina.®
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Tabia 1 Presenfaciones de Ketorolaco disponibles en México

Nombre . .
Comercial Forma Farmacéutica taboratorio
Acularen®| Solucion oftéimica 5 mg Allergan S.A. de C.V.

Alidol@ | Tabletas sublinguales 30 mg | Roche-Syniex S.A. de C.V.
Inyectable 10y 30 mg

Dolac® Tabletas 10 mg Roche-Syntex S.A. de C.V.
Inyectable 30 mg
Dolotor® Tabletas 10 mg Roche-Syntex S.A. de C.V.
Findol Inyectabie 30 mg Senosiain S.A. de C.V.
Tabletas 10 mg

Glicima Tabletas 10 mg Aflantis S.A. de C.V.

Cnemaer Inyectabla 30 mg Pisa.S.A.de CV.
Supradol® Inyectable 30 mg Liomont S.A. de C.V.

Tabletas 10 mg

2.3.5. Farmacocinética

2.3.5.1. Vias de administracion

El Ketforolaco frometamina puede ser adminisirado por via oral,
inframuscular o intravenaosa, también se puede aplicar de manera local,
principalmente en los cjos.

2.3.5.2. Abscrcidon

Tras su administracion por via oral, el Ketorolaco se absorbe con
rapidez y dlcanza concentraciones plasmdaticas mdaximas en 30 a 50 min.
En estudios realizados se han reportado concentraciones plasmdaticas
maximas promedio de 2 ug/mi y de 0.87 pg/mi, o los 44 minutos después

de una sola dosis oral de 30 y 10 mg respectivamente. @)

Por administracién intramuscular, el Ketorolaco se absorbe de forma
rapida y completa en voluntarios jOvenes sanos: la concentracion
plasmatica maxima es de 2.2 -3.0 pg/mi y se alcanza a los 50 minutos,

despues de administrar una dosis Unica de 30 mg.®@
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Por via intravenosa, la concentracion plasmatica méxima (2.4 ug/mil)

se glcanza 5 minutos después de haber finalizado la administraciéon de una
dosis Onica de 10 mg.©

2.3.5.3. Distribucion 28

La farmacocinética del Ketorolaco es lineal fras su administracién, ya
sea por via infravenosa, inframuscular o via oral, en dosis Unicas o maltiples.
El volumen de distribucién es de 0.15 a 0.16 L/Kg. Se encuentra unido casi
totalmente a proteinas plasmaticas (mas del $9%). Bl grado de unidn a las

proteinas esindependiente de la concentracién del farmaco.

La totalidad del f&drmaco circulante en el plasma 10 hace en forma

de Ketorolaco (96%) © su metabolito inaclivo p-hidroxiketorolaco.

El Ketorolaco atraviesa la membrana placentaria aproximadamente
en un 10%. También se han detectado concentraciones bajas del fdrmaco
en leche materna. El Ketorolaco penetra pobremente la barera
hematoencefdlica {encontréndose niveles en liquido cefaloraquideo 0.002
veces mengores de los de plasma).

2.3.5.4. Metabolisro ©

El Ketorolaco sufre un extenso metabolismo hepdtico. Las principales
reacciones involucradas en el metabolismo del Ketorolaco comresponden a
aqguellas Incluidas en la fase Il La principal via metabdlica en el ser
humano es su conjugacion con el acido glucurdnico. La p-hidroxilacidon es
otra via metabdlica de menor importancia. Ninguno de los metabolitos
tiene actividad farmacolégica.

2.3.5.5. Eliminacidn ©

El Ketorolaco y sus metabolitos se excretan principalmente por via

renal. Lo excrecion en oring comprende 90% del farmaco; 60% se excreta
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inalterado y el resto en la forma de metabolitos. Con las heces se elfimina el

6% de la dosis administrada. La depuracion plasmdtica total es de 0.019
L/h/kg. El tiempo de vida media es de 5.3 horas en adultos jGvenes y de 4.1
@ 7 horas en fos sujetos de edad avanzada.

2.3.5.6. Biodisponibilidad &

La biodisponibilidad después de ingerido es de 80% en promedio,

2.4. METODOS ANALITICOS PARA CUANTIFICAR KETOROLACO EN FLUIDOS
BIOLOGICOS

En lg actudlidod se dispone de una amplia varedod de
metodologias para realizar determinaciones de fadrmacos v sus metabolitos
en diversos fluidos bioldgicos. Una de las metodologias maés uiilizadas es ia
cromaiografia de liquidos de alta resolucién, que es un metodo basado en
lo migracién diferencial de los componentes de una mezcla por
interaccion entre una fase estacionaria de gran superficie y una fase movi
que la recorre. 13

A confinuacion se describen algunos metodos andliticos para la
cuantificacién de Ketorolaco por cromatografia de liquidos de alta
resolucién.

1} Chaudhary!™ v colaboradores, disefiaron un método de cuantificacion
de Ketorolaco en piasma por CLAR, uiilizando una colurnna fose reversa
pBondapak C18 y deteccion UV-VIS a una longitud de onda de 313 nm.
El método de extraccion consistid de una extraccion liquido-liquido,
utilizando como disolvente metanol. Los autores reportan un tiempo de
retencidn de 6 min para el Ketorolaco y un coeficiente de correlacidn
{r2) al evaluar la linealidad de 0.994 en el intervalo de 25-1500 ng/mil.

2] Milis(® y colaboradores disefiaron un método por CLAR para cuantificar
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3)

4)

los dos enantiomeros R{+} v §{-) del Ketorolaco. Su método se disend
para muesiras plasmdiicas utiizando como  estdndar infermo el
enantiomero §{+) del Naproxen sédico. Para este fin se ulilizd una
columna estereoselectiva. Se realizd una extraccidon liquido-liquido
utiizando como disclvente una solucion de pentancl en hexano vy la
fase orgdnica se inyecto en el cromatégrafo. Por éste método se
obfuvieron fiempos de retencion para R- y 5- Ketorolaco de 3.3 y 4.8
minutos respectfivamente. La finealidad en el rangoe de concentraciones
de 0.2-10 mg/L mosird un coeficiente de correlacion (r2) mayor a 0.998
para el enantiomero R y de 0.99% para el S,

Flores-murietallst v colaboradores desamroliaron un método parag
cuantificar Ketorolaco en plasma ulilizando el siguienfe sistema
cromatogrdfico: una columna Novapak C-18 con una fase movil
compuesta de acetonitilo-dcido fosforico pH 3 {32:68] a un flujo
constante de 1 mL/min. Lo deteccidn se realizd ¢ 313 nm, El estandar
interno ulilizado fue Tolmetin sddico. Utiizaron una extraccion liquido-
liquido usando como disolvente éter. El tiempo de retencidn para el
Ketorolaco fue de 6.82 min vy el coeficiente de comelacion para las
curvas de linealidad fue de 0.9992 en el rango de conceniraciones de
10-1500 ng/mi.

Anne T y colaboradores disencron un método para cuantificar
Ketorolaco y su retaboliio p-hidroxiado en plasma. £ sistema
cromatogrdfico consistia de una columna Regis Spherisorb ODS v 1a
deteccidn fue por UV-VIS a una longitud de onda de 313 nm. Bl método
consistié de dos extracciones liguido-liquido utilizando como disclvente
éter dietilico. La fase orgdnica resuliante se evapord o sequedad, se
resuspendid en fase mévil y se inyectd una alicuota de 30 pl. Los tiempos
de retencidn para el Ketorolaco y su metabolito p-hidroxilado fueron
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14.3 vy 7.2 min. En l0s rangos de concentracién de 50-500 ng/mly 10-100
ng/ml para el Ketorolace y su metabolito, los coeficientes de

correlacion para las curvas de linealidad fueron de 1.0 en ambos casos.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

El estudio de biodisponibilidad realizado consistié de dos partes:
1) Optimizacion y validacion del método analitico.

2) Andlisis de las muestras de [os voluntarios

3.1. OPTIMIZACION DEL METODO POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE
ALTA RESOLUCION PARA CUANTIFICAR KETOROLACO TROMETAMINA
EN PLASMA

El méfodo para cuantificar Ketorolaco en plasma se basé en 10s
trabajos reqlizados por Fiores-Murrieta vy cols.i16!

3.1.1. Maferial y equipo

Agitador Horizontal Dual Action Shaker Lab-Line
Agitador Vortex Thermolyne Maxi Mix |l

Balanza Ohaus Mod AS120

Bafo de Agua Fsher Scienfific

Centrifuga Sorvall $8-3 Avtomatic

Membranas de filtracion 0.45 pm

Micropipetas Eppendorf

Potencidmetro OAKTON

Sisterna de Hitracién Millipore

Sonificador Fisher Scientific F$20

Cromatdgrafo de liquidos Waters Millenium compuesto por:
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“ Bomba Cuatfernaria con degasificador, modelo 400 Controlled,

Waters
< Integrador Paquete computacional Millennium, Waters.
+ Detector de areglo de diodos, modelo 996 de Waters,

 Automuestreador {inyector automdtico), modele 717 plus de Waters,

3.1.2. Reacfivos

Acetato de Sodio, Merck
Acetonitiilo HPLC, Mallinckrodt
Acido acético glacial, Mallinckrodt
Acido fosférico, Merck

Agua HPLC, obtenida a partir de agua destitada v desiconizada con equipo
Milli Q-Waters System.

Eter etilico anhidro, LT. Baker

Fosfate dibdsico de Sadio, Mallinckrodt
Fosfato monobdsico de Sodio, Mallinckrodt
Hidréxido de Sodio, J. T. Baker

Plasma humano con certificado de pruebas de grupo sanguineo, factor
Rh, VDRL ViH.

3.1.2.1. Sustancias de Referencia

Ketorolaco Materia Prima certificada. Laboratorio Atlantis S.A. de C.V., lote
24-M5788.

Tolmetin $édico. Sustancia de Referencia. Janssen Farmacéutica S.A. de
C.V., lote 00180
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3.1.3. Preparacién de soluciones para la fase moévil

Solucion amortiguadora de Acetalo de Sodio 0.05M pH 4.0

Transferir a un matraz volumétrico de 1 L, 4.10 g de acetato de sodio,
disolver y llevar a volumen con agua desionizada. Ajustar el pH a 4.0 con
acido acético glacial. Flirar lg solucidn al vacio g través de ung
membrana millipore de 0.45 wm vy desgasificar por sonfficacién al vacio
durante 20 minutos.

Acido fostérico 0.1 M.

Transferir una glicuota de 5.7 ml de dcido fosférico a un matraz

volumétiico de 500 ml v llevar a volurnen con agua desionizada.

3.1.4. Preparacion de soluciones de referencia

Solucién patrén de Ketorolaco 10 pg/mlL

Pesar con exactitud 001g de Ketorolaco, transferir a un mafraz
volumétrico de 100 mL, disolver y llevar a volumen con agua desionizada.
La conceniracién de esta solucidn es de 100 pg/mi de Keforoloco
(Sclucién patrdn A). De la solucién patrdén A tomar una alicuota de 10 mL,
transferir a un matraz volumeétrico de 100 mL y llevar a volumen con agua
desionizada. La concentracion final de ésta solucidn es de 10 pg/mi
{Sotucidn patrdn B},

Solucién patrdn de Tolmetin $édico 1000 ng/mL, (E.l).

Pesar exactamente 0.01 g de Tolmetin sadico, fransferir a un matraz
volumeétrico de 100 mL, disolver y llevar a volumen con agua desicnizada.
La concentracién de esta solucidn es de 100 pg/mL {Solucidn 1), De la

solucién 1 tomar una alicuota de 5 mlL, fransferr a un matraz volumeétrico
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de 500 mL vy llevar a volumen con agua desionizada, obteniéndose una
conceniracién final de 1000 ng/ml de folmetin sédico (Solucidn 2).

3.1.5. Preparacidn de la curva pairén

Se evaluaron ocho puntos comespondientes a la curva de
calibracion, 5, 10, 25, 50, 250, 500, 1000 y 1500 ng/ml vy tres puntos control
de calidad, cuyos valores de concentracion se encontraban dentro del
intervalo, pero no pertenecian g los valores establecidos para la curva de
calibracién. Para los punios control se asignaren valores de concentracion
de 40, 400 y 1250 ng/mL.

En la fabla 2 se esquematiza la preparacién de los puntos
comrespondientes a la curva de calibracién y puntos control a partir de la
solucion pairén de Ketorolaco 10 ug/mi.
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Tabla 2 Preparacion de la curva patrén de Ketforolaco

Volumen solucion |
Concenfracion patrén Ketorolaco Aforo
(ng/mL) 10ug/mL (L)
(i}

5 0.005 10

10 0.010 10

25 0.025 10

40 0.040 10

50 0.050 10

100 0.100 10

250 0.250 10

400 0.400 10

500 0.500 10

1000 1.000 10

1250 1.250 10

1500 1.500 10

3.1.6. Oplimizacién de Ia fase mévil

Se probaron {as siguienfes fases moviles:
s Acido fosférico ImM:Acetonifriio en proporcién 68:32 [v/v) pH 3.0

+ Sofucidén amertiguadora de Acetato de Sodio 0.05 M:Acetonitrilo
en proporcion 75:25 (v/v) pH 4.0

¢ Solucion amertiguadora de Fosfato de Sedio 0.1 M:Acetonitrilo
en proporcidén 70:30 {v/v) pH 3.0

La eleccidn de |a fase mévil se basd en la obfencién de parGmetros

cromatogréficos dptimos como: tiempo de retencién, resolucion 2 2.0 vy

4]



PARTE EXPERIMENTAL

simetria < 2.0, los cugles garanfizaran picos cromatograficos con una

buena separacion, focilidad de integracion y cuandificacion.

3.1.7. Optimizacion del método de exiraccion

Tomando como referencia lo reportado en la bibliografia se evalud
la acidificacién de la muestra plasmdtica como la etapa critica en la
exiracciéon de ketorolaco, en donde el esquema para la optirmizacion fue
el siguiente:

Tomar 1 ml de plasma, adicionar 50 ng de Tolmetin sodico {esténdar
inferno), 0.2 mL de selucidn para acidificar el medio, extraer con 10 miL de
éter dietilico, agitar por 10 min, centrifugar a 3000 rpm duranfe 10 min,
separar y evaporar la fase orgdnica, reconstituir el residuo en 0.2 mlL de
agua desionizada .

Las soluciones para acidificar el medio fueron;
w» Acetato de sodio 0.1 MpH 4
< Acido fosférico 0.1 M

Para seleccionar el método de exiraccion adecuado se considerd el
que permitiera obtener un mayor recobro del farmaco, asi como una

minima presencia de impurezas procedentes de componentes del plasma.

3.2. VALIDACION DEL METODO ANALTICO PARA CUANTIFICAR
KETOROLACO EN PLASMA

Una vez obtenidas las condicionas analiticas del método se realizé la
validacion con el fin de contar con evidencia experimental doecumeniada
de que el procedimiento se comportaba consistentemeante vy garantizaba
la confiabilidad de los resultados.
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3.2.1. Vaiidacion del sistema

Se evaluaron los pardmeitros de finealidad y precisién,

Para linedlidad. fueron analizadas tres series independientes de
curvas patrén en solucidn acuosa en el rango de concentraciones de 5-
1500 ng/mL, en un mismo dia de trabajo.

De cada curva de calibracion se obtuve la relacidén de atturas (altura
de Ketorolaco/altura de Tolmetin sddico), vy se graficd con respecto a la
conhcentracion nominal correspondiente de Ketorolaco. realizandose un
gjuste por minimos cuadrados. La linealidad detl sistema fue definida con
un ceeficiente de comelacién (r) mayor o igual que 0.9% vy un eror relative
debido a la regresidn no mayor que el 2%, también se obtuvieron los
valores de 1a pendiente {m) y la ordenada al origen (D).

La precisién del sistema se evaiué a partir de los datos de linealidad,
en donde se obtuvieron el promedio, desviacion estdndar y coeficiente de
variacion de cada uno de los valores de concentracién, adicionatmente
se obtuvo el ceoeficiente de varhacién del factor de respuesta
(pseudopendiente), considerando el cociente entre la respuesta y el valor

de concentracién en cada nivel, el cual no debia presentar un valor
mayor al 2%.

3.2.2, Validacidn del método

En base a lo establecido en g NOM-177-55A-1-1998. en lo referente a
validacién  de métodos analiticos pora  realizar pruegbas de

biodispenibilidad en humanos, los pardmetros evaluados fueron:
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3.2.2.1. Linealidad del método

Para evaluar la linealidad del método, se analizaron tres series
independientes de curvas patrdn en plasma, en un dia de frabajo, en el
intervalo de concentraciones de 5-1500 ng/ml. Las muestras fueron
procesadas de acuerdo al métodoe establecido e inyectadas en el sistema
cromatografico.

De cada curva de cadlibracién se obtuvo la relacidén de alturas {altura
de Ketorolaco/altura de Tolmeitin sédico). Se grafico la respuesta obtenida
para cada concenfracidn con respecto a la concentracidn de Ketorolaco,
realizdndose un agjuste por minimos cuadrados. La finealidad del método
fue definida con un coeficiente de correlacion {r} mayor o igual que 0.99,
fambién se obtuvieron y evaluaron los valores de la pendiente (m} v la
ordenada al origen (b} para cada una de las curvas.

3.2.2.2. Precision

La precision del método se evaludé mediante los pardmetros de
repetibiidad y reproducibilidad. Se analizaron fres concentraciones
conocidas de Ketorolaco en plasma dliferentes a los de la curva patrdn,
pero incluidos dentro del rango: 40, 400 y 1250 ng/mL, (control bajo, medio
y aito). En el caso de la repetibilidad del método analitico, 10s fres niveles
fueron andaiizades por guintuplicade en un mismo dia de frabdjo, mientras
que para evaluar 1o reproducibilidad se analizaron los fres puntos por
duplicado durante tres dias de trabagjo.

El criterfic de aceptacion fue que el coeficiente de variacion de las
concentraciones recuperadas para cada nivel de concentracién no fuera
mayor al 15%.
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3.2.2.3. Exactitud

A partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad se evalud la
exactitud definida como la desviacion absoluta (Desv. abs.%) del valor
promedio de [as deferminaciones en cada nivel de conceniracion con
respecio al valor nominal {canfidad adicionada), en donde:;

|Cantidad adicionaduy — Camtidad recuperadd
Cantidad adicionada

Desvabs% =100 x

El valor promedio de ias determinaciones en cada nivel de
concentracidn de los dafos de repefibilidad vy reproducibilidad deben
enconirarse dentro del + 15% del valor nominal de concentracian.

3.2.2.4. Umite de cuantificacion

Para deferminar la sensibilidad del método se determind por
quintuplicado la concentracidon minima cuantificable {CMC) § limite de
cuantificacion (LC). B LC fue la concentracion mds bajo del intervaloe de
trabajo cuyo valor promedio s& encontrara dentro del £20% del valor

nominal con un coeficiente de varacién no mayor que 20%.
3.2.2.5. Limite de deteccion

El limite de deteccion (LD) se determiné como la concentracién a la

cual lo sefal del compuesto por anaiizar en la matiz bicldgica fue tres
veces mayor que el nivel de ruido.

3.2.2.6. Setectividod

La selectividad del método se determind, analizando muesiras
blanco de la matrz bioldgica {plasma) proveniente de cada voluniario
(muestras predosis), muestras conteniendo farmaceos de uso comin
(Paracetamol, Ranitidina y Acido acetilsalicilico) y muestras de plasma
obtenido con heparna, evaoluando el método contra  posibles
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interferencias para la cuantificacién del farmaco de inferés.

3.2.2.7. Recobro o recuperacion absoluta

B! recobro se definid como el porcentaje de Ketorolaco recuperado
después de su extraccidn a partir de las muestras de la matriz biokdgica,
comparada con la respuesta de una muestra no sometido al proceso de
extraccion. Para lo cual se evaluaron ires series de Ketorolaco en plasma y
tres series de Ketorolaco en agua a tres niveles de concentracion (40, 400 y
1250 ng/mL}. Las muestras plasmaiicas se procesaron de qcuerdo al
me&todo de exiraccion propuesto. Tanto las muestras plasmdticas como las
muestras en agua fueren inyectadas al cromatdgrafo v se evalud la
cantidad recuperada en base a la respuesta de ias muestras plasmaticas

extrafdas comparadas con aquellas que no fueron sometidas al proceso
de exfraccion.

3.2.2.8, Estabilidad

la prueba de estabilidad tuvo como funcidn determinar las
condiciones de temperatura y fiempo, en las que el compuesto
permanece estable en fa mairnz biocldégica, durante su  manegjo,

almacenamiento y procesamiento.

La prueba se llevéd a cabo, evaluando fres niveles de concentracion
en plasrna (40, 400 Y 1250 ng/mL) bajo las siguientes condiciones:

a. Ciclos de congelacidn-descongelacidn. Para o estabilidad de
Ketorolaco en plasma bdjo ciclos congelacidn-descongetacion, se
prepararon por duplicado muestras de contfrol, las cuales fueron
almacenadas ¢ -70eC vy sormetidas o 2 ciclos de congelacion-
descongelacién, analizdndose ol tiempo 0, 7 vy 14 dias. Las muestras se
consideraron  estables pajo estas condiciones st la concentracion
recuperada promedio se encontraba dentro del limite del $15% del
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valor original.

Refrigeracidn. Se realizd el menitoreo de la estabilidad de Ketorolaco en
plasma bajo condiciones de refrigeracion {5 °C), para ello, ias muestras
confrol se almacenaron y analizaron g los fiempos 0, 7 v 14 dias. Bl
ciiterio de estabilidad bajo condiciones de refrigeracidn se basd en
obtener valores de concentracidon que se enconiraran dentro del limite
del £15% del valor original.

Temperafura ambienfe. Ef monitoreo se realizd para los tres niveles de

concenfraciones control en condicicnes de almacenamiento ¢
femperaiura ambiente. Las muestras se analizaron a los tiempos 0, 24 v
48 horas. El criterio para considerar que el Ketorolaco era estable bajo
estas condiciones, fue que el valor de concentfracién de las muesiras
presentaran una desviacidn absoiuta menor al 15% con respecio al
valor originat

Estabilidad de la muesfra procesada. Para determinar la estobilidad de
la muestra procesada se prepararon por duplicadeo muestras de
Ketorolaco en plasma a tres niveles de conceniracion. las cuales se
sometieron al procedimiento de exiraccion, se reconstituyeron y se
inyectaron en el sistema cromatografico bajo las condiciones normales
del laboratorio a los tiempos: 0, 24, 48 v 94 horas después de su
preparacion. Se consideré que el Ketorolaco era estable bajo esfas
condiciones si los valores de concentracion obtenidos presentaban una

desviacion absoluta menor al 15% con respecto al valor original.

3.3. PROTOCOLQ CLINICO

La parte clinica del estudio se efeciud en la Unidod de Farmacologia

clinica del Hospital Espafiol de México.

47



PARTE EXPERIMENTAL 22222

3.3.1. bisefno del estudio

Una poblacién de 24 sujetos sanos compuesta por 12 mujeres v 12

hombres, se asignaron a dos grupos de acuerdo a un disefio pardielo.
La tabla 3 muestra el disefio estadistico de lo poblacidn de estudio.

Tabia 3 Disefio esfadistico de los voluntarios para el
estudio de Biodisponibitidad

No. de
Volurdaro

SEXO

MASCULINO

FEMENINO
)

3.3.2. Voluntarios

Acorde con los lineamientos propuestos en el reglamento de la Ley
General de Salud en Materda de Investigacion para la Soiud, todos f[os
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sujetos parficiparon de manera voluntara, y confaron con informacidn

referente al farmaco administrado, 1os fines del estudio. asi como las
indicaciones duranfe la realizacidén. Asi mismo firmaron una carta de
aceptacion y consentimiento.

Lo poblacion de prueba esfuve conformada por personas
clinicamente sanas, para lo cual se redlizaron pruebas de gabinete
fexamen fisico, electrocardiogroma v radicgrafia de térax), pruebas de
laboratorio (quimica songuineq, biometria hemdtica, examen general de
orina. VDRL, deteccidon de virus de hepatitis y VIM), deteccidn de drogas de
abuso {ABUSIGN) v prueba de embarazo.

Criterios de Inclusién para los voluntarios

< Se incluyeron solamente voluntario clinicamente sanos, del género
masculino y femenino con edades enire 24 v 40 afios.

<+ Los voluntarios no debian ingerir ningdn medicamento, por lo menos
dos semanas previas al estudio y hasta completarlo, ni consumir
alcohol, café, tabaco o bebida de cola por lo menos 48 horas antes
del estudic o durante el mismo.

Criterios de Exclusion para los voluntarios,
< Sujetos gue manifestaron sensibilidad © alergia of Keforoiaco.
< Individuos que presentardn alguna atteracion en sus signos vitaies.

% Sujetos que presentaron trastormos gastrointestinales, hipertensidn

arteral e insuficiencia renal o hepdtica.

*+ Sujetos que mostraran antecedentes de drogadiccion o de abuso
de farmacoes.

<+ Sujetos que revelaron resultados positivos a la prueba de embarazo o
al estudic cudiitativo de farmacos de abuso en orina.
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+ Sujetos con un padecimiento medico actual o pasade que pudiera

afectar el comportamiento farmacodindmico o farmacocinético de
Ketorolaco.

3.3.3. Procedimiento

A cadg voluniario se le administrd una tableta de 10 mg de
Ketorolaco frometaming {Dolac®, tabletas de Laboraiorios Syntex S.A. de
C.V., lote X00277), junfo con 250 mL de agua en condiciones de ayuno.

Se colactaron en1 tubos vacutainer heparinizados de 8 @ 10 mL de
sangre venosa a las O horas {predosis) v a las 0.166, 0.333, 0.667. 1, 2. 3, 4, &,
8, 12, 24 horas después de la administracion del medicamento. Se separo
el plasma por centrifugacion durante 10 minufos a 3500 rpm. Las muestras

plasmdficas se almacenaron a -700C hasta su andlisis.

3.4. ANALISIS DE LAS MUESTRAS PLASMATICAS

Las muestras plasmdticas de los voluntarios se analizaron utilizando el
método analitico por cromatografia de liquidos de dlta resolucion
previamente validado.

Junto con las muestras de voluntarnos anclizadas, cada dia de
frabajo. se procesd una curva de calibracién, que debia de cumplir con
los criterios establecidos en g validacion, la cual fue considerada
aceptable si contenia al menocs 7 puntos de concentracidn estdndar,
cuyos valores se encontraran dentro del fimite det £ 15% con respecto g su
valor nominal y el valor del coeficiente de comelacion r fuera = 0.99.

Cada dia de andilisis se procesaron las muestras comrespondientes o
fres voluntarios.
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3.4.1. Puntos conirol de calidad

Por cada dia de andlisis, se prepararon y procesaron punios de
control de calidad a los ires niveles de conceniracion {bajo, medio y alto).
Estas concentraciones fueron las mismas que aquelias evaluadas durante
la validacion del méetedo analftico. Las muesiras de conirol de calidad se

andlizaron por triplicado.

El crterio para aceptar una comida fue, que al menos 2/3 de los
vaiores de punfos control se encontraran dentro del limite £ 20% de los
valores de referencia y al menos una muesira de control de calidad de
cada nivel de concentracion se encontrara dentro del critero de + 20%.

3.4.2. Cuaniificacién de las muesiras piasmdlicas

La concentracion de Ketorolaco en las muestras plasmdticas se
determind al sustituir los valores de relacién de alturas {altura del pico de
Ketorolaco/altura de! pico del estandar interno) en la ecuacion de larecta
de la curva de calibracion comespondiente al dia de su andiisis, ajustada
por minimos cuadrados.

La validez de cada conida duranie el procesamiento de las muestras
fue determinada examinando los resultados de la curva de calibracién y
de las muestras de control de calidad baio los critedos de validacidn del
método.

En el caso de que se tuviera que repetir el andlisis de una muestrq, io0s
criterios para saber que concentracion utilizar en el andlisis final, en orden

de aplicacidn fueron los siguientes:

1. §i el valor de la repeticién se encuentra dentro del + 15% del valor
original, el valor original es ulilizado en los céiculos finales.
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2.

St el valor de la repeficidon es mayor que = 15 % del valor original. el

andlisis de la muestra es repetide ofra vez. La férmula ulilizada parg
calcular esto es:

\Original —Re peticidn |

Diferencia% =
Promedio{ Origmal + Re peticién 1)

X100

Si los valores de las segundas repeticiones estan dentro del + 15% del
valor original, el valor original es usado en los cdlculos finales.

|Original - Re peticién 2|

Diferencia% =
Promed:io(Original + Re peticién 2)

X100

Silos valores de las primeras vy segundas repeticiones son mayores que
+ 15% del valor onginal, pero el % de diferencia entre las dos
repeticiones no es mayor gue £ 15% entonces se uliliza el valor

promedic de las repeticiones para los cdlculos finales.

[Re peticionl - Re peticién2)

Diferencia% = — .
Pr omedio(Re peticiénl + Re peticion?)

100

Si el % de diferencia de |as repeticiones sefialadas en el punto anterior
&s mayor que +15%, entonces el promedio del valor original, el valor

de 1o repeficion 1 vy el valor de la repeticion 2, es usado para 10s
cdiculos finales.

El valor onginal es usado si no existe plasma suficiente para efectuar &
re-analisis.
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3.4.3. Andlisis farmacocinético

A partir de los datos de concentracion plasmdtica, se graficaron los
perfiles de concentracién vs. tiermnpo de muestreo para cada voluntario y
se obtuvieron para cada suieto los siguientes pardmetros farmacocinéticas
vlilizando el paquete computacional Biopak® 2.0:

1.- Bl drea bagjo la curva de concentracion plasmatica desde el tiempo
cero hasta el dlfimo fiempo de muestreo (ABCo-). por el método
trapezoidal.

2 .- El drea bgjeo la curva de concentracidn plasmdtica extrapolada desde
el uliimo tiempo de muesfreo a tiempo infinito (ABCi-.}. el cual se
determind dividiendo la Ultima concentracidn plasmdatica entre la
pendiente terminal {BETA).

3- E drea bajo lka curva de concentracion plasmdtica desde la
administracion (flempo cero) a tiempo infinito {ABCt-), fue calculada al
realizar la suma de el (ABCo-t} ¥ (ABCt-w).

4.~ La concentracidon plasmdatica méxima (Cmoax). que fue deferminada

directamente de ia curva de concentracion plosmdatica-tiempo.

5.- H tiempo al cual se alcanza lg concentracion plasmatica méaxima
(tmax), determinado directamente de la curva de concentracion
plasmatica-tiempo.

3.4.4. Andlisis estadistico

B andlisis  estadistico se efectio ulilizando el programa
computacional  SigmaStai®. Mediante las pruebas estadisticas de
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normalidad {Kolmogorov-Smirnov), igualdad de varanza{levene Median),
o]

ANCVA v t de student se evalud el efecto del género en

farmacocinética del Ketorolaco.
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1. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. OPTIMIZACION DEL METODO POR CLAR PARA CUANTIFICAR
KETOROLACO EN PLASMA

La fase mévil de eleccién consistié de una mezcla de Solucion
amorfiguadora de Acefato de sodio 0.05 M pH 4/Acetonitrilo en
yroporcidn 75:25 (v/v] a una velocidad de flujo de 1.5 mb/min, ya que fue
a que pemitié obtener mejores pardmetros cromatograficos de
esolucion, kK v simetria de 1os picos. Ofras fases mdviles evaluadas se

Jescartaron ya que se observaban picos coleadoes o asiméiricos.

La solucién para acidificar el medio en la extraccion de Ketorolaco
He la muestra plasmdfica fue el acido fosférico 0.1 M. Con esta solucion se
sbiuvo un recobro superior a los obtenidos con acetato de sodio. Con la
solucidn de dcideo fosfdrico se iogrd obtener un pH menor al pKa del
<etorolaco permitiendo una mejor extraccion de la forma no ionizada y
a0r tanto un recobro mayor.

Las condiciones cromatograficas establecidas para el andlisis de la
nuestras después de la optimizacion del método fueron:

56




e RESULTADOS Y ANALISIS DF RESUL TADOS

Tabla 4 Condiciones cromatograficas

Detector Arreglo de diodos Waters 996
Longitud de Onda 313nm
Novapak C18 150 x 3.9 mm
Columna Tamano de parficula de 4 um
Precolumna Insertos para columna Novapak C18
Acetonitilo/Solucidon amortiguadora
Fase Movil de aceiato de sodio 0.05 M pH 4.0
{25:75)
Velocidad de flujc 1.5 mL/min
Volumen de inyeccion 80wl .
Temperatura de andlisis Tempergtura ambiente
Trempo de comida 13 minutos

Bajo las condiciones establecidas anteriormente se obtuvieron los

siguientes pardmetros cromatograficos:

Tabla 3 Pardmetros cromatograficos evaluados

. Ketorolaco p
Parametro frometaming Estandar Interno
Tiempo de retencién (min} 4.52 8.35
K 4.65 944 ]
Simetria 1.21 1.17
Resolucion 11.83 11.83

El método de extraccion seleccionado para las muestras plasmdaticas

se presenta en la siguiente figura:
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1 mlL de plasma
+

50 ng de Tolmetin sédico
50 pL {1 000 ng/mL)

+

0.2 mL de Acido Fosférico 0.1 M

+

10 mL de éter etilico anhidro

y

Agitar 10 min. a 80 rpm en agitador horizontal

h

Centrifugar 10 min a 3000 rpm

y

Separar fase orgdnica
Evaporarla a 40°C bajo flujo de N,

.

Reconstituir en 200 ul. de agua desionizada
inyectar 80 pl

Figura 5. Esquerna de extraccion para cuantificar Ketorolaco en plasma
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4.2. VALIDACION DEL SISTEMA

4.2.1. Linealidad y precisién dei sistema

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESUL TADQS e

En la tapia 6 se muesiran 10s resultados de o evaluacién de

lineglidad y precisidn del sistema;

Tabla 6 Linealidad vy precision del sistema

L Curval | Curva2 | Curva 3 b
Cor}ﬁg?:;?_;:lon Relacion | Relacion | Relacion | Promedio | D.E. CV.%
Alturas Alluras Alurcs
5 0.0144 0.0141 0.0144 0.0143 0.0002 | 136
10 0.0281 0.0285 00279 0.0282 0.0003 1.09
25 0.0499 0.0703 0.04699 0.0701 00002 | 035
50 0.1391 0.1402 0.1407 0.139¢9 0.0008 | 059
100 0.27%7 0.2818 0.2802 0.2806 0.0011 0.38
250 0.7066 0.7041 0.7037 0.7048 0.0016 | 0.22
500 1.4116 1.4144 1.4165 1.4142 0.0025 | 0.8
1000 2.8136 2.8325 28162 2.8208 00103 | 0.36
1500 4.2406 4.2550 42524 42494 00077 | 048
m 0.0028 0.0028 0.0028 0.0028
b 0.0013 | -0.0017 | -0.0017 -0.0016
T 109999 0.9999 0.959¢ 0.999¢9
Error relativo
debido a la 0.3980 0.1947 0.1884
regresion |

La figura 6 coresponde a la grdfica de relacion de alturas promedio

vs. concentracién, En ella se observa el ajuste realizado por minimos

cuadrados .
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Figura 6. Linealidad del sistema

Al realizar el qjuste por minimos cuadrados se obtuvieron coeficientes

de comrelacion de 0.9999 y emores debidos al a regresidon menores al 2%.

Al evaluar el coeficiente de variacidn del factor de respuesta los
valores obtenidos fueron menores al 2% para cada curva, asi comoe para el
promedio, lo cual nos demuestra la precision entre los puntos. Los
resuiados anteriores demuestran que &l sistema fue lineal y preciso en el
intervalo de concentraciones de 5 a 1500 ng/mL.
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4.3. VALIDACION DEL

METODO ANALITICO PARA  CUANTIFICAR
KETOROLACO EN PLASMA

Una vez establecidas las condiciones de andlisis, se realizd la

vaiidacion del método. Los resultados obtenidos fueron los sigutentes;

4.3.1. linealidad del méilodo

Enia joblc 7. se presentan los valores de pendiente [m), intercepto

(b} y coeficiente de regresion (1] obtenidos a partic del gjuste por minimos

cuadrados de las tres curvas de calibracién de Ketorolaco evaluadas en

un mismo dia de trabajo, mientras gue en la figura 7 se presenta la grafica

promedio de |a relacién de alturas con respecto a ta concentracidn

piasmética de Ketorolaco en el intervale de 5-1500 ng/mL.

Tabla 7 Linealidad def método

s Curva 1 Curva 2 Curva 3
Con[ﬁg?:rr}ouc 1on refacion | relacién | relacion | Promedio DE. CV%
Alfuras Alturas Alturas
5 0.013% 00126 0.0 42 0D.0142 0.0015 | 10.4577
10 0.0308 0.0299 0.0307 0.0305 0.0004 1.3220
25 0.0785 00762 0.0764 0.0771 0.0010 1.3013
50 0.1418 0.1402 0.1421 0.1414 0.0008 | 0.5%00
100 0.2884 0.2579 0.2973 (.2812 0.0149 59998
250 0.7449 0.46925 0.7177 0.71%0 0.0222 3.0915
500 1.4510 1.4400 1.3944 1.4285 0.0245 1.7154
1000 29610 3.0103 2.7182 2.8965 0.1277 44079
1500 4.3648 425164 4.2467 4.2877 0.0546 1.2724
m 0.0029 0.0029 0.0028
b 0.0027 -0.0022 0.0027
r 0.9999 0.9993 0.9997

417




RESULTADOS ¥ ANALISIS DF RESULTADOS ===
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Figura 7. Linealidad del método

Como se puede observar el coeficiente de comelacién obtenido
para cada una de las curvas de calibrocion fue superior a 0.99%.
Adicionalmente el coeficiente de varacidon para cada valor de
concenfracion fue menor al 15%.

De acverdo a lo anterior, el método para cuantificar Ketorolaco en
plasma fue lineal en el intervaio de concentraciones de 5-1500 ng/ml,

4.3.2, Precision y exactitud del método

4.3.2.1. Repetibilidad

En lo tobla 8 se presentan los resultados comespondientes o la
evaluaciéon de la repetibilidad y exactitud del método.
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Tabla 8 Repetibilidad y exactitud del método analitico para cuantificar
Ketorolaco en plasma

Cantidad recuperada (ng/ml)
Confrol Control Control
Muestra Bajo L Medio Alto
(40 ng/mL} {400 ng/mL) {1250 ng/mL)
1 40.29 AD4.39 124818
[ 2 37.24 388.27 1208.23
3 37.74 390.36 1250.67
4 37.49 348.41 1280.51
5 32.31 364.31 1170.16
6 37.32 37679 | 1177.67
Promedio 37.06 378.76 ! 1222.57
D.E. 2.60 2008 | 44.21
CV.% I 7.01 530 l 3.62
Cantidad
Adicionada 40 A0O 1250
[ng/mL}
Desv. Abs% 7.34 5.31 | 2.19

En 1o referente a repetibilidad se observa que ta varacion en los

diferentes niveles de concentracion no excede el 15%, vy 1a desviacion

absoluta muestra un valor maximo de 7.34%, enconirdndose dentro de!

limite permiido.

4.3.2.2. Reproducibilidad

En la tabla ¢ se presentan los resultados de reproducibilidad del

método.
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Tabla 9 Reproducibilidad det método analitico para cuaniificar Ketorolace en

plasma
Cantidad recuperada (ng/miL}
Dia No. Réplica Control Contral Control
bagjo medio alto
40 gg_/mt) {400 Qg/mg {1250 ng/ mL!
1 1 40.29 40439 1248.18
2 37.24 388.27 1208.23
2 1 41.63 394.37 1226.07
2 40.66 402.08 1145.47
3 1 32.00 417.94 1217.72
2 4218 381.89 1195.09
Promedio 40.17 398.14 ) 1206
D.E, 1.81 12.82 34.94
CV% 4.5] 3.22 2.90
Cantidad
Adicionada 40 400 1250
(ng/mL] 4
Desv. Abs % 0.41 | 0.46 3.46

En 1o fabla @ observamos que los ires niveles de conceniracidn
muesiran en los diferentes dias de trabajo una varacion de 2.90-4.51%,
valores gue se encuentran dentro del limite permitido del + 15% del valor
real. En cuanto a la exactitud, se encontraron valores que van de 0.41 al
3.46% de desviacién absoluta, de acuerdo a lo anterior, el método para
cuanfificar Ketorolaco en plasma se considera preciso y exacto.

4.3.3. Limite de cuaniificacion

Bl limite de cuonfificacidn fue de 5 ngfmbl. En este nivel de
concentracion, la precision fue de 14.6% v la exactitud evaluada mediante
la desviacidn absoluta fue de 8.2%. Los valores anteriores se encuentran
dentro del intervalo de = 20% del valor nominal, mientras que

concentraciones menores a 5 ng/mL mostraron una vanacion mayor,
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4.3.4. Limite de deteccién

Considerando como limite de deleccidn a aquella concentracion

cuya respuesta representara fres veces el nivel de ruide el valor obtenide

fue de 1.0 ng/mL.

4.3.5. Recobro o recuperacién absolufa

En fa fabla 10 se presentan los porcentajes de recobro de Ketorolaco

a partir de muestras plasmaticas

Tabla 10 Recobro de Ketorolaco de plasma humano

Estandar en EstGndar en
Plasma Agua
. extraido no extraido}
Estandar réloci()n ﬂ,e (rek:rcién de Recobro %
alturas alturas
[Ketorolaco/E.l) | (Ketorolaco/E.l}
3.5811 3.5358
3.4665 3.5624
Control alfo 3.5883 3.5488 96.81
1250 ng/mi. 3.6738 3.5307 )
3.3573 35678 |
3.5334 3.5491
1.1609 1.1303
11147 1.1379
Conirol medio 1.1207 1.1170 96.70
400 ng/mL 1.0004 11162 )
1.0460 1.1274
1.0885 o 1.3258
0.1166 | 01119
0.107% 0.1193
Confrol bgjo 0.1093 0.1125 97.29
40 ng/mt 0.1093 0.1117 .
0.1086 01122
L 0.1105 0.1135 |
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Como se ebserva, el recobro para los fres niveles fue maoyor ol 96%, 1o

que nos indica que la técnica utilizada para la extraccidon de Ketoroiaco
de muestras plasmaticas, permite obtener una buena recuperacion.
Asimismo, el recobro fue constante en el intervalo de concenfraciones
analizadas, yo gue adn o fos concentraciones mas bajos del intervalo de
concentracion el farmaco se recuperd mas del 95%.

4.3.6. Estabilidad

En la tabla 11, se muestran los resultados comrespondientes al andlisis

de las muestras sometidas a dos ciclos de congelacidn-descongelacion a

los 7 y 14 dias.
Tabia 11 Estabilidad de Ketorolaco en ciclos de congelacién-
descorgelocfdn
Dia Q
Control Control Condrol
Bajo Medic Aito
40 ng/ml 400 ng/ml 1250 ng/ml
40.29 404.32 1248.18
37.24 388.27 1208.23
Promedio 38.76 1 396.33 1228.21
Dia7
Control Control Control
Bajo Medio Alfo
40 ng/mL 400 ng/mL 1250 ng/ml
39.94 383.44 1261.23
39.30 394.26 1217.55
Promedio | 39.62 388.85 1239.39
Desv. abs% | 2.21 1.89 0.91
Dig 14
Confrol Controf Control
Baio Medio Alto
40 ng/mL 400 ng/mi 1250 ng/mil
42.40 408.38 1260.16
38.45 399.17 1214.91
Promedio 40.43 403.78 1237.54
Desv. abs% 4,31 1.88 0.746
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De los resultados anteriores se observa que las muestras plasmaticas
conteniendo Ketorolaco son estables en congelacidn o ~70°C, aln

después de someterlas a dos ciclos de congelacién-descongelacion.

La tabla 12 muestra los resuvitados del andlisis de muestras
almacenadas en refrigeracion {5°C) durante 14 dios, en los cuales
podemos observar que las muestras plasmaticas confeniendo Ketorolaco

son estables durgnte 14 dias en refrigeracién a 3°C.

Tabia 12 Estabilidad de Ketforolace en refrigeracion.

Dia(
Conirol Control Conirol
Bdijo Medio Aito
40 ng/mi 400 ng/mL 1250 ng/rni
37.74 390.36 i 1250,67
37.49 348.41 1 1280.51
Promedio 37 .42 3¢9 39 [ 1265 .59
Dia 7
Conirol Conirol Conirol
Bajo Medio Alto
40 ng/mi 400 ng/mt 1250 ng/mi
3923 | 3917} 1211.05
3991 414.69 1289.72
Promedio 39.57 403.20 1250.39
Desv. abs% 5.18 2.15 1.20
Dia 14
Control Confrol Controd
Baijo Medio Alto
40 ng/ml 400 ng/mil 1250 ng/ml
4046 | 388.46 1206.64
38.74 37193 1135.85
Promedio 39.60 380.29 T 117124
Desv. abs% 5.26 2.95 1 7.47

En la tablg 13 se muestran (os resultados del andlisis de muestros de

slasma almacenadas a temperatura ambiente.
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Tabla 13 Estabilidod de Ketorolaco a temperafura ambiente.

Tiempo 0
Control Control Control
Bajo Medio Alto
40 ng/mi 400 ng/ml 1250 ng/ml
323 364.31 1170.16
37.32 376.79 W177.67
Promedio 34.62 370.55 1173.92
24 horas
Control Control Control
L Bojo Medio Ao
40 ngfmlL 400 ng/mb 1250 ng/mtb
[ 3391 364.32 1060.40
3910 395.00 1197.95
Promedio 36.51 379.64 1129.18
Desv. abs% 484 2.44 3.81
A8 horos
Contral Control Control
Bajo Medio Alto
40 ng/mL 400 ng/mlL 1250 ng/mL
3214 336.79 1037.45
36,77 362.47 1109.01
Promedio 34.47 349.63 1073.23
Desv., abs% 1.00 5.65 8.58

De los resultados anteriores se puede observar que Ias muestras son

estabies a temperatura ambiente durante 48 horas.

La tabla 14 coresponde a los resulfados de muestras plasmaticas
procesadas y aimacenadas bajo condiciones normales de laboratorio, v
que se analizaron o los tiempos: 0, 24, 48 y 96 horas después de haberlas
procesado.
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Tabla 14 Estabilidad de muestras procesadas de Ketorolaco bajo
condiciones hormales de laboratoro. (Relacién de alfuras

Ketorolaco/E.L)
Tiempo 0
Control | Control Control
Bajo Medio Alto
40 ng/ml 400 ng/mL 1250 ng/ml
0.1132 1.1i70 3.4043
0.1059 1.0734 3.4712
Promedio 0.10%6 1.0952 3.4378
24 Horas
Control Control Control
Bajo Medio Alio
40 ng/mL 400 ng/mL 1250 ng/mt
0.1110 1.1074 3.4212
0.0987 1.0703 3.4837
Promedio 0.1049 1.0889 3.4525
Desv. abs% 4,29 0.58 0.43
48 Horas
Contrel Control Control
Bajo Medio Alto
40 ng/mL 400 ng/mlL 1250 ng/ml
0.1080 1.0667 3.2952
0.099% 1.0344 3.3492
Promedio 0.103% 1.0505 3.3222
Desv. abs% 5.14 4.08 3.36
96 Horas
Control Control Control
Bagjo Medio Alto
40 ng/mL 400 ng/milL 1250 ng/mt
0.1095 1.0908 3.3770
0.1044 1.0567 3.4123
Promedio 0.1070 1.0738 3.3947
Desv. abs% 2.37 1.95 Bl 1.25

Con base a los resultados anteriores v a que los valores de 1as
replicas se encueniran dentro del limite del + 15% del valor neminal para tos
tres niveies de concentracion, se considera que el Ketorolaco es estable 96

horas posteriores a sy preparacidén bajo condiciones normales de
laboratorio.
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En la figura 8 se presentan {os cromafogramas corespondientes la

evaluacidn de selectividad
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voluniario

Figura 8 Selectividad del método
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De los resulfados antferiores se cbserva que e método para

Ketorolaco es selectivo, ya gue ni fdrmacos (Parecetamol, Ranitiding vy
Acido acefilsalicilico) asi como heparing ufilizado como anticoagulante ni
la matriz bioldgica interfieren con ia cuantificacion de Ketoroiaco.

Con base a los resultados obtenidos se considerd ol métoda analitico

como confiable poara la cuantificacién de Ketorolaco en plasma.

4.4, ANALISIS DE LAS MUESTRAS PLASMATICAS DE VOLUNTARIOS

Una vez que se concluyd la validacion del método analifico, se
realizé el andlisis de las muestras de los 24 voluntarios.

En cada comrida se analizaren las muestras comespondienies a fres
voluntarios, simultdneamente se realizdé el andlisis de una curva de
calibracion y de puntos control de calidad para evaluar o validez de a
comda, Asimismo, la curva de cdlibracién se ulilizd para interpolar ios
valores de relacion de aituras [Keforolaco/El) de las muesiras de los
voluntarios mediante un gjuste por minimos cuadrados y asi obtener 1o
concentracion de Ketorolaco a cada tiempo de muestres.

Se redlizaron ¢ comidos, de las cuales 8 cofrespondieron a las
muestras de los voluntarios y en la conida 9 se reatizaron las repeticiones de
aquellas muestras cuyos valores no se encontraron dentro del intervalo de
concentracion validado,

En la tabla 15 se presenta el seguimiento de las curvas de calibracién
para cuantificar Ketorolaco en plasma en fa que se observa una minima
variacion de las curvas de calibracidén durante el estudio, yva que la
maycria de los coeficientes de varacién no excede el 15% del valor
origingl, sin embargo. dado que en ciertos dias de trabgjo, en algunas
concentraciones o canfidad recuperada excedia el 15% del valor orginal,
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dichgs valores no se incluyeron en la curva comespondiente of dia de

frabgjo. sin que ello afectara a la inferpolacion de los datos de los

voluntarios ya que en su mayoria eran valores intfermedios en el intervaio

de conceniraciones evaiuacias.

Tabla 15 Seguimiento de las curvas de calibracidn

3

g 2 122 §

2 5 Cantidad recuperada a o & O
O B & 'S50D5
5 = Ketoroloco en plasma g T % T E
O 0 {ng/mL} £ g 8 S
1 1.2.3 5 19461} * * 1143|2306 493.9 1021.9 | 148%.74 -0.001 | 1.00[0.9996
2 4,56 431 * |N.8150.71107.0/253.41490.7] * 1502.1 §0.0019 1 1.00{0.9999
3 789 581 9.8 |24.2]15381110.1]250.1 | 4846.4| 988.5 | 1511.1§10.0144 | 1.00]0.9999
4 10,1112 1 4.1 (106 * [49.8] 99.2 [252.0]505.7 | 985.3 | 1507.6) -0.006 | 1.00 0.999%
5 131415 |53 111.4]26.8]150.2(107.1240.114946.711000.6] 1501.91 -0.001 | 1.00]0.9999
6 16,1718 | 4.2 |10.7|25.5[50.1]105.4|249.0| 497.6| 990.% | 1504.710.0073| 1.00 | 0.9999
7 19,2021 | 4.1 | 8.8 |23.2(46.5]105.4|244.7510.9} 9977 | 1498.61 -0.000 [ 1.060.9999
8 222324 150111.4/260/543] 99.8 |1249.6|497.9| 986.6 | 1509.6F-0.002 | 1.00 [0.99%9%
9 REP 4.7 1100}26.3)50.91100.61252.4) * $86.7 | 1508.4] 0.003 | 1.00{0.999%

Promedio 4.7 110312481508 1105.51246.2 1 497.51 9948 | 1504.010.002011.00,0.9999

D.E. 06 1 |1.8[24:) 49 | 74 | 78 | 123 6.744

CV% 127188174148 446 1 30 1 1.6 1.2 0.4
Concentracién

norninat 5 | 10| 25| 50 ) 00| 250 | 500 | 1000 | 1500

(ng/mtl

Desv. abs?h 549 12.7310.66]1.56] 552 | 1.2 | Db 0.5 0.3

{*)vValores que excedian el 15% del valor original.

£n lo tobla 16 se presentan los valores de las muesiras conirol para

cada corrida,
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Tabla 16 Seguimiento de los punitos conirol de calidad

Comida _l Control Bajo Control Medio Confro! Alto
40 nLg! mk. 400 erL 1250 ng/mbL
48.00 372.00 121414
1 33.49 407.08 1365.93
41.36 * 1394.79
38.11 406.82 1296.44
2 38.07 398.44 1246.37
37.13 408.43 1258.00
38.65 400.05 1217.05
3 39.47 407.33 1233.11
3888 | 39631 119971 -
| 37.55 402.05 1198.15
4 39.05 400.71 1202.80
39.15 1 400.46 1219234
46.52 469.81 i 1375.78
5 A47.34 47298 1383.463
47.32 467 .60 1354.75
| 42.65 437.05 1310.87
6 42.43 436.50 1304.58
41.38 427 69 1286.93
36.58 421,08 B 1280.48
7 34.92 417105 | 125893
3893 419.05 1257.62
40.98 425.11 1246.63
8 40.88 430.18 1249.33
41.74 418.81 1229.12
4235 433.31 1273.45
9 42.33 430,60 1262.88
43.47 44418 *
Prormedio 40.69 421.18 1273.95
D.E. 3.684 24,161 5%.421
C.V.% 2.05 5.74 4.66
Concentracion
nominal 40 400 1250
ng/mL}
Desv. abs% 1.73 5.30 1.92

{*} Valores que excedian el 20% del valor nominail

Como s& observa, ninguna de las conidas fue rechazada, ya que

cumplié con el cfiterto de que 2/3 muesiras control debian encontrarse
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dentro del + 20% del valor nominatl.

En el caso de las muestras de voluntarios que presentaron un valor
fuera del infervalo de concentracién evaluado en la curva de calibracion,
y fueron reanalizadas en la comida nuave, se considero como criterio para
determinar lg concenfracion final que el valor de la repeticion debia
encontrarse dentro det limite del :15% del valor criginal, para lo cual se

decidid tomar el valor de la primera lectura para el andlisis final,

4.5. ANALISIS FARMACOCINETICO

Los resultados que se muestran a continugcion comesponden a la
cuantificacion de los niveles de Ketorolaco en plasma. También se
presentan los resulfados de los pardmetros farmacocinéticos calculados a

parfir de los datos de concentracion plasmdtica,

En la tabla 17 . se presentan los valores promedio de concentracion
plasmatica de Ketorolaco y la grafica que los representa coresponde a la

figura 7 y en ta figura 10 se presenta su transformacion logaritmica.

Tabla 17 Concentracion promedio de Ketforoloco en
plasma con respecto al iempo

ﬁe(r;\wlpo Concentracién + D.E. {ng/ml)

0 0.00+0.0

0.167 455.54 + 492.68

0.333 1356.67 + 477.65

0.647 1488.16 £ 329.43
1 1199.69 £304.01
2 732.85+ 219.49
3 565.36 + 248.80
4 388.50£119.13
6 222.79+96.38
8 168.99 +77.21
12 8338+ 50.35
24 2489 £ 1899
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Concentracion Ketorolaco (ng/mL)

figura 9 Grafica de Concenfracidn plasmdtica promedio de Keforolaco £D.E. vs.
fiempo.
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Figura 10 Grafica de Log Concentracidn plasmdtica promedic de Keforolaco #
D.E. vs. tiempo

Los resultados para cada voluntario se presentan en el Apéndice 1.

En la tobla 18 se presentan los pardmetros farmacocingticos
promedio de los 24 voluntarios entre ellos: Area bajo la curva (ABCe.,
ABCo.). Concentracion plasmdtica maxima {Cmax), tiempo en el que se
alcanza o conceniracién plasmdética mdéxima {fmax} vy fiempo de vida
media {h2). Los resultados individuales de encuentran en el Apéndice |l.
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Tabig 18 ParGmeitros farmacocinéticos promedio

Pardmetro farmacocinético Promedio + D.E.

ABC ot [ng*h/mi) 5343.00 £1523.19

ABC o., [ng*h/ml] 5525.72 4 1662.53

h Crnax {ng/mt} 162807 + 343.98
fmax {h 0.51 £0.21
t1% (h) 4,54 £0.85

4.6. ANALISIS ESTADISTICO

4.6.1. influencia del género en fa biodisponibilidad de Ketorolaco

Debido a gque la poblacién de estudio se encontraba conformada
por mujeres y hombres se andlizd el efecto del género en la
farmacocinética del Ketorolaco, Para el andlisis esfadistico se emplec ei
programa computacional Sigma Stai®.

En la tabla 19 se presentan los resultados de  concentracidn
plasmdatica de Ketorolaco vs. tiempo para cada género.
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Tabla 19 Concentracion plasmdtica de Ketorolaco en hombres y mujeres con
respecto af ermpo,

Concentfracién promedio de Ketorolaco £ D.E,

_[ng/ml)
Tiempo (h) Hombres Muieres
0] 0.00+0.0 0.00£0.00
0.167 477.39 £581.94 433.6% + 40%9.67
0.333 1230.65 £333.63 | 1482.68 + 575.39
0.667 1308.24 £170.74 1668.08 + 356.56
1 1034.20 + 233.56 1365.17 £280.98
2 598.70+£121.21 866.99 £216.28
3 528.10+£320.43 602,62 £ 15405
4 335.02 + 64.22 44197 £138.96
6 206.09 £ 57.88 239.50 + 124,35
8 15794+ 56.22 180.05 + 95.06
12 86.85+ 4898 79.90 £ 53.61
24 22.72412.52 26.89 +23.88

En la figura 10 se muestra la gréfica comrespondiente a los datos
obtenidos tanto en hombras como en mujeres.,
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~—=— HOMBRES
| —o— MUJERES

EE\EM

Concentacién Ketorolaco (ng/mL)

T 1 T T T 7 T 1

[y 5 10 15 2]6 25
Tiempo (h)

Figura 11 Grdfice de Concentracion plasmatica promedio de Keforolaco #D.E. vs.
tiermnpo para hombres y mujeres.

Como se puede observar en la grafica anterior, el vaior de Tmax
para las mujeres es mayoer que el presentado por los hombres. En la tabla
20 se encuentran los pardmetros farmacocinéticos cbtenidos en ambos
géneros, asi como el resuttado de la evaluaciéon estadistica mediante una
preeba de ANOVA v t de student.

JEN—,
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Gl B 47A A

B A VIR, A B N et
TR )

b I % o e 7 S
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Tabio 20 ParGmefros farmacocinétos para hombres y mujeres y su evaluacion

estadistica
Parémetro , tde
farmacocinético Hombres Mujeres ANOVA student
Existe Existe
ABC o 4824.65 £ 116773 | 5841.35+1703.33 | diferencia | diferencia
P =0.00787 | P =0.0079
Existe Existe
ABC g 4998 40+ 1249 .40 | 6053.03 £ 190043 | diferencia | diferencia
P=00127 | P=0.0127
Existe Existe
Cmax 1447 38 + 252,10 1808.75 £ 335.58 | diferencia | diferencia
. P =(.00531 | P =0.0053
Kruskai- Mann-
Wallis wWhitney
trmax 0.49 £0.24 0.53+0.17 NS NS
P =0.231 P =0.310
NS NS
tis 470+ 0.96 4384073 P=0238 |P=02377

NS = No significativo

Los resultados del andlisis estadistico muestran diferencias en los

parémetros de ABCot+ ABCe.. Y Cmax, sin embargo estas diferencias
podrian atrbuirse a los varaciones de peso existentes entre hombres vy
mujeres, por o cual se decidio rediizar e cjusie de los porametros
farmacocinéticos con respecto al peso corporal de los individuos. Se
considerd un factor de comeccién comespondiente al cociente entre la

dosis administrada a cada individuo y &l pesc corporal.

En el Apéndice Il se presentan los dates de pese corporal de fos 24
volyntarios y el factor de comeccion utilizado.

Los pardmetros farmacocinéticos comegidos se muestran en la tabla
21.
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Tabig 21. Parametros farmacocinélicos promedic comegidos #D.E.

Pardmetro farmacocinético Hombres Muijeres
ABC oy 33425.82 £ 9896.19 | 34037.23 £ 9860.33
ABC 0., 34647 .94+ 10573.50 | 35983.89+ 11022.25
Cmax 9908.09 + 1783.15 1110930964 2690.63
frax 3.36+1.67 3.1321.30
fue 32.60+8.60 26.37 £6.90

Se efectud nuevamente el andlisis estadisfico de los pardmetros

farmacocinéticos por género y los resuliados comrespendientes se resumen

en la fabla 22.

Tabla 22 Andlisis estadistico para los pardmediros farmacocinéticos corregidos de
hombres y mujeres.

Prueba de
Parametro Pruebade | igualdad
farmacocinético { Nomualidad de ANOVA Pruebade t| Poder
Varanza
Cumplié Cumplié NS NS
ABC o7 P=003991 | P=07586 | P=0733 | P=07335 | 7
Cumplié Cumplid NS NS
ABC 0w P=04269 | P=08330 | P=0768 | p=0ses | 90477
Cumplio Cumplid NS NS
Cmax P=03451 | P=03710 | P=0297 | p=02974 | 00616
Cumpiid Cumplid NS NS
tmax P=0.1939 | P=0.0980 | o_ o, b =0.6807 | 00477
-
Cumplié Cumplié NS NS
hn P=07384 | P=03519 | P=00589 | P=0s89 |00

De acwuerdo a los resultados anteriores se puede decir que no existe

efecto del género en |a farmacocinética del Ketarolaca.

Tanto la prueba de normalidad comoe la de iguatdad de varianza
determinaron que los parametros evaluados presentan una distibucion
normal. Sin embargo como se puede observar en la tabla, el poder de las
pruebas es muy bajo indicando poca configbilidad de los resultados por lo
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gue se sugiere incrementar el nimero de individuos que conforman (g

muesira poblacional para poder concluir con confianza.

4.6.2. Comparacion de pardmetros farmacocinéficos obfenidos en

poblacién mexicana con ofras poblacicnes

Adicionalmente se realizd una comparacidon de los pardmetros
farmacocinéficos obtenidos en poblacidon mexicana y aguelios reporiados
en poblacién caucdsica, y asi evaluar una posible variacion enire
poblaciones. En ia fabla 23 se presentan los pardmetros farmacocinéticos
ABC 0w, Cmax y tmax obtenidos en poblacidn mexicana y aquelios

reporfados en la literatura en pobiacidn caucdsica.

Tabla 23. Parametros farmacocinéficos de Ketorolaco en poblacion
mexicana y otras pobiaciones.

Pardmetro Poblacion Poblacion
farmacocingtico Mexicana Cavucdsical4
ABC o {ng*h/ml) 552572 £ 1662.53 3969 +324.1
Cmax (ng/mi} 1628.07 +343.98 934.0+ 66.7
tmax (h) 0.51 +0.21 0.57 £0.10
hez (h) 4.54 +0.85 53+1.2

Como se puede observar, los dafos obtenidos en pobiacién
mexicana muestran diferencia con aguellos reportados para la poblacién
caucdsica, sin embargo no fue posible realizor la comparacion estadistico
entre ambas poblaciones debido a que no contames con el nimero de
individuos utilizados en el estudio en poblacién caucdsica. Por lo cual no es
posible concluir acerca de las diferencias entre poblaciones. Cabe
mencionar que en un estudio similar realizado en poblacién mexicanalié se

encontraron resuliados semejantes a los obtenidos en este estudio.
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5. CONCLUSIONES

> El meétodo andglifico para cuantificar Keforolaco en plasma, por
Cromatografia de liguidos de Alta Resolucion, fue exacto. preciso,
selecfivo, lineal en el intervalo de 5 a 1500 ng/mL y estable bajo
condiciones experimentales.

» El método analitico es sencillo v faci por lo que permite su uso de
manera  rutinaria, osi como su aplicacidn en ofros  estudios

farmacocinéticoes.

» La evaluacion de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos para
hombre y mujeres después de realizar una correccidén por peso
corporal muestra que no existe influencia del género en la
farmacocinética del Ketorolaco, sin embargo se sugiere incrementar
el nimero de voluntario para obtener una mayor confiabilidad de los
resultados.
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7. APENDICE |

DATOS Y GRAFICOS DE CONCENTRACION PLASMATICA VS. TIEMPO PARA

CADA VOLUNTARIO.

VOLUNTARIO 1

Tiempo (horas)

Tiempo (h} | Concentracién (ng/ml)
0.0 0.00
G.167 30.82
0.333 71403
0.4667 1505.25
i 121588
2 690.50
3 501.19
4 35331 ]
[ 159.77
8 114.35
12 50.26
24 13.28
1600 —
1400 -
9
o 1200 4
Q=
:‘g = 10001
E 5
oL 800
o 4
S8 0.
3 8
£ 8 00
58
Q 200 1
oy
o
U 0 T
0 5 10 15 20 25
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VOLUNTARIO 2
Tiempo (h) | Concentracién {ng/mL)
0.0 0.00
0.167 56.30
0.333 1679.60
0.667 1329.48
1 119%.44
2 666.46
3 636.43
4 452.37
é 309.96
8 265.00
12 191.32
24 45.70
1800
i
1600 -
3 1400
8 = 1200
2L o
S & 1000
o =S
o 80
& 3
g ‘8" 6004
- ©
£ 400{
O W
I 200
S
O 0 . : : .
0 5 0 15 2 25
Tiempo (horeas)
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VOLUNTARIO 3
Tiempo (h) | Concentracion (ng/ml)
0.0 0.0
0.167 1941.68

f 0333 1570.57
{0667 1554.59
1 854.11

619.87

T

[&

456.80

323.18
160.60

101.76

f\)]7
RS|®

ii 4923
1

5.76

APENDICE

Concentracion plasmatica de

Ketorolaco {ng/mt)

2500

2000 {
1500
1000 |

500 4

0 15

Tiempo {horas)

20

25
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VOLUNTARIO 4
Tiempo (h) | Concentracién (ng/mi)
0.0 0.00
0.147 24.25
0.333 1546.75
0.667 1252.61
1 899.32
2 413.94
3 361.78
4 306.20
6 161.96
8 122.74
12 57.58
24 14 80
1800
1600 J4
g 14004
ol
2 = 1200
S o 10004
o=t
Q o 800
& 8
.g § 500 4
= O
= 400
@ M
2 2001
[e]
O 0 & — . : - .
0 5 10 15 20 25
Tiempe {horas)
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APENDICE |
VOLUNTARIO 5
Tiempo (h) | Concentracion (ng/mi}{
0.0 Q.00
0,167 704.42
0.333 1335.23
| 0.667 1321.84
1 949.52
2 538.08
3 42682
4 336.51
6 24237
-8 196.48
12 74.38
24 13.74
1600
1400 4
% L
> 1200
L = 000
G & 1000 ;
E o
o £ 800
(& 8 ,
S 5 600 4
38
£ 8 400
o
[
Q 200 {
S |
U 0 T A ] A al
0 5 10 15 20 25
Tiernpo thoros)
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Tiempc (horas)

VOLUNTARIO &
Tiempo (h} | Concentracién (ng/ml)
0.0 0.00
0.167 25%.06
0.333 1031.15
0.667 975.14
1 76428
2 440.53
3 41916
4 348.41
& 161.42
8 130.94
12 4634
24 <50
1200
© 1000 {1
T
3 4
&= 800
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&2 20m 4
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VOLUNTARIO 7
Tiempo (h) | Concentracion {ng/mi)
0.0 0.00
0.167 113.6) ]
0333 | 915.60
0.667 144014
] 1118.85
2 641.08 “j
3 368.67
4 220.82 ]
6 12081 ]
8 87.21 |
12 4348 ]
24 12.82
1600 'l
1400 -
%)
S 1200 §
S =
:g £ 1000 A
= 4
c o
O L5 800 4
Qo
5 8 600
23
25 00
C @
D L
Q 200 1
o]
U 0 il T 1 T
0 5 10 15 20 25

Tiempo (horas)
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APENDICE 1

Tiempo (horas)

VOLUNTARIO 8
Tiempeo (h} | Concentracién (ng/ml)
0.0 0.00
0.167 666,04
0.333 11467.43
0.667 1071.17
i 85401
2 518.8%
3 371.54
4 268.95
6 201.91
8 146.85
12 81.20
24 1791
1400
1200 4,
i}
o
o 1000 A
Lo
T £
£ 35 800
8 =
o
=8 o
o 9
§ 5 400
T T
> 200
[
5]
Q 0 - r
0 5 10 15 20 25
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VOLUNTARIO 9
Tiempo (h) | Concentracion (ng/mt}§
a0 0.00
Q.167 1201.15
0333 1566.24
0.667 127632
1 1105.39
2 662.50
3 493.88
4 402.43
% 265.09
|8 223.88
12 159.08
24 38.59
1800
1600
8 0
o
£ 51200 A
£ D 1000
o ="
Q o 800
S 8
g -é 400 1
2o
= 400
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o] 200
5]
& Q : : . - |
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VOLUNTARIO 10
Tiempo (h) | Concentracién (ng/mi) ¥
0.0 0.00
0.167 150.87
0.333 211.25
0.667 13146.53
1 932.37
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APENDICE |

Tempo (haras)

VOLUNTARIO 11
Tiernpo (h} | Concertracién (ng/ml}}
0.0 0.00
0.167 164.89
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0.667 1203.33 o
1 871.99
2 642.76
|3 46392 )
4 390.48
) 282.23
|8 22619
2 13837
24 33.00
1400 j
1200
@©
T
o 1000
2 =
:.g E 800 ‘
]
g £
B
:5 é 600 A
8§ 40
T o
Q> 204
o
o)
O 0 — — T
0 5 10 15 20 25




VOLUNTARIO 12

APENDICE |

Tiempo {horas)

Tiempo (h) | Concentracién {ng/mi) |
0.0 0.00
0.167 415,56
£.333 142635
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APENDICE § 2=

VOLUNTARIO 13
Tiempo (h) ) Concentracién (ng/ml)
00 0.00
0.167 193.03
0.333 176897
0667 | 210052
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APENDICF | Zmmm——
VOLUNTARIO 14
Tiempo (h) | Concentracion (ng/ml)
0.0 0.C0
0.147 498.40
0.333 1395.55
0.667 1328.49
| 1055.61
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APENDICE § ===,
VOLUNTARIO 15
Tiempo (h) | Concentracién (ng/mt)
|00 0.00
0.167 | 73.45
0.333_ | 42595
0.667 | 1907.17
1 1679.22
2 1213.49 |
3 873.00
4 486,74
6 539.45
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APENDICE |
VOLUNTARIO 14
Tiempo (h) | Concentracién (ng/mL)
0.0 0.00
0.167 232.10
0.333 1498.93
0.667 | 1762.68
1 i 1570.79
2 | 1045.86
3 647.50
4 490.21
6 188.56
8 195.99
12 110.29
24 29.07

Concentracién plasmatica de

Ketorolaco (ng/mL)

Tiempo {horas)
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Tiempo (horas)

APENDICE 1
VOLUNTARIO 17
Tiempo (h) | Concentracién (ng/mL)
0.6 0.00 K
0.167 1045.21
0.333 2074.88
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Tiempo (horas)

VOLUNTARIO 18
Tiempo {h) | Conceniracién {ng/mi)
0.0 0.00
0.167 1295.06
0.333 1891.54
0.667 1547.10
1 1127.42
P4 736.50
3 556.22
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Tlempo (horos)

APENDICE 1
VOLUNTARIO 19
Tiempo (h) { Concentracion (ng/mi)
- [N 000
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APENDICE | —
VOLUNTARIO 20
Tiempo (h) | Concentracién (ng/mL)
0.0 0.00
0.167 102.73
0.333 679.15
0.667 1164.46
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APENDICF | ===
VCLUNTARIO 21
Tiempo (h) ; Concentracién (ng/mlL)
0.0 000
0.167 3615
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APENDICE |
VOLUNTARIO 22
Tiempo {h) | Concentracién (ng/ml)
0.0 0.00
0.167 497 86
0.333 1844.24
0.667 1598.81
i 1342.48
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Tlempo {horas)

APENDICE
VOLUNTARIO 23
Tiempo (h) | Concenfracién (ng/mt)
0.0 0.00
0.167 618.27
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APENDICE 1

Tiempo (horos)

VOLUNTARIO 24
Tiempo {h} | Concentracién (ng/mi}
0.0 0.00
Q167 311.24
0.333 1940.62
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APENDICE II
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8. APENDICE Ii

PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE KETOROLACO PARA CADA

VOLUNTARIO
SEXO MASCULINO
Voluntario| ABC o4 ABC o Cmax trnax 112
1 4362.04 4437.56 1505.25 0.667 3.94
2 6873.22 7256.23 | 1679.60 0.333 5.81
3 4439 97 A467.60 | 1941.68 0.167 3.33
4 3905.62 4002.14 156675 0.333 4.52
] 4746.11 4828.75 1335.23 0.333 417
b 3326.07 3524.04 1031.15 0.333 2.96
7 374281 3828.97 | 1440.16 0.667 4.66
8 4224 47 4345682 | 1167.43 0.333 4.74
9 6219.98 6536.55 | 1566.26 0.333 5.69
10 4085.04 4274.61 1316.53 0.667 543
11 I 5471.23 5727.46 1203.33 0.667 5.38
12 r 6519.26 675012 1615.24 1.00 581
SEXO FEMENINO

Voluntario] ABC o4 ABC Oso_ Cmax trax Y
13 768221 7853.46 | 2100.52 0.667 421
14 4046.63 | 4120.80 | 139555 | 0.333 394
15 976498 | 10670.72 | 1907.17 0.667 6.37
16 4498.67 | 6691.62 1762.68 0.667 4,60
17 615856 | 6361.63 | 2074.88 0.333 4.73
18 5834.43 | 6017.96 1891.54 0.333 4.64
19 4320.81 436Y.77 1640.50 0.667 3.92
20 1 545135 | 5589.31 1164.46 Q.667 4.28
21 | 4509.42 | 4573.61 1564.47 0.667 3.83
22 5056.19 | 512663 | 1844.24 | 0.333 3.76
23 6973.28 | 712656 | 2418.37 0.667 4.17
24 403%.66 | 4142.34 | 1940.862 0.333 4.45

114
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9. APENDICE HI

PESO DE LOS VOLUNTARIOS Y FACTOR DE CORRECCION PARA VALORES DE
CONCENTRACION PLASMATICA DE KETOQROLACO Y PARAMETROS
FARMACOCINETICOS

Factor de correccion
Voluntaric | Peso {Kg.] | Dosis administrada/peso

[mg/kg)

1 79.3 0.1261
2 69.5 0.1439
3 59.3 0.1686
4 64.5 0.1550
5 62 0.1413
6 61.5 0.1626
7 64.2 0.1558
g 76.5 0.1307
9 79.5 0.1258
10 65 0.1538
Al 8] 0.1235
12 62.6 0.1597
13 55.5 0.1802
14 48.1 0.2079
15 40 0.1646
16 573 0.1745
17 58.5 0.170%
18 73.5 0134
19 63 0.1587
20 A7.5 0.2105
2 6%.5 0.143%
22 555 0.1802
| 23 51 0.1961
24 82 0.1220
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10. APENDICE IV

ANALISIS ESTADISTICO COMPARATIVO DE LOS PARAMETROS
FARMACOCINETICOS DE KETOROLACO ENTRE HOMBRES Y MUJERES
EMPLEANDO EL PROGRAMA ESTADISTICO Sigmastat®

Comparacion del paradmetro ABCo

One Way Analysis of Variance
Normality Test: Passed (P = (0.3991)
Equal Variance Test: Passed (P = 0.7586)

GROUP N MISSING

ABC 0-t H 12 0

ABC O-t M 12 0

Group Mean Std Dev SEM

ABC 0-t H 33425.8 9896.2 2856.8
ABC 0-t M 34837.2 10151.8 2930.6
Powar of performed test with alpha = 0.0500: 0.0477

The power of the performed test (0.0477) is below the desired
power of 0.8000.

You should interpret the negative findings cautiously.

SQURCE CF VARIANCE ODF S3 MS

Betwaen Treatments 1 11952495.0 119524595.0
Residual 22 2210932118.6  1004969%14.5
Total 23 2222884613.7

Source of Variance F P

Between Treatments 0.119 ¢.7335

Residual

Total

The differences in the mean values among the treatment groups
are not great enough to exclude the possibility that the
difference 1s due to random sampling variability; there is
not & statistically significant difference (P = 0.733).

118



———————————————— 15[} 4 2 |
t-test

Normality Test: Passed (P = 0.3991)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.7586)

GROUP N MISSING

ABC 0-t H 12 0

ABC G-t M 12 g

Group Mean S5td Dev SEM

ABC 0-t H 33425.8 989¢6.2 2856.8

ABC 0-t M 34837.2 10151.8 2930.6

Difference -1411.4

t = =-0.345 with 22,0 degrees of freedom. (P = 0.7335)

85 percent confidence interval for difference of means: -
9899.0 to 7076.1

The difference in the mean values of the two groups 1is not
great enough to reject the possibility that the difference is
due to random sampling wvariability. There is not a
statistically significant difference between the input groups
{P = 0.7338).

Pcwer of performed test with alpha = 0.0500: 0.0500

The power of the performed test {(0.C0500) is below the desired
power of 0.8000.

You should interpret the negative findings cautiocusly.

Comparacion del pardmetro ABC o,
One Way Analysis of Variance
Normality Test: Passed (P = 0.4269)
Egual Variance Test: Passed (P = 0.8330)

GROUF N MISSING

ABC 0-INF H 12 0

ABC O-INF M 12 o

Group Mean std Dev SEM

ABC O-INF H 34647.9 10573.5 3082.3
ABC Q-INF M 35983.8 11367.6 3281.5
Power of performed test with alpha = 0.0500: 0.0477
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The power of the performed test (0.0477) is below the desired
power of 0.8000.

You should interpret the negative findings cautiously.

SOURCE OF VARIANCE DF 58 M5

Batween Treatments 1 10708502.3 10708502.3
Residual 22 2651221762.3 120510080.1
Total 23 2661930264 .7

Source of Variance F P

Between Treatments (0.0889 0.7684
Residual
Total

The differences in the mean values among the freatment groups
are not great enough to exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability; there is
not a statistically significant difference (P = (.768}.

t-test
Normality Test: Passed (P = 0.4269)
BEgqual Variance Test: Passed (P = 0.8330)

GROUP N MISSING

ABC O-INF H 12 G

ABC O-INF M 12 0

Group Mean Std Dev SEM

ABC O-INF H 34647.9 10573.5 3052.3

ABC O-INF M 35983.9%  11387.6  3281.5

Difference -1335.9

t = ~0.298 with 22.0 degrees of freedom. (P = 0.7684)

95 percent confidence interval for difference of means: -
10630.3 to 7958.4

The difference in the mean values of the two groups is not
great enough to reject the possibility that the difference is
due tc random sampling variability. There is not a
statistically significant difference between the input groups
(P = 0.768B4),

Power of performed test with alpha = 0.0500: 0.0500
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The power of the performed test (0.05%00) is below the desired
power of 0.8000.

You should interpret the negative findings cautiously.

Comparacion del pardmetro Crmax
One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed (P = 0.3451)
Equal Variance Test: Passed (P = 0.3710)

GROUE N MISSING
Cmax H 12 0

Cmax M 12 0

Group Mean Std Dev SEM

Cmax H 9908.1 1783.1 514.8
Cmax M 10931.0 2800.3 808B.4
Power of performed test with alpha = 0.0500: 0.0618

The power of the performed test (0.9616) is below the desired
power of (0.8000.

You should interpret the negative findings cautiousiy.

SOURCE OF VARIANCE DF S8 MS
Between Treatments 1 6277665.5 6277665.5
Residual 22 121233819.0 5510628.1
Total 23 127511484.5

Source of Variance F P

Between Treatments 1.14 0.2974
Residual
Total

The differences in the mean values among the treatment groups
are not great enough to exclude the possibility that <the
difference is due to random sampling variability; there is
not a statistically significant difference (P = 0.297).

t-taest
Normality Test: Passed (P = 0.3451)
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Equal Variance Test: Passed (P = 00,3710}

GROUP N MISSING

Cmax H 12 0

Cmax M 12 0

Group Mean 5td Dev SEM

Cmazx H 9908.1 1783.1 514.8

Cmax M 10£931.0 2800.3 808.4

Difference -1022.9

t = -1.07 with 22.0 degrees of freedom. (P = 0.2274}

95 percent confidence interval for difference of means: -
3010.4 to 964.6

The difference in the mean wvalues of the two groups is not
great enough to reject the possibility that the difference is
due to randem sampling wvariability. Therse is not a
statistically significant difference between the input groups
(P = 0.2974).

Power of performed test with alpha = 0.0500: 0.0616

The power of the performed test (0.0616) is below the desired
power of 0.8000.

You should interpret the negative findings cauticusly.

Comparacién del pardmetro tmax
One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed (P = 0.1939)
Equal variance Test: Passed (P = 0.1580)

GROUP N MISSING

t max H 12 ¢

T max M 12 0

Group Mean 3td Dev SEM

t max H 3.36 1.87 0.483
t max M 3.13 1.00 0.290

Power of performed test with alpha = 0.0500: 0.0477

The power of the performed test (0.0477) is below the desired
power of 0.8000.
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'ou should interpret the negative findings cautiocusly.

OURCE OF VARIANCE DF 55 MS
letween Treatments 1 0.331 0.331
esidual 22 41.918 1.90%
‘otal 23 42,249

source of Variance F P

2etween Treatments 0,174 0.6807
Residual

‘otal

'he differences in the mean values among the treatment groups
:re not great enough to exclude the possibility that the
jifference is due to random sampling variability; there is
10t a statistically significant difference (P = 0.681).

t-test
vormality Test: Passed (P = 0.1939)
Cgual Variance Test: Passed (P = 0.1980)

sROUP N MISSING

t max B 12 0

t max M 12 0

sroup Mean Std Dev SEM

t max H 3.36 1.67 0.483
E max M 3.13 1.00 0.290

Jifference 0.235
t = 0.417 with 22.0 degrees of freedem. {P = (0.6807)

35 percent confidence interval for difference ©f means: -
1.934 to 1.40

lThe difference in the mean values c¢f the two groups 1s not
jreat enough to reject the possibility that the difference is
due to random sampling variapility. There 1is not &
statistically significant difference between the input groups
(P = 0.6807}.

Power of performed test with alpha = 0.0500: 0.0300
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The power of the performed test (0.0500) is below the desired
power of 0.8CG00.

You should interpret the negative findings cautiocusly.

Comparacién del pardmetro ti2
One Way Analysis of Variance
Normality Test: Passed (P = 0.7384)
Equal Variance Test: Passed (P = (.3519)

GROUP N MISSING

Tt 1/2 H 12 0

t 1/2 M 12 0

Group Mean Std Dev SEM
t 1/2 H 32.6 8.60 2.48
t 1/2 M 26.4 6.60 1.90

Power of performed test with alpha = 0.0500: 0.3641

The power of the performed test (0.3641) is below the desired
power of (.8000.

You should interpret the negative findings cautiously.

SOURCE OF VARIBNCE DF S8 MS
Between Treatments 1 233.3 233.3
Residual 22 1292.7 58.8
Total 23 1526.1

Scurce of Variance F P

Between Treatments 3.97 0.058%9
Residual

Tetal

The differences in the mean wvalues among the treatment groups
are not great enough Lo exclude the possibility that the
difference is due to random sampling variability:; there is
not a statistically significant difference (P = 0.0589).

t-taest
Normality Test: Passed (P = (0.7384)
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Egugl Variance Test: Passed (P = 0.3519)

GROUP N MISSING

t /2 H 12 Y

t 1/2 M 12 0

Group Mean Std Dev SEM
£t 1/2 H 32.6 8.60 2.48
t 1/2 M 26.4 6.60 1.90

Difference 6.24

t = 1.99 with 22.0 degrees cf freedom. (P = 0.0589)

95 percent confidence interval for difference of means: -
0.254 to 12.7

The difference 1n the mean values of the two groups is not
great enough to reject the possibility that the difference is
due to random sampling variability. There 1is net a
statistically significant difference ketween the input groups
(P = 0.0589).

Power of performed test with alpha = 0.0500: 0.3641

The power ¢f the performed test (0.3641) is below the desired
power of 0.8000.

You should interpret the negative findings cautiously.
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