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1.- INTRODUCCION

Cuando un nuevo firmaco es sintetizado para poder ser utilizado en
una forma farmacéutica, es necesario que pase por las etapas
reglamentarias del desarrollo de un medicamento, las cuales incluyen
estudios fisicoquimicos- y estudios farmacoldgicos (estudios preclinicos y
clinicos), dentro de los cuales, es muy importante y determinante la
biodisponibilidad. 8 :

Cuando se aplica el ‘término de biodisponibilidad a la concepciéon ¥
desarrollo de nuevos f:-i'riﬁtfcoé y medicamentos, es necesario realizar un
riguroso analisis del farmaco, su forma farmacéutica y su via de
administracién, con el fin de obtener resultados satisfactorios a los
diferentes problemas terapéuticos, a pesar de que los efectos de un
medicamento no son iguales para todas las personas. variando segun la
gravedad de la enfermedad, la rapidez con la que se metaboliza y excreta
el ~ medicamento, la diferencias del género y otros factores
‘farmacocinéticos, asi como a la biodisponibilidad del firmaco en la forma
farmacéutica usada, debido a la forma de preparar dicho medicamento e
incluso a la diferencias entre lotes de un mismo fabricante.

‘Durante muchos afios se realizaron ensavos de biodisponibilidad de
los medicamentos, tomando en cuenta generalmente al sexo masculino,
debido a que se consideraba que su biodisponibilidad no variaba con el
género. y se creia que ensayos en la mujer provocarian dafios a la
descendencia humana. No es hasta hace poco mas de una década que la

mujer participa plenamente en estudios dirigidos a establecer la

Ramirez Reséndiz Manbel




Influencia del Género en la Biodisponibilidad de Diclofenaco g

existencia de diferencias farmacocinéticas o farmacodinamicas entre los
géneros de la especie humana, causa a la que se le atribuyen algunas
diferencias en la respuesta a un mismo farmaco.

Por esa necesidad de saber si un medicamento presenta diferencias
en la biodisponibilidad por la diferencia del género, se realizé el presente
trabajo, teniendo los siguientes objetivos
: Validar un método analitico en plasma, por medio de cromatografia
de liquidos de alta resolucién para cuantificar diclofenaco.

Evaluar si existen diferencias en el género para la biodisponibilidad

de diclofenaco, en una poblacién de 24 voluntarios sanos.
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2. GENERALIDADES.

2.1. DEFINICIONES GENERALES

2.2.1. BIOFARMACIA.

Es una disciplina cientifica que se dedica al estudio de la relacién
entre las propiedades fisicoquimicas de un principio activo, las formas de
dosificaciéon y las respuestas biolégicas observadas después de la
administracién al ser humano o animales. !

La actividad terapéutica es el resultado de una serie de factores que
tienen lugar luego de la administracion de un medicamento v se agrupa
en tres fases (fase biofarmacéutica, fase farmacocinética y fase

farmacodindamica), 1.2

2.1.2. FASE BIOFARMACEUTICA.

_ ‘Es el conjunto de fendmenos que acontecen durante la
administracién de un medicamento y la absorcidn del principio activo a la
circulacién general, dicha fase se encuentra esquematizada en la figura 1
y constituye uno de los puentes para la modulacion de la actividad

terapéutica; designada con las siglas LDA. 3

2.1.3. FARMACOCINETICA.
La evolucién temporal del firmaco en el organismo puede
esquematizarse en cuatro etapas: absorcién, distribucién. metabolismo y

excrecién (proceso ADME, figura 1), que es el conjunto de fenémenos de
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naturaleza fisicoquimica tanto cualitativo como cuantitativo a los que se

encuentra sometido el fArmaco. bajo influencia del organismo receptor. 1.3

Medicamento
Farmaco + excipiente

Velocidad de disolucién intrinseca.

Farmae
armaco

, Velocidad de desintegracion y disgregacién

|| Liberacion del f:'u'muco1|

Rapida ¥ Completa
Modificada (liberacion controlada y
retardada).

ﬂl)isolucién del farmaco. Il

Disolucion de moléculas en el medio
Velocidad de absorecion.
v

l: Absorcién del Firmaco 1!

lRégimen de dosificacion.

l “Armaco en sistema circulutoriol

Farmacocinética
X Estado Fisiopatolégico.

Efecto

Subterapéutico Terapéutico Téxico
FIGURA 1. Etapas de la Fase Biofarmacéutica. 2
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2.1.3. ABSORCION.

Es el paso de la molécula de un principio activo, desde el sitio en
donde se deposita el medicamento hacia la sangre a través de una barrera
fisiolégica (membranas), esto es posible cuando el firmaco es liberado de
los excipientes, es decir, cuando se ha llevado a cabo la desintegracion v la

disolucién del principio activo en los fluidos fistologicos. !

2.1.5. DISTRIBUCION.
Una vez que el principio active se encuentra disuelto en Ia
circulacién, es susceptible de ser transportado hacia todas las regiones del

organismo. !

2.1.6. METABOLISMO o BIOTRANSFORMACION.
Comprende la transformacion metabodlica o biotransformacion de un
- farmaco. El metabolito originado en la transformacién enzimitica es un
derivado mas polar que la molécula original. Puede ser distribuido en
forma diferente; si es activo, tendra como consecuencia una manifestacién
de efecto favorable o desfavorables, generalmente miis intensa. Pero
igllalnlente este metabolito sufrirda el mismo proceso que la molécula
original hasta la desaparicién total. 1
. ~La biotransformacién o metabolismo constituye una desapariciéon por
'viab"quimicay‘su cinética de adicién a la excrecion para construir la

cinética global de eliminacién.
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2.1.7. ELIMINACION.

Cuando una molécula exégena ingresa al organismo, inmediatamente
se ponen en marcha mecanismos de eliminacién por excrecién. * El rinidon
y la orina son los mecanismos cldasicos para la excrecidon. pero es
im‘portant‘.e también la excrecidn fecal directa o a través de la bilis,

pulmonar, dérmica, glaindulas mamarias, entre otras. !

2.1.8. FARMACODINAMIA.

Involucra la relacién entre el principio activo y el organismo el cual
fue administrado. es decir, la farmacodinamia esta en funcién de las
propiedades fisicoquimicas propias o intrinsecas de cada principio activo. !

En esta fase, la concentrakcién del principio activo es el parametro
principal de la respuesta farmacolégica. Es importante también la
interaccién principio:activ‘oq’ecept‘or, los fenémenos de competencia. el
mecanismo  de accién',“,labf accién. sobre la- quimica del cuerpo y la
toxicologia. + EE

En la tabla 1, se muestran 105 principales factores fisiopatologicos
-'que influyen en la fase farmacocinética y farmacodinamia.

TABLA 1. Factores fisiopatoldgicos que influyen en las fases
farmacocinética y farmacodinamica. !

Raza Posicién del cuerpo pH urinario
Sexo Actividad relativa Flujo urinario
Edad Estado nutricional Flujo sanguineo
Morfologia Gestacion Medio ambiente
Farmacocinética Menopausia Patologia
Cronofarmacologia Temperatura
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2.1.9. BIODISPONIBILIDAD.

La biodisponibilidad se define como la fraccién del farmaco
inalterado que se absorbe a la circulacién sistémica después de la
administracién de un medicamento por cualquier via y el tiempo que
requiere para hacerlo. En el caso de la administraciéon intravenosa. la
biodisponibilidad es igual a la unidad. mientras que cuando el firmaco es
administrado por via oral, la biodisponibilidad puede ser menor del 100%
debido a la absorcidén incompleta y metabolismo de primer paso. ¥

De acuerdo a la FDA la biodisponibilidad se define como una medida
de la velocidad y cantidad del firmaco, o de la porcidn terapéuticamente
activa de éste que es absorbido desde el producto farmacéutico v se
“encuentra en el sitio de accién. 5

Uno de los factores que afectan la biodisponibilidad de un
medicamento es la forma en que se fabrica, habiendo incluso, diferencias
entre lotes de un mismo fabricante, lo cual se le atribuye a cambios en la
forma cristalina, el tamano de la particula u otras caracteristicas fisicas
del producto que no son controladas en forma estricta durante su
fabricacion. lo cual altera la desintegracién y la disolucién del farmaco y.

con ello la rapidez v magnitud de la absorcién del medicamento.
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2.2. PARAMETROS FARMACOCINETICOS.

El fluido sanguineo es la primera opcién para cuantificar el farmaco
en el organismo. Existen cuatro parimetros determinantes de la
biodisponibilidad que se obtienen a partir de los datos de concentracidn
plasmaitica los cuales son:

2.2.1. AREA BAJO LA CURVA (ABO).

 Es el mds importante en la determinacién de la biodisponibilidad ya
kqbue representa la fraccién del farmaco absorbida. es decir, es
directamente proporcional a la cantidad del farmaco que pasa a la

circulacién y es independiente de la velocidad de absorcion.

2.2.2. CONCENTRACION MAXIMA (C ma».
o Es, la concentracién maxima alcanzada. representa la mis alta
vconcé_ﬁtracién del fairmaco en sangre después de la administraciéon oral.
Este pardmetro es directamente proporcional a la fracciéon absorbida y a la

velocidad de absorcion. *

2.2.3. TTEMPO MAXIMO (Tumi).
Es el tiempo que se tarda un farmaco en alcanzar la concentracion
mdxima. Este pardmetro esti estrechamente relacionado con la velocidad

de absorcion. ¢

2.2.4. OTROS
A continuacién se presentan otros pardametros farmacocinéticos, no

menos importantes, con los cuales se determina la dosis estandar de un

Ramirez Reséndiz Manbel

10



Influencia del Género en la Biodisponibilidad de (DIClofenico pp

farmaco, tanto en voluntarios sanos, como en pacientes con capacidad
promedio de absorber, distribuir y eliminar el firmaco: sin embargo, estas
pruebas no son adecuadas para todos los pacientes, por lo cual es
necesario ajustar la dosis para cada uno de ellos. Estos parametros

bédsicos son los siguientes: 2

2.2.4.1 DEPURACION (CD.

Se considera el concepto mas importante en la clinica.

Es la medida de la capacidad del organismo para eliminar el
farmaco, no la cantidad que se excreta, sino la cantidad del fluido

bioldgico, como la sangre, que esti totalmente libre del firmaco.

2.2.4.2. VOLUMEN DE DISTRIBUCION (V).
‘ Es nnportante para entender los procesos de distribucion de un
, f'u'maco.

T El volumen de distribucién no se refiere a un volumen fisioldgico

identxficable, smo..solo al volumen del liquido que se requeriria para

contener:’ todo el farmaco en el cuerpo a las mismas concentraciones en

que estd pré’sehte en la sangre o en el plasma, 1.2

 2.214.3. TIEMPO DE VIDA MEDIA (t1).

’:Es el tlempo que necesita la concentracién plasmatica o la cantidad

-del farmaco en el cuerpo para disminuir a la mitad de la concentracién.
La permanencxa del medicamento en el cuerpo depende tanto del

volumen de distribucién como de la depuracién. !
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2.3. DIFERENCIAS FARMACOCINETICAS EN FUNCION DEL
GENERO.

Las diferencias anatémicas entre el hombre y la mujer en el peso
corporal, el drea superficial y la composiciéon del cuerpo. referidas al
porcentaje de grasa, agua y miusculo son evidentes, pero las diferencias
fisioldégicas y bioquimicas no son tan evidentes y son atiin m:is importantes
en su influencia sobre los procesos farmacocinéticos de uno u otro sexo
ademas de las situaciones especiales de la mujer como la menstruacion y

el embarazo. 6.7.8

+'2.3.1. ABSORCION DE FARMACOS.

-La ‘mujer presenta las siguientes diferencias con respecto a los
hombres, y algunas de ellas tienen importancia clinica en lIa
férmu‘coi:erz;\péutica.“-7
‘ k 1. ~ El tiempo de vaciamiento gidstrico tanto para los liquidos como
para los sélidos, es mdas rapido en la mujer lo que provoca una
diéminucién en la absorcién de los medicamentos. que por lo general. se
“lleva a cabo en el intestino delgado.

 2. El triansito intestinal es mas rapido en la mujer lo que reduce
su aBéOrcién ¥, por lo tanto, la biodisponibilidad del farmaco.

5 . 3_, La mujer postmenopdusica tiene una menor acidez gastrica lo
\,’.;que reduce la absorcién de los medicamentos dcidos débiles como la
asplrma,.los barbitiricos etc.

cq. La mujer joven en la fase folicular (temprana) de su ciclo

menstrual absorbe mas facilmente los medicamentos basicos y se reduce
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la de los dcidos como en la menopausia. Se presume que ello es provocado
por las influencias hormonales.

5. La mujer tiene menor cantidad de la enzima deshidrogenasa
ldctica que metaboliza el alcohol a nivel del estémago (biotransformacion
presistémica) por lo que una mayor cantidad de esta sustancia alcanzara

la concentracién.

2.3.2. DISTRIBUCION DE FARMACOS.

1. El menor peso corporal de la mujer determina que tenga
menor volumen sanguineo por kilogramo de peso y mayor volumen de
agua extracelular en relacién con el agua corporal total lo que favorece
una mayor concentracién de medicamentos hidrosolubles en el suero de la
"m;ujer.ﬂ ‘

2. El mayor porcentaje de grasa corporal que tiene la mujer

k_—favorece la absorcmn Y distribucién de los farmacos liposolubles.

provocando ayor vplumen de © distribucién con una menor

_‘concent_racxon érica de los mismos. Asimismo, el mayor contenido de

1ujer’ favorece el depésito de estos medicamentos

1ferencxas anatomofisioldgicas senaladas
‘anteriormente;:la mujer:tiene un menor volumen de distribucion (Vd)

‘paﬁ'é el é.l_tho yk_unimayoi' vd para el diazepam comparado con el hombre.
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4, La mujer tiene mayor flujo sanguineo cerebral lo que favorece
la llegada de una mayor concentracién de medicamentos psicotropicos al
cerebro.

5. En la mujer se ha descubierto un menor porcentaje de union a
protemas plasmatlcas para algunos medicamentos, lo cual es muy
1mportante cuando se administran medicamentos con estrecho margen de

segurldad.

- 2.3.3. BIOTRANSFORMACION Y DEPURACION DE FARMACOS.

1 La biotransformaciéon hepatica se lleva acabo por isoenzimas
vh‘l’iérosomales denominadas citocromo oxidasas P450 del cual se conoce
ﬁna importante variedad. Se ha informado que la citocromoxidasa
P4503A4 (CYP3A4) metaboliza aproximadamente el 50% de los

medicamentos usados en terapéutica y que le sigue en importancia la
CYP2D6. 6.7.8.

s

R La actwu:iad de la CYP3Ad en la mujer es 1.4 veces mayor que
‘en ¢ el hombre ]oven. De ahi que la oxidaciéon mediada por la CYP3A sea

"mayovlf en_'la mujer, reaccién de biotransformaciéon que no es suficiente de
‘Aur‘xl:fférm_aco, ya que asimismo se ha informado que la reaccion de
i can:jugacién como la de glucuronidacién es menor en la mujer con relacidn
,Aarlf,hémbre. Todo ello determina que en la mujer se acumule mayvor
concentlacxén ‘de un medicamento o su metabolito que favorece la
‘;apéi'ivciéh de reacciones adversas con mayor f{recuencia. La mayor

actividad de CYP3A4 en la mujer ha sido atribuida a las hormonas
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femeninas estrégeno y progesterona que pueden inhibir dicho sistema

enzimatico.

3. El CYP3A4 participa en las reacciones de biotransformacion
degradativa de medicamentos como eritromicina, lidocaina, midazolam,
Quihidina, ciclosporina, etc. El CYP2D6 biotransforma el propranolol,
timolol, codeina ‘,dextrometorfan, etc., pero las diferencias en género no
han sido ain bien determinadas.

4. La mujer posee rifiones mas pequeifios por lo que el flujo
sanguineo renal es menor y por lo tanto el proceso farmacocinético de la
excrecion  renal a: trz_ivés de la filtracion glomerular es menor, se reduce
pues la depuraciéh renal, se mantiene una mayor concentracion
plasmé.tida-del medicamento y se prolonga por lo tanto la vida media (tyw
de aquellos farmacos eliminados por excrecién renal. Estas diferencias
farmacocinéticas en. la mujer obligan a reducir o ajustar la dosis
administrada para evitar su acumulacién en sangre y prevenir asi la

aparicién de reacciones adversas.
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2.4. ESTUDIOS DE BIODISPONIBILIDAD.

Los estudios para demostrar biodisponibilidad, deben de realizarse
con base a lo dispuesto en la ley general de Salud en materia de
investigacién para la salud, las buenas pricticas clinicas y la Norma
oficial mexicana. 9
La NOM-177-SSA1-1998, establece las pruebas y procedimientos
‘vipalraidévinostrar que un medicamento es intercambiable. esto de acuerdo a
lyé.':k'gdmparacién de la biodisponibilidad de éstos. Y

i En los estudios de biodisponibilidad se administran dosis (nicas del
: medicamento a evaluar y la biodisponibilidad se mide por curso temporal
de los niveles sanguineos. Las caracteristicas de las curvas sanguineas,
‘ ‘esvencialmente ABC, Cmax, Tmax y ti2 se evalian por procedimientos
estadisticos, 3
. Todo estudio de biodisponibilidad, asi como de biocequivalencia, deben
de"satisfacer ciertos requisitos para que la informaciéon que se obtenga
refleje inicamente el efecto deseado (efecto de la formulacién. del género.
Arde la raza, etc.) v ,
» . Para ello el estudlo debe de ser disefiado y controlado con el
proposxto de redumr o anular la -influencia de otros factores en la
’v,blodlspomblhdad del farmaco, tales como los factores fisioldgicos y

FZ 'patologlcos.
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2.4.1. DISENO EXPERIMENTAL.
Un estudio de biodisponibilidad debe de ser resultado de un disefio
experimental perfectamente planeado, que permita adecuarse a los

objetivos del estudio, con la finalidad de obtener conclusiones vilidas. »

2.4.2. CONDICIONES DE PRUEBA.

Se deben de mantener condiciones idénticas de prueba. Por ejemplo.
administrar el producto en condiciones de ayuno a todos los voluntarios,
debido a que los alimentos pueden afectar significativamente los
resultados, ya que estos disminuyen la absorcién de los medicamentos.
auﬁqué se han reportado excepciones. 3
» - >El tipo de dieta durante el estudio debe de estar controlada ya que
“altera ‘también los resultados. por lo que se deben de dar condiciones

precisas de la alimentacién durante el estudio.

2.4.3. INTERVALO Y PERIODO DE MUESTREO.

El muestreo debe realizarse 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 de disefiar, de tal manera que se puedan
:caracterizar los parametros farmacocinéticos de ABC y Cmax. Al menos se
'debén de obtener 11 tiempos de muestreo, para construir una curva de
: concentracmn contra txempo que refleje tanto la absorcién como la
."ehmmacxon del farmaco, entre los cuales se encuentran el tiempo cero, 3-4
: puntos antes de Cmayx, 3-5 puntos alrededor del Cmax y de 4-8 puntos

durante la fase de eliminacién. 2
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Es importante obtener todas las muestras al tiempo especificado en
el protocolo, permitiendo realizar un analisis estadistico apropiado. ?

El periodo de muestreo debe ser lo suficientemente largo para
asegurar que el proceso de absorcién ha terminado y que las altimas tres
o seis muestras se obtengan en la fase de eliminaciéon del fiarmaco. El
iperiodo' recomendado es generalmente de cuatro a cinco vidas medias de

eliminacién. 3.9

2.4.4.. METODO ANALITICO.

Los fluidos més comunes a analizar son sangre, plasma. suero, orina
y actualmente se hacen estudios con saliva. El conocimiento del firmaco
no basta, es necesario conocer el tipo de metabolito que se origina a partir
del éste, ya que en cualquier fluido biolégico se tiene la posibilidad de
encontrar tanto al farmaco como a su metabolito. 59

El andlisis de las muestras se llevara acabo mediante la
cuantificacidon del farmaco o sus metabolitos en fluido bioldgico en funcidn
del tiempo, la excrecién urinaria del firmaco o sus metabolitos en funcién
del tiempo, o bien, un efecto farmacoldgico apropiado. 3 *

: "El método analitico debe validarse de manera tal que minimize el
resto de pbksibles variables durante el anilisis de las muestras biolégicas,
las cuales deben ser almacenadas bajo las mismas condiciones. El método
,a‘vn"alitico debe ser sensible y especifico para la cuantificacion del farmaco

en presencia de sus metabolitos y otras sustancias enddgenas. 3
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2.4.6. SUJETO.

Debido a los factores fisiolégicos que pueden afectar la
biodisponibilidad de los farmacos, es importante seleccionar un grupo de
sujetos con caracteristicas que permitan homogeneizar los grupos en

~estudio, 38
Es necesario considerar las siguientes caracteristicas:

* Caracteristicas antropométricas: Individuos que tengan las mismas
caracteristicas, como son raza, edad (18-55afi0s), relacion normal peso-
talla (+ 10 % del ideal).s

- Estado fisico: Deben ser clinicamente sanos y comprobarlo,
mediante historia clinica y pruebas de gabinete. 5.3

" Adicciones: No deben de tener antecedentes de drogadiccién o abuso
de alcohol, café, tabaco. 5

- Caracteristicas psiquicas: Es necesario que los voluntarios no
tengan problemas de estrés y neurosis, que puedan afectar la
biodisponibilidad. 3 :

"La seleccién de. procedimientos para humanos, animales o métodos
fisicos .in-vitro, ‘para.. realizar” estudios basicos o como patrones para

'establecer‘las blodlspombxhdad de productos determinados deben de

, tomar en cuent' It sens1b1hdad del método para determinar diferencias

:sxgmﬁcatlvas ‘en las caracteristicas de la absorcién de la forma
farmaceutlca relatlva al comportamiento clinico del firmaco en la forma

farmaceutxca. 10, 11,12
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2.5. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

La metodologia para cuantificar el fiirmaco y/o sus metabolitos en el
fluido bioldgico elegido, debe de estar validado. es decir, se debe de contar
con evidencia experimental y documental de que el procedimiento cumple
con el propdsito para el que fue disefiado Los parametros analiticos para
llevar acabo esta evaluacién son los siguientes, de acuerdo a lo descrito en
la seccién 9 de la NOM-177-SSA1-1998. en donde se establecen los

criterios y requisitos para el anadlisis quimico de muestras bioldgicas. ¥

2.5.1. RANGO.

Es ‘el intervalo de wun método analitico definido por las
concentraciones comprendidas entre los niveles superior e inferior del
compuesto, en el cual se ha demostrado que el método es preciso. exacto y

‘lineal.

'2.5.2. RECUPERACION ABSOLUTA:
.Definida como la eficiencia de un método analitico para cuantificar el

o los compuestos por analizar en la muestra biolégica.

2.5.3. LINEALIDAD.
Es la capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo,
para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la

concentracién del compuesto en la muestra.
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2.5.4. PRECISION.

Se le denomina precisidén al grado de concordancia entre resultados
analiticos individuales cuando el procedimiento se aplica repetidamente a
diferentes porciones de una muestra homogénea del producto., se evalta

como repetibilidad y reproducibilidad:

2.5.5. REPETIBILIDAD.
Es la precision de un método analitico que expresa la variaciéon
dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones

independientes realizadas en las mismas condiciones.

2.5.6. REPRODUCIBILIDAD INTRALABORATORIO.

Es la precisién de un método analitico que expresa la variacion
obtenida entre determinaciones independientes realizadas en el mismo
laboratorio, pero en diferentes condiciones de analisis, tales como dias,

' equipo, columnas o analistas

2.6.7. EXACTITUD.
Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el

valor de referencia.

2.56.8. ESTABILIDAD.
La estabilidad consiste en que la propiedad del compuesto por
analizar, debe de conservar sus caracteristicas, desde el momento del

muestreo hasta su andlisis; teniéndose que analizar en las condiciones de
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temperatura y tiempo entre otros, en los que el compuesto permanezca
estable en la matriz biologica durante su manejo, almacenamiento y

procesamiento.

2.5.9. LIMITE DE CUANTIFICACION.
Se considera la concentracién mas baja del compuesto que puede
cuantificarse cumpliendo con la precisiéon y exactitud establecidas en el

método.

2.5.10. LIMITE DE DETECCION.

Es la minima concentracién de un compuesto en una muestra la cual
: p‘ueder ser  detectada, pero no necesariamente cuantificado bajo las
condi’ciones de operacidn establecidas: se determina la concentracién a la
"cual la sefial del compuesto por analizar en la matriz biolégica pueda
distinguirse de los niveles de ruido o de una muestra libre del compuesto

de interés.

-2.5.11. SELECTIVIDAD:
Es la capacidad de un método analitico para cuantificar exacta y
especificamente el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos

'~ que pudieran estar presentes en la muestra.

2.5.12. TOLERANCIA.
Es la capacidad del método analitico para obtener resultados precisos

y exactos ante variaciones pequerias pero deliberadas, en sus parametros
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y condiciones de trabajo y que proporciona una indicacién de su
confiabilidad durante el uso normal.

En necesario hacer la validacién de método en la matriz biologica que
se va a utilizar, la cual es definida como el material de origen biolégico en
que se encuentra la sustancia de interés, en donde la sustancia de interés
puede ser el principio activo como tal o bien su metabolito. *

Una vez realizada la parte experimental, es necesario que la
biodisponibilidad se calcule a partir de las concentraciones plamadsticas
para cada uno de los sujetos en estudio. Los parametros farmacocinéticos
utilizados para caracterizar la biodisponibilidad son: ABC o-t, ABC ta, C

max y Tmax.
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2.6. CARACTERISTICAS DE DICLOFENACO.

Al igual que el tolmetin y el ketorolaco, el diclofenaco es un derivado
estructural similar al dcido acético heteroarilico, con distintas
caracteristicas farmacoldgicas. En particular es un derivado del dcido
fenilacético creado especificamente como antiinflamatorio, que ha sido

aprobado para diversos usos en Estados Unidos, !.13. 14.15

2.6.1. PROPIEDADES QUIMICAS.
2.6.1.1. Nombre quimico del diclofenaco:
Segin la ITUPAC ™

1. Acido 2-[(2,6-Diclorofenil)amino] bencenacético.
2. Acido [0-(2.6-dicloroanilina) fenill acético.
3. Acetato [0-[(2.6-diclorofenil) aminolfenill.

2.6.1.2. Férmula Condensada:
C14HsClaNO-

2.6.1.3. Férmula Desarrollada (figura 2):

Cl Cl

FIGURA 2. Estructura molecular de Diclofenaco (Diclofenac)!+
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2.6.1.3. Peso Molecular:
295 g / mol

2.6.2. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS.

2.6.2.1. Descripcién:
El diclofenaco sodico es inoloro, en forma de cristales blancos y

ligeramente hidroscépico.

2.6.2.2. pKa:

En agua el pKa es de 4.

2.6.2.3. Solubilidad: ;
- La Solubilidad del diclofenaco sédico se presenta en la tabla 2.

TABLA 2. Solubilidad de Diclofenaco de Sodio 14

SOLVENTE. SOLUBILIDAD
(mg/mL).

Agua desionizada . > 9

Metanol. > 24
Acetona. [}
Acetonitrilo. <1
Ciclohexano. <1

Acido clorhidrico pH 1.1 < 1
Buffer de fosfatos pH 7.2 6
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2.6.3. PROPIEDADES FARMACOLOGICAS.
2.6.3.1. Mecanismo de Accién:
Posee actividad analgésica, antipirética y antiinflamatoria.

Es un inhibidor de la ciclooxigenasa y su potencia es sustancialmente
mayor que la de la indometacina. ! 13. 16

Disminuye las concentraciones intracelulares de Acido araquidénico
libre en leucocitos, al modificar la liberacién o captacién de dicho dcido
graso.!

El diclofenaco se encuentra clasificado como un antiinflamatorio no

esteroidal (AINESs) clasico. 1. 14.18

2.6.3.2. Farmacocinética y Metabolismo:

Después de ingerido, el diclofenaco se absorbe en forma rapida y
completa, y en plasma alcanza concentraciones maximas en términos de 2
a 3 horas. La administracién simultidnea con los alimentos disminuye la
velocidad de absorcién, pero no la magnitud de la misma. Se advierte un
notable efecto de primer paso, de tal manera que a nivel sistémico se
detecta sélo -50% del farmaco, aproximadamente ya que se liga
ampliamente a proteinas plasmaticas (99%) y su vida media en plasma es
de 1 a 2 horas. Se acumula en liquido sinovial, lo cual explica el efecto
terapéutico que es considerablemente mas largo que su vida media
plasmatica.. El diclofenaco se metaboliza en el higado por accién de la
isozima de la subfamilia CYP2C del citocromo P450 a 4-hidroxidiclofenac

el cual es el metabolito principal, teniendo otros metabolitos hidroxilados.
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Después de la glucoronidacion y sulfaccién, los metabolitos se excretan en
orina (65%) y en bilis (35%).1. 14. 15. 18
2.6.3.3. Aplicacién Terapéutica:

El diclofenaco sédico (VOLTAREN) fue aprobado en Estados Unidos
para el tratamiento sintomadtico a largo plazo de la artritis reumatoide,
osteoartritis y espondilitis anquilosante. 1. 13

. Puede ser 1til también por breves lapsos en lesiones musculo
esqueléticas agudas, hombro con dolor agudo (tendinitis picipital ¥
bursitis subdeltoidea), dolor postoperatorio y dismenorrea. En Europa se
distribuye un’ ~pre}5arado (ARTHROTEC) que combina 50 mg de
diclofenaco en tabletas con recubierta entéricas y misoprostol, andlogo de
la prostaglandina.! Se busca conservar la eficacia del diclofenaco y, al
mismo tiempo . disminuir la frecuencia de tulceras o erosiones de vias
gastrointestinales. Los datos iniciales sugieren que no se pierde la eficacia
de diclofenaco y se reduce su toxicidad con el empleo de la mezcla
mencionada, ademds se cuenta con una solucién oftdlmica del farmaco
para tratar la inflamacién postoperatoria después de la extirpacién de

cataratas. L1415

2.6.3.4. Dosis utilizada:

Se presenta en comprimidos con capa entérica de 25, 50 y 75 mg. La
dosis usual para el alivio sintomatico de la artritis reumatoidea es de 150
a 200 mg en dos o cuatro tomas y para la osteoartritis de 100 mg a 150
mg, en dos o tres tomas; para la espondilitis anquilosante se administran

100 a 125 mg diarios en cuatro a cinco tomas. !4
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En general la dosis de Diclofenaco es de 75 a 100 mg de dos a tres
veces a |l dia, mientras que para los nifios menores de 6 afios se debe de
administrar una dosis de 0.5-2 mg/Kg, vy cuando el tratamiento es mas

fuerte, la dosis permitida es de 3 mg/Kg. ! 15

2.6.3.5. Estabilidad:
La estabilidad del diclofenaco sédico en tabletas recubiertas con
polimeros de acrilato de hidroxipolicelulosa es de una semana a 30°C en
'80% de humedad relativa. La formulacién de supositorio es estable por 24
' meses a t‘én{xpe’ratﬁ‘ra ambiente y su estabilidad en fluidos bioldgicos es de

dos semanas a temperatura ambiente. 14

" 2.6.3.6. Efectos Téxicos:
7 ‘El principal problema de los AINEs son las complicaciones
"._g_éstrointestinales graves, ulcera sintomatica, hemorragia y perforacion
del tubo digestivo. 15 18. 19. 20

No obstante, aunque la incidencia de ulceras endoscépicas es elevada
: (15 al 29%), sélo una pequeiia proporcién de los consumidores habituales
- de. AINES (alrededor - del 1-2%), presentan una complicacion grave. El
1'1esgo relatlvo de dlchas complicaciones es 4-5 veces superior en los

'tratados con AINEs ‘que en los no consumidores de estos farmacos. Este

mesgo ‘se .}-mcrementa linealmente con la dosis presentando cierta
: vanablhdad entre los distintos AINEs. 15.16. 1819

~En-15% de los enfermos hay un incremento de la actividad de

‘aminotransferasa hepdtica en plasma y aunque casi siempre el aumento
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es moderado, las cifras pueden ser de mas de tres tantos en un porcentaje
pequeinio de pacientes, a menudo en los que reciben el firmaco para
combatir la osteoartritis. Los incrementos en las cifras de
aminotransferasa suelen ser reversibles y sélo en contadas ocasiones se
acomparfian de manifestaciones clinicas de hepatopatia. En las primeras
ocho 'semanas de administracién de diclofenaco. hay que evaluar la
actividad de la aminotransferasa e interrumpir el uso del farmaco si
persisten cifras anormales o surgen nuevos signos o sintomas. ! Otras
respuestas adversas incluyen efectos en el SNC, erupciones cutdneas,
reacciones alérgicas, retencion de liquidos y edema y, en pocas ocasiones,
trastornos de la funcién renal. No se recomienda usar en ninos, ni en
mujeres que amamantan o embarazadas. ! 4. 15

Al igual que otros antiinflamatorios no esteroidales. pueden inhibir
temporalmente la agregacién plaquetaria, por lo que se recomienda la
dosificacién controlada en personas con trastornos hemostaticos. 13 2t

La incidencia de morbilidad y mortalidad por racciones adversas, al
diclofenaco, es de 50-100 ingresos hospitalarios por 100.000 habitantes

por afo en los paises desarrollados. 13

2.6.3.7. Presentaciones Comerciales:

_Se encuentran en una gran variedad de la formas farmacéuticas,
éomb son: cremas, soluciones inyectables, grageas de liberacidon
’pro,longada, cipsulas, solucién oftdilmica, gel, grageas entéricas y

supositorios.
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Las presentaciones comerciales de Diclofenaco que se encuentran

disponibles en el mercado mexicano se esquematizan en la tabla 3.

TABLA 3. Algunas presentaciones disponibles de Diclofenaco en México. 22

NOMBRE FORMA FARMACEUTICA LABORATORIO
COMERCIAL
Artrenac Solucion Inyvectable. Merck Meéxico S AL
Artrenac Capsulas.de Liberacion prolongada Merck México S.A.
Artrenac Gel. Merck México S AL
Cataflam Emulgel Gel.

Novartis Farmaceaticas, S.A. de C.V

Dicloran

Grageas de liberacion prolongada

Randall Lab. S.A. de C.V.

Dolflam

Solucion Inyectable.

Rayere S.ALde CV.

Evadol

Grageas con capa entérica,

Degort’s Chemacal

Fustaren

Solucién invectable (530 mg)

Fustery, S.A. de C.V.

Fustaren 50

Grageas.

Fustery, S.A. de C.\V.

Fustaren Retard

Grageas de Liberacion prolongada.

Fustery, S.A. de C.V.

Lifenac

Crema.

Liferpal. S.A. de C.V.
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NOMBRE FORMA FARMACEUTICA LABORATORIO
COMERCIAL
xendrich, S.A. de C.V.
Liroken Grageas de Liberacion Prolongada. Rendrich, S eC
Liroken Solucion Inyectable. Kendrick, 5.A. de C.V.
C Wallace S.A.
Logesic Grageas Entéricas. arter Wallace

Logesic Kronos

Grageas de Liberacion Prolongada.

Carter Wallace S.A.

Mafena Retard

Tabletas de liberacion prolongadn

Maver, S.A. de C.\V.

Sclectofen

Grageas de Liberacion Prolongada.

Diba, S.A. laboratorios

3-A Oftenn

Solucidon oftalmica.

Merck México SA.

Volfenac Retard

Grageas

Productos farmacéuticos Collins S.ALf

de C.V.

Voltaren Retard

Grageas de liberacion prolongada

Novartis Farmaceuticas, S.A. de

C.V.
. a Novartis Farmaceuticas, S.A. de
Voltaren Suspencion.
C.\V.
Voltaren Solucion Inyectable. Novartis Farmaceuticas, S.A. de

c.\,

Voltaren 50

Grageas con capa entérica.

Novartis Farmaceiiticas, S.A. de

C.V.
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PARTE

EXPERIMENTAL
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L

3.- PARTE EXPERIMENTAL

3.1 REACTIVOS

Acetonitrilo HPLC,
CH;3CN

Lote: 2856T05D51
Mallinckrodt
Pureza: 99.8%
PM:41.05g/mol

Acetato de Sodio Cristales
CH3COONa -3 H:0

Lote: 107457

Merck

PM: 136.08 g/mol

Acido Fosférico
HsPO.

Lote: 91512
Merck

Pureza: 85 %
PM: 98 g/mol

3.2. FLUIDO BIOLOGICO.

Diclorometano
CH:CL:

Lote: 98293

Prolabo.

Pureza: 99.5%

PM: 84.93 g/mol
Densidad: 1.33 g/mL

Estiandar Primario
Diclofenaco Sédico
Cl.lﬂloCmNO::Na
Lote: 57A4
COSUFAR
Pureza: 99.8%
PM: 318 g/mol

Metanol para HPLC
CHiOH

Lote: VO3CO0O9
Mallinckrodt
Pureza: 99.9%

PM: 32.04 g/mol

Las muestras estdndar y de control de calidad (CC) se prepararon en

plasma humano obtenido del Hospital Espariol.
El plasma se sometié a las pruebas de VIH, VDRL, HGB, HCB,

Brucella, Plasmodium y Chagas, dando resultados negativos para cada

una de ellas.
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3.3. INSTRUMENTACION.
3.3.1 EQUIPO CROMATOGRAFICO:

Bomba Cuaternaria con degasificador. modelo 600
Controlled. Waters
Integrador Paquete computacional Millennium 32, Waters.
Detector Detector UV, modelo 2487 de Waters.
Columna X-Terra RP18, 1.6 X 150 mm, 5 nm.
Flujo 1.0 mL/min.
Automuestreador Invector automatico. modelo 717 plus de Waters. i
Fase Moévil Acetato de sodio 0.1M, pH 5:ACN (57:43)

3.3.2. EQUIPO:

1. Agitador vortex thermolyne Maxi Mix II.
2. Centrifuga Sigma

3. Micropipetas eppendorf.

4.
5.
6. . ".Si_steiiia de filtracién Millipore.

7. Potenciémetro OAKTON.
8. Membranas para filtracién Millipore de 0.45.

9. Equipo para extraccion sdlido-liquido supelco, Visiprep.
Ramire= Reséndiz Marnbel
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3.4. PREPARACION DE SOLUCIONES

* Solucién Amortiguadora de Acetato de Sodio 0.1 M, pH 5.0

Transferir a un matraz volumétrico de 1L, 13.61 g de acetato de Sodio
y llevar a volumen con agua desionizada, adicionar dcido fosférico 85%
hasta obtener un pH de 5.0. Filtrar esta solucién al vacio a través de una
membrana millipore de 0.45 nm y por ultimo desgasificar al vacio con el

sonificador durante 30 minutos

= Acido Fosférico pH 2.1
En un vaso de precipitados tomar 1L de agua desionizada y adicionar

acido fosférico 85%, hasta obtener un pH de 2.1

= Solucién patrén de Diclofenaco Sédico 1 (100 pg/mL)
Pesar con exactitud 0.01 g de C14H10C12aNO:Na, transferir a un matraz
volumétrico de 100 mlL, disolver en 5 mL de metanol (CH30H) y llevar a

volumen con agua desionizada. (solucién Patrén 1)

* . Solucién patrén de Diclofenaco Sédico 2 (10 pg/mL)
,"?Tr:axixsferir 10 mL de la solucién patrén 1 a un matraz de 100 mL ¥

llevar a volumen con agua desionizada (solucién patrén 2).

= _Solucién patrén de Diclofenaco Sédico 3 (1 pg/mL)
Transferir 10 mL de la solucién patrén 2 a un matraz volumétrico de

100 mL y llevar a volumen con agua desionizada (solucién patrén 3).

Ramires Reséndiz Maribel

35



Influencia del Género en la Biodisponibilidad de Diclofentaco mpe

3.5. PREPARACION DE CURVA PATRON Y CONTROLES DE
DICLOFENACO (DCF) EN PLASMA.

Para preparar la curva patrén y los puntos control de calidad de
Diclofenaco, se ocuparon las soluciones 2y 3 (10 y 1 ug/mL), anadiendo las
siguientes alicuotas a 1 mL de plasma para obtener las concentraciones de
5, 10, 25, 50, 100, 250, 500, 1000 y 1500 ng/mL. Las muestras de control
de calidad en plasma a las concentraciones de 35, 350 y 1250 ng/mL se

prepararon en forma similar. El procedimiento se muestra en la tabla 4.

TABLA 4. Preparacién de la Curva Patron de Diclofenaco.

MATRAZ § MUESTRA nl. de DCF Vol. Concentracion
(Qpg/mi) Plasma DCF (ng/mL)
(mL)
1 Kstandar 5 1 5
2 Estandar 10 1 10
3 Estandar 25 1 25
A Control 35 1 35
5 Estandar 50 1 50
8] Estandar 100 1 100
MATRAZ | MUESTRA nl de DCF Aforo Concentracion
(10ug/mL) (mL) DCF (ng/ml)
7 Estandar 25 1 250
8 Control 35 1 350
9 Estandar 50 1 500
10 Estandar 0 1 1000
11 Control 125 1 1250
12 Estandar 150 1 1500
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3.6. METODO DE EXTRACCION

Basados en estudios anteriores de biodisponibilidad del diclofenaco,

o,

asi como en otros articulos =3 24 25 y con algunas modificaciones de acuerdo
a el objetivo del estudio, se llevd acabo el siguiente método de extraccion

(figura 3).

Activacién del cartucho Bond Elut con

2 mL de metanol + 3 mL de dcido fosférico pH 2.1

v

1 mL de plasma + 100 ul acido fosférico
concentrado.

¢ Agitar 30 s.

Pasar por el cartucho Bond Elut

v

Lavar con 2 ml Acido fosférico pH 2.1

¢ Secar 2 min con vacio

Eluir con 3 mL de diclorometano.

Evaporar a 60°C bajo corriente
de nitrégeno

Reconstituir con 100 ul de fase maévil.

¢ Invectar

70 pL en el cromatdégrafo.

FIGURA 3. Método de Extraccion de Diclofenaco a Partir de la
Matriz Biologica.
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3.7. VALIDACION DEL METODO ANALITICO

Antes del andlisis de las muestras problema es necesario llevar acabo
la validacién del sistema analitico y del método analitico.

El método analitico se wvalidé de acuerdo a los pariametros
establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, en lo
refgrénf.e a la .vali’dacién de métodos analiticos para realizar prucbas de
bﬁibdiss”pvdnibiliyd‘ad y biocequivalencia.

. Tanto . el sistema cromatogrifico como el método analitico se

T validarbn para demostrar la confiabilidad de los resultados v obtener

‘ evidencia documentada de que el procedimiento se comporta
consistentemente durante el tiempo que dura el andlisis del total de las
muestras. En el caso del sistema se analizaron tres series independientes

".de curvas patrén en un dia de trabajo: mientras que el método analitico se
validé  analizando tres series independientes de curvas patron y cinco
éei‘ies independientes de muestras de control de calidad (control bajo,

‘medio y alto por serie) en el primer dia de trabajo y analizando series

‘7»‘ix{dei§endientes de muestras de control de calidad (control bajo. medio ¥

alto) por duplicado en el segundo y tercer dia de trabajo respectivamente.

El modelo matematico utilizado para ajustar los datos fue log-log lineal
(log Y =log b + m log X). Los parametros de la validacién seran discutidos

a continuacidn.
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3.7.1. VALIDACION DEL SISTEMA.
3.7.1. LINEALIDAD Y PRECISION.

La evaluacién de la linealidad se llevo a cabo mediante tres series
independientes de curvas patrén en solucién acuosa en el rango de

concentracién de 5 a 1500 ng/mL.

- Cada una de las drea obtenidas a las concentraciones evaluadas se

graficaron con respecto a la concentracién de diclofenaco, definiendo la
linealidad con un coeficiente de correlacién mayor o igual que 0.99 v un
error relativo debido a la regresién no mayor que el 2%, obtenidos del
ajuste log-log de la curva patrén por medio de una regresién lineal por

minimos cuadrados.

 La - precisién - del sistema se evalué a partir de los datos de
linealidad, aplicando algunos pardmetros estadisticos, como son promedio,
desviacion ‘estandar y coeficiente de variacién de cada uno de los valores

~.de concentracién.”

' 8.7.2. VALIDACION DEL METODO.
~ . 3.7.2.1. LINEALIDAD DEL METODO.

v ‘La evaluacién de la linealidad del método, se realizé analizando tres
' ky sél‘ie‘s'ihdejﬁendientes de curva patrdén en plasma, en un dia de trabajo, en
el  intervalo de concentracién de 5 a 1500 ng/mL. de acuerdo a el

- procedimiento de extraccién establecido.
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La linealidad se evalud tratando el drea de Diclofenaco (en términos
logaritmicos) de cada punto de la curva patrén como desconocida e
introduciéndolos- en” la:ecuacién derivada por la regresién lineal por

minimos cuadrados para'obtener los valores de "cantidad recuperada™.

' El aj@ste devreg'res"ién’ lineal por minimos cuadrados realizado a la
trzirisfdrmacién log;log lineal de los datos del método analitico fue definida
a partlr del coeficiente de correlacién (r). El valor de "r" requerido para

cada curva patréon fue de 0.99 o mayor.

3722 PRECiS’iéN YfEXACTITUD.
» remsxon .'del'metodo se _evalué como repetibilidad (precisién

(precxslon interdia), analizando tres

iht:#dia) :

el caso de la repetibilidad del método analitico. las

concentracmnes de 85, 350 y 1250 ng/mL fueron analizados por

que para evaluar la reproducibilidad se

a»,prec151on se determmo con el coeficiente de variaciéon de las
" “concentraciones recuperadas y exactitud se definié como la desviacién
“absoluta (Des. abs.%) del valor promedio de las determinaciones en cada

nivel de concentracién (tanto para los datos de repetibilidad como de
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reproducibilidad) con respecto al valor nominal (cantidad adicionada), en
donde:

|Cantidad adicionada — Cantidad recuperadd.

Desv.abs% = ]00 X - ——
Cantidad adicionadu

La precxsxon y la exactitud se evaluaron tratando el drea de
dxclofenaco de las muestras control como desconocidas e introduciéndolas
“en ]a ecuacxon “derivada por la regresién log-log lineal por minimos

: cuadrados para obtener los valores de "cantidad recuperada”.

3.7.2.3. LIMITE DE CUANTIFICACION.

Para eValdar el limite de cuantificacién es necesario analizar por
quintuplicado la concentracién mds baja del rango de trabajo. Se
considera que el punto tiene validez como limite de cuantificacion(LC).
también conocida como concentracién minima cuantificable (CMCQC), si el
valor promedio cae dentro del :20% del valor nominal con un coeficiente

de variacién no mayor que 20%.

- 8.7.2.4. LIMITE DE DETECCION.

: El limite de deteccién(LD) se determiné haciendo diluciones de la
: concentracmn utlhzada en el limite de cuantificacién (LC) hasta que la
-sefial del compuesto por analizar en la matriz bioldgica presentara una

sefial de ruido tres veces mayor
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3.7.2.5. SELECTIVIDAD.

La selectividad del método se determiné analizando muestras blanco
de la matriz biolégica (plasma) proveniente de cada voluntario (muestras
predosis), muestras de plasma conteniendo firmacos de uso comun, como
son: Ranitidina, Acido acetil salicilico, Paracetamol. Naproxeno vy, también
se analizé plasma con Heparina, el cual se utiliza como anticoagulante en
las muestras de los voluntarios: con los cuales se evalud el método contra

posibles interferencias en los tiempos de retenciéon de diclofenaco.

Dicha evaluacién se efectuia con el fin de controlar cada una de las
variables que pudiesen estar presentes durante la elaboracién del

presente estudio.

©3.7.2.6. RECOBRO.

e 'definié como el porcentaje del drea de diclofenaco

‘La prueba de estabilidad nos permitié conocer las condiciones de
temperatura y tiempo en las que el compuesto permanece estable durante

el, almacenamiento y proceso de la muestra. evaluando la respuesta de
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tres niveles de concentracién (35,350 y 1250 ng/mL) del plasma, bajo las siguientes
condiciones.

3.7.2.7.1. Estabilidad bajo condiciones de almacenamiento en
refrigeracién,

La estabilidad de las muestras en refrigeracion se evalué
preparando por duplicado muestras control de Diclofenaco en plasma. la
cual se mantuvo en refrigeracion a 5°C. Las muestras se procesaron y
analizaron al tiempo O y a los 8 y 15 dias después de su preparacidn,
consideriandose estables las muestras que presentaran un desviacién
absoluta del + 15 %, haciendo la comparacién de las muestras con respecto
al primer dia (tiempo cero).

3.7.2.7.2. Estabilidad en congelacién.
La estabilidad de la muestra en congelacién se evalué preparando por
duplicadonnuestras control de Diclofenaco en plasma, las cuales se
‘ chvxdleron en dos partes iguales y se almacenaron en congelacién a 70 *C.
la prxmera parte -de las muestras se descongelaron, procesaron y

-anahzaron el prxmer dla, y el resto de las muestras a los 30 dias. Las

x_nuestras se. qonrslderaron estables si la concentraciéon recuperada

‘pfbmét":l'i'é_,ég eqébhtréban dentro del limite del + 15 % del valor original o
tivenipo'yic‘e"r‘o (pi’imer dia de andlisis).
3 7 2.7 3 Estabilidad de la muestra procesada.

tlhzaron dos series de muestras de Diclofenaco en plasma a tres

'Vk‘nlveles de concentracién. dentro del rango de linealidad del método,

llevando acabo el procedimiento de extraccién del farmaco, e inyectando
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en el sistema cromatografico a las condiciones ambientales del laboratorio

a los tiempos: 0, 24 y 48 horas después de su preparacion

3.8. SELECCION DE VOLUNTARIOS

La Ley General de Salud en materia de Investigacion para la Salud
nos indica que los sujetos deben de participar de manera voluntaria
ademas de contar con toda la informacidén referente al tratamiento al cual
se van a someter, asi como las indicaciones necesarias durante este
tratamiento. Una vez obtenida la informacién necesaria sobre el farmaco,
‘los voluntarios deben de firmar una carta de aceptacién y consentimiento.

La poblacién a evaluar se conformé de 24 voluntarios. clinicamente
‘sanos, lo cual se comprobé con pruebas de gabinete. pruebas de
‘.labb‘fa'torio, deteccién de drogas de abuso y prueba de embarazo.

De los 24 voluntarios sanos, los 12 fueron del sexo masculino ¥ 12 de
o sexo femenino, con edades de entre 24 v -0 arios.

: ’ ’Durante por lo menos dos semanas antes de iniciar el estudio ¥
'du'rahte el tiempo que éste durd, los voluntarios no ingieren ningun otro
'niédi_caniento, alcohol, café ni tabaco.

'Els’_riecésario tomar en cuenta que los voluntarios no debian de

' presentar alergias al medicamento en estudio.
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3.9. DISENO DEL ESTUDIO

A los 24 voluntarios se les administro Diclofenaco grageas de
liberacién prolongada de 100 mg, junto con 250 mL de agua en condiciones
de ayuno. El estudio se realizd llevando el siguiente orden por genero
(Tabla 5).

Las muestras plasmaticas se almacenaron a -70 °C hasta el dia de su

plasmatlcas se recolectaron antes de cada
f dm1mst1 _clon y en- 11 tiempos de muestreo después de la administracién
,""d'el‘ x edlcamento durante las siguientes 48 horas (0.5, 1.0, 2.0, 3.0, 4.0,
6 O 8. 0, 10. 0, 16.0, 22.0, 48.0 horas). Las concentraciones plasmiticas de
-dlclofenaco fueron determinadas por cromatografia liquida de alta
resblucién (CLAR), realizando previamente la validacién del método.

TABLA 5. Género de cada uno de los voluntarios.

GENERO |VOLUNTARIO | GENERO | VOLUNTARIO
1 13
2 14
3 15
e - o 1(_)
E b =z, 17
= ¢ 5 18
% 7 Z 19
§ 8 = 20
9 21
10 22
11 23
12 24
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3.10. ANALISIS DEL FLUIDO BIOLOGICO

Las muestras plasmaticas se extrajeron mediante el método sdlido-
liquido, anteriormente descrito. Después de la elusion de la muestra en la
fase moévil, una alicuota de 70 uL fue inyectada en el sistema de CLAR
equipado con un detector UV y analizada.

-Cada dia de ‘estudio se procesé una curva patrén y se intercalaron
puntos control entre las muestras plasmaticas. Cada una de las muestras
(estaindar y de control de calidad), se prepararon antes del estudio,
utilizando el mismo proceso de extraccién.

Las muestras de tres voluntarios se analizaron en una corrida. Los
estandares y las muestras del estudio se analizaron individualmente,
mientras que las muestras de control de calidad se analizaron en réplicas
(una serie de muestras control por voluntario), colocando un control cada
5 muestras. El integrador computacional Millennium 32 de Waters. fue

usado para determinar las dreas de Diclofenaco.
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3.11. CUANTIFICACION DE LAS MUESTRAS PLASMATICAS.

El log del drea de DCF (y) y el log de las concentraciones de los
estindares (x) se ajustaron mediante un andlisis de regresién log-log
lineal por minimos cuadrados a la ecuacidén log y = log b + m log x, donde
"log b" es la orkdenada al origen (intercepto-y), y "m" es la pendiente de la
curva de’ cahbracmn, El'drea de DCF de las muestras del estudio (en
' termmos logantmxcos) se convirtié a concentracién usando los parametros

) estadxstxcos generados.

La vahdez de cada corrida durante el procesamiento de las muestras
se ldetermmo e:\am'mando,los resultados de la linealidad y muestras de

control de éélvi'dacrl.‘:'Séi acépt6 la corrida analitica si:

a) EL 75% ‘0 un mxmmo de siete valores de concentraciones
'estandar (1ncluyendo la concentracxon superior), caen dentro del £15%
'e\cepto para el hmlte de ‘cuantificacién , el cual debera estar en el

- +20% con -respecto a,su valor nominal y el valor del coeficiente de

correlacién "r" sea > 0.99.'

b) Si al 1'enos “1 67% de los valores de control de calidad se

encuentran den del hm1te +20% de los valores esperados; 33% de las

muestras rol de calidad (no mas del 50% para cada nivel de

concentracmn) estan fuera del criterio del £20% con respecto a su valor
nommal
¢ Simas del 75% del total de muestras analizadas en la corrida

presentaron un coleo en los picos cromatogrificos de interés menor a 2
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(calculado con el integrador Millennium 32 de Waters con el método
USP), repitiendo el andlisis de aquellas muestras que no cumplan con
dicho criterio »

Era necesarlo que el cromatégrafo se encontrara estable antes de

) 1nyectar las muestras para lo cual se inyectd 5 veces como minimo, una

‘bsolucmn de; concentracxon conocida de Diclofenaco en solucion. la cual se

preparo al nuclar el estudxo. El sistema se encontraba estable si la
respuesta (area) de cada una de las lecturas, no presentaba una variacion
mayor al 15% Si la vamacxon de las respuestas resultaba mayor del 15 %,
era necesarxo reahzar n numero de inyecciones hasta que la estabilidad

‘fuera demostrada. o
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3.12. ANALISIS FARMACOCINETICO.

Se calcularon los sigulentes parametros farmacocinéticos utilizando
el paquete computacional Biopak® 2.0, el cual realiza la determinacién de
la siguiente manera:

1.- El drea bajo la curva de concentraciéon plasmitica desde la
administracién hasta el dltimo tiempo "t" (ABC o), mediante el método

: t1'dpezoidal '

220 Bl area bajo la curva de concentraciéon plasm:dtica extrapolada

4desde el tlempo "t" a infinito (ABC i), la determina dividiendo la

ultlma concentracxon plasmatica entre la pendiente terminal (BETA)

rea baJo la curva de concentracién plasmiitica desde la
(ABC o.in? , obteniéndose

La concentracxon plasmatlca maxima (Cm&ax), es determinéd

dn'ectamente de la curva de concentracxon plasmatica-tiempo.
B El txempo al cual se alcanza la concentracidén plasmatica maxima
(Tm

' plasmatlca t1empo.’ -

es 'detexmmo directamente de la curva de concentracién

6 La'v1da media de eliminacién (t 112) se obtuvo del ajuste log-lineal

~por'j'm1mmps cuadrados de la porcién terminal de las curvas de

~‘concentracién plasméticas contra tiempo.

Ramirez Reséndiz Manbel

49



Influencia del Género en (a Biodisponibilidud de Diclofenaco ppy

3.13. ANALISIS ESTADISTICO

Se efectuio el andlisis estadistico de cada uno de los parametros
farmacocinéticos, por medio del paquete computacional de SigmaStat para
comparar las dos poblaciones de individuos con diferente género.

Las pruebas realizadas fueron:
- Normalidad mediante la prueba de Kolmogorov-Smirnov
. =Igualdad de Varianza utilizindo la prueba de Levene Median
.~-ANOVA
-T de Student.
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RESULTADOS

Y

| ANALISIS
DE
| | RESULTADOS.
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I‘ 4. RESULTADOS y ANALISIS DE RESULTADOS.

4.1 VALIDACION.
4.1.1 VALIDACION DEL SISTEMA.

Los resultados obtenidos del ajuste log-log lineal se encuentran en la

tabla 6. Los datos estdn expresados como log de la concentracion vs log del

area de DICLOFENACQO, en la cual se evalia linealidad y precisién del

sistema, ademas de la curva patrén promedio correspondiente, que se

presenta en la figura 4.

TABLA 6. Resultados correspondientes a la linealidad del sistema

RESPUESTA (AREA)

para cuantificar Diclofenaco.

=]
32
2z 2 CURVA
28 »
83 =
C=2 1 2 3 PROMEDIO D.E. 2% C.V
5 8257.0 8997.6 S1463.-1 8572.67 312.06 3.6
10 16230.0 16617.0 16512.2 16453.07 163,13 0.99
25 39880.5 41983.1 -11838.0 11233.87 958,81 2.32
50 T9682.7 S31393.2 86081.3 82385.73 270486 | 3.28
100 159320 163329.9 || 163396.2 162015.37 1906.10 1.18
250 399258.6 || 411968.6 || 423128.9 411452.03 9751.85 | 2.37
500 S06034.2 || 829753.3 | 854718.2 830168.57 | 19877.33) 2.39
1000 1539093 [|1672917.9[1708472.7) 16-10160.67 F 7292482} 1.45
1500 2395206.4 || 2482-176.6 [ 250-1029. 4§ 2460570.80 §47049.69) 1.91
h3! 1595.07 1660.35 1680.8
B 555,22 -240.19 2743.45
R 0.9999 0.9999 0.9999
error relativo
debido a Ia 1X10¢ 2X10% 1X10°©
regresion
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FIGURA 4. Grafica log-log lineal para demostrar linealidad del
sistema en la cuantificacién de Diclofenaco.

El sistema fue log-log lineal en el rango de concentraciones de 5 a

1500 ng/m'I__.;‘todos los valores de "r" obtenidos fueron de 0.9999 o mayores.

El valor promedio para la pendiente (m) fue de 16.15.4067 y para la

ordeﬁada al origen- (b) fue de 1052.8266. El ervor relativo debido a la

regresion fue menor que el 2% y el coeficiente de variacién del factor de

respuesta promedio de las tres curvas fueron del 2.97%.
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4.1.2. LINEALIDAD DEL METODO.

La tabla 7 muestra los resultados de la linealidad del método para la
como la curva patrén

cuantificaciéon de Diclofenaco en plasma, asi
promedio correspondiente {Figura 5).

TABLA 7. Resultados correspondientes al ajuste log-log lineal del
método para cuantificar Diclofenaco en plasma

CONCENTRACION RESPUESTA (AREA)
DICLOIE)’[!?:N.»\CO CURVA
{ng/mL) 1 2 3 PROMEDIO D.E. C.v.
5 5.5 5.4 4.5 5.1 0.6 10.7
0 9.0 8. 10.9 9.5 1.2 12.9
25 25.5 25.2 26.4 25.7 0.6 2.
50 47.8 52.2 53.8 51.3 3.1 6.1
100 102.5 101.0 91.0 98.2 6.3 6.1
250 252.9 253.1 2.4.5 249.2 6.6 2.7
500 478.0 524.7 190.5 497.7 2:4.2 1.9
1000 999.7 1037.6 1032.2 1023.2 20.5 2.0
1500 1561.9} 1373.0 1505.8 1480.2 97.0 6.6
m 0.9975 1.0119 0.996-1
b 3.1319) 3.1036 3.1384
r 0.9996 ] 0.9998 0.9994
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FIGURA 5 Graﬁca de Linealidad del método para cuantificar Diclofenaco
en plasma.

- El método fue log-log lineal en el rango de concentraciones de 5 a
1500 ng/mL; todos los valores de "r" obtenidos fueron de 0.9993 o mayores.

El Qalor promedio para la pendiente (m) fue de 1.0019 y para la ordenada

al origen (b) fue de 3.1246.
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4.1.3. PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO.

Precisién evaluado como repetibilidad y reproducibilidad.

4.1.3.1. Repetibilidad
Los resultados que demuestran la repetibilidad, se encuentran

esquematizados en la tabla 8.

TABLA 8. Repetibilidad y exactitud del método analitico para cuantificar
Diclofenaco en plasma.

MUESTRA CANTIDAD RECUPERADA (nﬂnL)
1 35.03 35-1.88 1269.98
2 37.27 356.89 1363.46
3 33.26 30-1.24 1205.04
4 30.32 302.81 1232.38
b5 30.57 322,23 1032.24
Promedio 33.29 328.21 1220.62
D.E. 2.96 26.41 121.15
C.V. % 8.90 8.05 9.93
Cantidad
adicionada 35 350 1250
(ng/mL)
Desv.abs % 4.89 6.23 2.35

En los resultados de repetibilidad. el coeficiente de variacién en cada
uno de los niveles de concentracién evaluados fue menor que 9.93 %,
mientras que la desviacién absoluta (Desv.abs%) en los niveles de

concentracién estudiados fue menor que 6.23 %.
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4.1.3.2. Reproducibilidad
La reproducibilidad del método evaluada en el presente estudio se
muestra en la tabla 9.

TABLA 9. Reproducibilidad de método analitico para la cuantificacion
de Diclofenaco en plasma

pfA S}gﬁ‘ég‘g CANTIDAD RECUPERADA (ng/mL)
1 1 35.03 35-1.88 1269.98
2 37.27 356.89 1363.46
o 1 35.21 374,12 1190.66
2 35.-4-1 375.18 115-4.37
3 1 33.85 335.-41 1146.03
2 35.40 369.61 11:45.76
Promedio 35.37 361.02 1211.71
D.E. 1.10 15.21 88.11
C.V.% 3.11 4.21 7.27
Cantidad adicionada 35 350 1250
(ng/mL)
Desviacion absoluta % 1.05 3.15 3.06

En cuanto a la reproducibilidad. se observa que el coeficiente de
variacién entre los diferentes dias de trabajo fue de 3.11 a 7.27%, mientras
que la desviaciéon absoluta % fue menor a 3.15 %. en las diferentes

concentraciones evaluadas.
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4.1.4. LIMITE DE CUANTIFICACION

El limite de cuantificacién fue de 5 ng/mL, en este nivel de
concentracién, la precisién fue de 10.7% y la exactitud evaluada mediante
la desviacién absocluta fue de 6.23%, encontrindose estos valores dentro

del intervalo de + 20% del valor nominal.

4.1.5. LIMITE DE DETECCION

El limite de deteccidén para Diclofenaco fue de 3.0 ng/mL, siendo este

valor el equivalente a tres veces el nivel del ruido.

4.1.6. SELECTIVIDAD

La selectividad que el método presenta para diferentes firmacos se

presenta en la figura 6.

Como se puede observar en los diferentes cromatogramas, en los
cuales se evalilan diferentes fdarmacos, no hay interferencia en la
,cuantiﬁcacién de: diclofeﬁaco: se evaltio también la heparina, que se utiliza
como antlcoagulante, asi como la matriz biolégica utilizada (plasma),
demostrandose que las 4reas registradas son unicamente debidas a la

concentracxon de Diclofenaco en plasma.
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FIGURA G. Sclectividad de Diclofenaco ante: A) Blanco de plasma, B)
Estandar de Diclofenaco 250 ng/mL, C) Plasma de voluntario sano después de 3
horas de su administracién de Diclofenaco, D) Ranitidina, E) Acido acetil

salicilico, F) Paracetamol, G) Naproxeno, H) Heparina.

4.1.7. RECOBRO.

En la tabla 10 se muestran los resultados de recobro del diclofenaco.
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TABLA 10. Recobro de Diclofenaco de plasma humano

Estar};i::‘rixildg;asma Estindar en fase mévil (no %
Estandar Area de . extraido) Recobro
DICLOFENACO Area de DICLOFENACO
2026711.1 1716120.0
Alto 2039487.7 1842699.5
1250 ng/mL 2126065.5 1628202.5
2082766.4 1665212.0
2097953.0 1394291.9
Promedio 2074596.7 1649305.2 79.50
570676.7 4783.49.0
Medio H76851.5 : 481061.0
350 ng/mL 599723.5 409971.0
596561.0 -408029.0
569566.6 434253.0
Promedio 582675.9 442332.6 75.91
56527.0 -17008.5
Bajo 56530.8 50010.0
35 ng/mL 58773.3 44617.0
59427.0 40671.5
58582.4 41007.0
Promedio 57968.1 44662.8 77.05

Los resultado muestran que el recobro promedio de diclofenaco
determinado a las concentraciones de 35 ng/mL (nivel bajo), 350 ng/mL

(nivel medio) y 1250 ng/mL (alto), fue del 77.49% .
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4.1.8. ESTABILIDAD.
En las tablas 11, 12, y 13 se presentan los resultados de la
concentracién obtenidos después del tratamiento de la muestra durante el

tiempo de manejo, almacenamiento y procesamiento, par demostrar
estabilidad.

Los . resultados correspondientes a la cuantificacién de muestras

refrigéradyas al tiempo 0, a los 8 y 15 dias se muestran en la tabla 11.

"TABLA 11. Estabilidad bajo condiciones de almacenamiento en

refrigeracion
Tiempo O
Bajo Medio Alto
35 ng/mL 350 ng/mL 1250 ng/mL,
36.29 3568.21 1225.39
25.43 3147.83 1311.19
Promedio 30.8-4 353.02 1268.29
Dia 8
35.93 351.54 1218.43
35.14 349.15 1300.01
Promedio 35.54 350.35 1259.22
Desv.abs% 13.22 0.76 0.72
Dia 15
36.84 355.89 1227.63
3-4.85 347.54 1220.24
Promedio 35.85 351.72 1223.94
Desv.abs% 13.97 0.37 3.62

En la tabla 12 se muestran los resultados obtenidos de la

cuantificacién de las muestras congeladas a -70°C durante 30 dias.
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TABLA 12 Estabilidad de almacenamiento en condiciones de congelacién.

Tiempo O
Bajo Medio Alto
35 ng/mL 350 ng/mL, 1250 ng/mL

36.29 358.21 1225.39

35.43 347.83 1311.19
Promedio 35.86 353.02 1268.29

Dia 30

34.13 3-46.35 1245.32

34.78 353.49 1256.11
Promedio 34.45 3-19.92 1250.72
Desv.abs% 3.93 0.88 1.39

Los resultados de estabilidad de diclofenaco en la matriz bioldgica se
presentan la tabla 13.

TABLA 13. Estabilidad de la muestra procesada

Tiempo O
Bajo Medio Alto
35 ng/mL 350 ng/mL. 1250 ng/mL
52208 534403 1914880
50411 522627 1851812
Promedio 51309.5 528515 1883346
Dia 24
51981 537085 1885038
50625 531986 1863820
Promedio 51303 536035.5 1874129
Desv.abs% 0.01 1.42 0.47
Dia 48
47744 540925 1890461
48953 534463 1822743
Promedio 48348.5 537694 1856602
Desv.abs% 5.77 1.74 1.42
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Los resultados obtenidos nos muestran que el Diclofenaco en plasma
es estable durante 15 dias en refrigeracién, 30 dias en congelacion y 48
dias es estable la muestra procesada, presentando una desviacion nominal

respecto al valor inicial menor del 15% en todos los casos.

terior se demuestra mediante evidencia experimental y

el método para cuantificar Diclofenaco en plasma es

conﬁab ey cumple con los requisitos necesarios en cada una de las pruebas

: evaluadas, de acuerdo a la NOM-177-SSA1-1998.

4.2. ANALISIS DE LA MUESTRA PLASMATICA EN
VOLUNTARIOS
Una vez que concluyd la validacion del método analitico, se efectiio el
analisis de la muestra plasmdtica de los 24 voluntarios.
Las muestras del estudio se analizaron en ocho dias diferentes. Los
resultados de las muestras control de calidad. se resumen en la tabla 14,

xmlentras que ]os valores de cada una de las curvas patrén se encuentran

“15. La curva patrén se utilizé para interpolar los valores de

'Dxclofenaco de la muestra de los voluntarios mediante un ajuste de

' mmlmos cuadrados y con ello obtener la concentracién de Diclofenaco en

cada’ kuno de los tiempos de muestreo analizados.
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TABLA 14. Seguimiento de las muestras de control de calidad para

Diclofenaco.
DICLOFENACO en plasma (ng/mL)
" Control Bajo Control Medio Control Alto
Voluntario 35 ng/mL 350 ng/mL 1250 nE/mL
1 36.32 263.43 10-19.39
2 37.54 285H.2.1 124114
3 36.-10 327.18 1262.20
4 28.95 342.14 1285.04
5 36.59 * 1201.06
4] 38.83 343.22 1133.89
7 37.20 322,26 1165.84
8 3:4.544 332.-15 1379.71
9 33.30 * 1131.12
10 32.96 34-1.68 12-11.39
11 * 301.45 1034.04
12 2977 300.96 1180.28
13 36.-1-1 285.03 1000.92
14 36.82 328.15 1139.05
15 31.32 311.-16 1249.43
16 3-1.55 289.19 *
17 37.16 > 1015.50
18 35.38 305.25 1013.15
19 34.53 * 1004.29
20 36.71 391.65 1041.76
21 34.55 342,04 1087.49
22 38.10 367.90 1282.50
23 31.10 366.71 121-4.87
24 37.16 * *
Promedio 35.05 323.86 1152.73
D.E.(n-1) 2.70 32.58 110.59
C.V.% 7.70 10.06 9.59
Conc. nominal 35 350 1250
Desv.abs(%) 0.15 7.47 7.78

(*) valores que exceden el 20 % del valor nominal
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TABLA 15. Seguimiento de curvas de calibracién para Diclofenaco

'—ﬁ = E -8 =

g DICLOFENACO en Plasma (ng/mL) ERN R IR

= o B R

1-3 4.50 P12 26. 41 154,171 93.83 276.05§ 4159.03f 969.23 1516.11 1 3.133280.9971 § 0.9999

16 1.57 9.93 {{27.89(51.13]| 98.69 F261.920485. 17T 1018. 20K 1417.66 3. 1116 [ 1.0075 §0.9996

79 1.73 - 26.62052.97) 95.72 F246.33[1505.880 1001 928 147157 1:3.00960 1.0233 f 0.9998
10-12 5.10 912 127.090149.200 104.38 ] 238.30F530.31F 964.98 1483658 [ 3.0918F 1.0098 § 0.9996
1:3-1H 1.51 110262767 HH2.7G 96.89 | 248. 10 H01.32] 9:35.20 154494 130300 10148 0.9995
16-18 1.93 104512664 50.72 10293 248. 42 [ 482.09F 100315 1480, 10031145 1.0181 1 0.9997
19-21 4.00 1095128, 18H53.68 108.89235.61{ 410.39}F 928 90 164G.77 [ 3.0509F 0.9385 J 0.9983
RN 1.89 110,66 241G} 50.49] 100.251233.14§523.83} 950.73 1583.15 K 3.0607F 1. OOTG R 0.9997

Promedio | 4.62 §10.25126.82151.890 100,200 248, 4831 491.00F 971.54 1518.36

DEm D030 Jos9 ] 1os | 175 ] 400 | 130 f s0.82 | 3321 71.91
eV Feso [ 577 ee 337 ) a98 J 579 f 6.8 3.42 4.7
Lone. 5 10 25 50 100 250 500 1000 1500

Nomuanal

Pesvoabsf o =g || 254 [ 728 [ 378 | o0 | 061 § 180 | 285 122

o

Los valores de "r" encontrados a lo largo del estudio fueron de 0.9983 o

mayor; obteniendo que los estindares son reproducibles al tener un C.V.

menor del 20% de cada una de las curvas analizadas diariamente.

Las concentraciones de las muestras por debajo del limite de

cuantificacién (tomando en cuenta la variabilidad mixima permitida del

+20%), no se incluyeron en los calculos.

De acuerdo a los resultados anteriores, se puede observar que.

ninguna de las corridas fue rechazada, ya que cumplié con el criterio de

que 2 de 3 muestras control deben de encontrarse dentro del + 20% valor

nominal.
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4.3. RESULTADOS DEL ESTUDIO CLINICO.

En la tabla 16 se presentan los valores promedio de las
concentraciones plasmaticas de Diclofenaco de cada uno de los géneros
para cada tiempo de muestreo, después de la administracion de la
formulacién. En las figuras 7 y 8 se muestran la grdficas de concentracidn
plasmatica vs tiempo y de log de la concentracién plasmatica vs tiempo
por género respectivamente.

Los resultados de concentracién plasmatica encontrados en cada uno
de los voluntarios, asi como sus grdficas de concentraciéon plamatica vs
tiempo, se encuentran en el apéndice I.

TABLA 16. Concentracidn plasmatica promedio de Diclofenaco por

genero.

Tiempo VOLUNTARIOS DEL VOLUNTARIOS DEL

th) GENERO MASCULINO. GENERO FEMENINO.
0 0.00 + 0.0 0.00 + 0.0

0.5 205,54 + 187,01 754,10 + 714.87
1.0 350.16 + 262.52 721.52 + 879.89
2.0 26-4.03 + 158.9-1 648.75 + 655.51
3.0 966.06 + 375.96 531.52 + 336,24
4.0 152,92 + 291,92 471.79 + 248.92
5.0 280,30 + 202.36 349.02 + 394.52
6.0 18.1.68 + 112,34 202.16 + 165.84
5.0 93.04 + 75.15 147.06 + 131.35
10.0 52,519 + 29,52 40.34 + 32,12
16.0 23,322 + 12.79 8.60 + 5.88
22.0 11.6 + 7.21 *
48.0 ND *

* valor que presenta un solo voluntario.
ND es equivalente a No detectable.
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—=—GENERO MASCULINO
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CONCENTRACION (ng/mL)
3
o
o
1.,

* T R e T T

_p
10 12 14 18 18 20 22 24

~ B T
;’A TIEMPO (h)

T —
6

FIGURA 7. Gréfica de la concentracidn plasmadtica promedio de Diclofenaceo
versus tiempo, después de la administracion de Diclofenaco en cada uno de
los géneros.
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FIGURA 8. Gridfica del logaritmo de la concentracién plasmaitica
promedio de Diclofenaco versus tiempo, después de la administracién las
formulacién de Diclofenaco en cada uno de los géneros
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En la tabla 17 se muestran los parimetros farmacocinéticos

obtenidos para cada uno de los géneros.

TABLA 17. Pardmetros farmacocinéticos promedio

correspondientes a la formulaciéon de Diclofenaco para cada uno de los

géneros.
FARI;IACOC}?E%%CO GENERO GENERO
(promedio + D.E.) MASCULINO FEMENINO

ABC y_. (ng*h/mL) 2970..19 + 802.55 M 3715.76 +1209.10
ABC g_une(ng*h/mL) 30.16.59 + 818.98 3751,53 + 120,35 |
Cmax (ng/mL) 997.42 + 357,10 1435.87 + 848,41 !
Tmax (h) 2,92 + 0.67 i 1.67 + 1.57 ‘
T % (h) 2.09 +0.99 | 1.97 + 0.49 |

Como se puede observar en la tabla anterior, el Cua es
aparentemente mayor para las mujeres que para los hombres, por lo
que se realizard la evaluacion estadistica para evaluar las diferencias
de Cwmax entre géneros.

' Los resultados de la evaluacién estadistica mediante las pruebas
de '»Noi'malidad, igualdad de Varianza, ANOVA y de t de Student se
encuentran en la tabla 18.

Los resultados de los pardmetros farmacocinéticos obtenidos para

cada uno de los voluntarios, se encuentra en el apéndice II.
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4.4. ANALISIS ESTADISTICO

El andlisis

estadistico

de cada

uno de los

parametros

farmacocinéticos se llevé a cabo utilizando el paquete computacional

SigmaStatR, en el se comparan las dos poblaciones de individuos con

diferente género, obteniendo los siguientes resultados (tabla 18).

TABLA 18. Pardmetros Estadisticos del estudio de biodisponibilidad
de Diclofenaco

PARAMETRO

FARMACOCINETICO

PRUEBA DE
NORMALIDAD

PRUEBA DE
IGUALDAD
DE
VARIANZA

PRUEBA DEt
DE STUDENT

PRUEBA DE
ANOVA

DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA

DIFERENCIA
SIGNIFICATIVA

ABC oo (ng*h/mL) CUNMPLE CUMPLE NO NO
P>0.200 P=0.195 P=0.089 P=0.089

ABC ooaneng*h/mL) CUDMPLE CUNIPLE NO NO
P>0,200 P = 0.208 P=0.108 P=0.108

Cmax (ng/mL) CUMPLE CUMPLE NO NO
P>0.200 P =0.079 P=0.113 P=0.113

Tmax (h) NO CUMPLE NO Mann-Whitney [ Kruskal-Wallis

. CUNDMIPLE SI SI
P<0.003 P=0.01- P=0).020

t % (h) CUMPLE CUMIPLE NO NO
P=0.113 P = 0.396 P=0.1438 P=0.138

El  analisis  estadistico comparativo de los parametros

farmacocinéticos de Diclofenaco entre hombres ¥y mujeres, se encuentran

en el apéndice III.

Los resultados estadisticos muestran diferencias significativas en

Tmaxs

sin embargo,

este parametro presenta generalmente mucha

variacién y no es indicativo de la cantidad o velocidad absorbida.
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Aun cuando no se hayan encontrado diferencias significativas en los
parametros farmacocinéticos principales y debido a que la aparente
diferencia en el Cunix puede deberse a las diferencias en peso existentes
entre hombres y mujeres, se decidid realizar una correccion de dosis con
respecto al peso para los parametros farmacocinéticos de ABC ... ABC s
¥ Cmiax, multiplicando a éstos el cociente de la dosis administrada a cada
voluntario entre su peso corporal.

' “. En el apéndice IV se encuentran los datos de peso corporal de los 24
k vvolun’tarios, asi como el factor de correccion obtenido para cada uno de
ellos.

Una vez realizada la correccidon, se procedié a realizar una nueva
‘ ~ev_ahi8<:i6h estadistica para encontrar diferencias entre géneros,
éﬁc-’:‘i:r"it;ra'ridbse resultados similares a los encontrados en los datos reales.
- lo. c';'L'xrev.. nos ‘indica que no hay una diferencia significativa en la
“b:i‘ovdisppnibilidad de diclofenaco por efecto del género.

- A pesar “de que los resultados indican que no hay diferencias

significativas en la biodisponibilidad de diclofenaco en ambos géneros.
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5.- CONCLUSIONES. I

De los resultados del presente trabajo se concluye
= El método analitico para cuantificar diclofenaco en plasma es
preciso, selectivo, estable y lineal en el intervalo de 5 a 1500
ng/mL, lo cual lo hace aceptable para la cuantificacion de
diclofenaco en plasma mediante el andilisis por cromatografia de

liquidos de alta resolucién.

= No ' existen diferencias la biodisponibilidad de diclofenaco
relacionadas con el género, a pesar de ello seria importante hacer
un estudio con un mayor nimero de voluntarios, con el fin de

‘obtener una mayor confiabilidad de los resultados.
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ﬂ

7.- APENDICE I I

RESULTADOS Y GRAFICAS DE CONCENTRACION vs TIEMPO PARA CADA

7800

| /’\
- ./\/ N

CONCENTRACION (rg/mL)

UNO DE LLOS VOLUNTARIOS.

VOLUNTARIO 1
Tiempo Concentracién

(h) (ng/mL)
0.0 0.000
0.5 21.4.35
1.0 528.77
2.0 250,29
3.0 949.90
4.0 1055.48
5.0 311.01
G.0 189.26
8.0 83.91
10.0 6L.08
16.0 ND
22.0 ND
48.0 NI

T M T v T T Y T -
0 2 4 6 8 10
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 2
. Concentraciéon
Tiempo (h) {aplal)
0.0 0.00
0.5 7.89
1.0 174.60
2.0 411.79
3.0 1332.11
4.0 1016.82
5.0 381.77
6.0 196.60
8.0 170.10
10.0 92.46
16.0 17.08
22.0 ND
18.0 ND
1400
] .
1200 \
1000 o
800 [ VOLUNTARIO 2 |
600 4
400 -
200 ./ \\
1 / -\-
—_—
0= T T T T T Y T Y T Y h
0 2 4 6 8 10 12 14 16
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/ml.)

VOLUNTARIO 3
Tiempo Concentracién
(h) (ng/mL)
0.0 0.00
0.5 446.52
1.0 262.83
2.0 260.85
3.0 1483.71
4.0 422.77
5.0 186.96
6.0 56.33
8.0 16.01
10.0 ND
16.0 ND
22.0 ND
48.0 ND
1600 -
1400
1200 +
1000 -} | VOLUNTARIO 3 |
800 +
600
400 - \ \
1 s
200 \-
\
Y M T T v T *
o] 2 4 6 8

TIEMPO (h)
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z

CONCENTRACION (ng/mL)

1200 -
1000
.800“
600
400

200+

VOLUNTARIO 4
Tiempo Concentracién

(h) (ng/mL)
0.0 0.00
0.5 387.01
1.0 156.15
2.0 52.14
3.0 1090.34
4.0 327.4-1
5.0 830.00
6.0 412,53
8.0 105.87
10.0 56.73
16.0 ND
22.0 ND
48.0 ND

]

[ VOLUNTARIO 4 |

/\

T

6
TIEMPO (h)

Ramirez Reséndiz Maribel

81



Influencia def Género en la Biodisponibilidad de Diclofenaco gy

2

CONCENTRACION (ng/mL)

400 7
350 —-
300
250 +
200 +
150 -
100

50 +

VOLUNTARIO 5
Tiempo Concentracion
(h) (ng/mL)
0.0 0.00
0.5 238.55
1.0 179.60
2.0 174.72
3.0 366.07
4.0 167.85
5.0 146.13
6.0 195.23
8.0 113.78
10.0 25.37
16.0 ND
22.0 ND
48.0 ND

| VOLUNTARIO 5 |

g

4

T T T T v T Y

2 4 6 8 10
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 6
Tiempo ‘ l Concentraciéon
(h) (ng/mL)
0. | 0.00
0.5 157.05
1.0 H56.33
2.0 5.91
3.0 1368.70
4.0 325.65
5.0 86.83
G.0 50.52
8.0 22.95
10.0 ND
16.0 ND
22.0 ND
48.0 ND
1400 - a
1200
1000 -
1 | VOLUNTARIO 6 |
800 -
600
400
200
] -\ ———
0 —g v T - T . S
0 2 4 6 8
TIEMPO (h)
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2

CONCENTRACION (ng/mL)

1600 =
1400 -
;

1200 -
1000 -
800 -
600
i

400 <

200

0+

VOLUNTARIO 7 i
Tiempo Concentracion
(h) (ng/mL)
0 0.00
0.5 G.18
1 804.04
2 397.36
3 1434.31
4 178.54
S 220.79
6 199.03
8 57.49
10 24.15
16 ND
22 ND
48 ND
[
| VOLUNATIO 7 |
[ ]
[ ]
-/.\-\
- __
v T T T v T v S S
2 4 6 8 10
TIEMPOQ (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

1000

800

600 4

400 +

200

\-\.
—_—
{

VOLUNTARIO 8
Tiempo Concentracion
(h) (ng/mL)

0 0.00
0.5 70.30
1 75.19
2 112.86
3 844.97
4 564.49
i) 198.38
G 104.55
8 87.28
10 66.73
16 39.04
22 19.58
48 ND
. [ VOLUNTARIO 8 |

10 12 14 16 18 20 22
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ngfmL)

1000 A

800

600 +

n

400

200 +

VOLUNTARIO 9

Tiempo Concentracion

(h) (ng/mL)

0.00

578.31

375.55

312.47

845.58

359.33

406.14

262.29

69.02

=loo e ool i= 2o
=) P

28.05

—
o2}

ND

™
£

ND

48 ND

| VOLUNATIO 9 |

a—

-

4 e 8 10
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 10
Tiempo Concentracién
(h) (nE/mL)
0 0.00
0.5 261,12
1 282.86
2 401.92
3 737.98
4 339.08
5 300.42
6 345.52
8 288.82
10 10-1.91
16 34.95
23 9.67
48 ND

800 4
h [ ]

700

600 4

5007 [ VOLUNTARIO 10 |

400 | ]

300 ./ V\.

200 -

100 - l\
] —
o+——r——TJ1"T—T1T"—T1""89
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/ml)

VOLUNTARIO 11

Tiempo l Concentracién
(h) (ng/mL)
0.00
85.20
832.53
533.16
561.74
396.67
133.65
100.91
30.03
21.48
10.541
5.55

NC

1S |~ | . <
ML CI A B XS B b S

&

[
\ | VOLUNTARIO 11 |

—n

T T T T
2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

600

VOLUNTARIO 12
Tiempo Concentracién

(h) (ngL/mL)

0 0.00
0.5 11.02

1 473.41

2 218.90

3 577.32

q 280.91

5 131.47

[§] 103.33

8 71.18

10 43.23

16 15.00

22 ND

48 ND

]
[}
| VOLUNTARIO 12 |
]
[ ]
'\‘\-
—~—
) S TTT————a
T T T T T N T T T v T T
2 4 6 8 10 12 14 16
TIEMPO (h)
Ramirez Reséndiz Maribel

89



Influencia defl Género en la Biodisponibilidad de Diclofenaco g

CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 13
Tiempo n Concentracion
(h) (ng/mL)
0 0.00
0.5 712.33
1 544.79
2 672.47
3 128.53
4 H85.69
5 258.32
] 264.00
8 -102.50
10 69.71
16 6.72
22 NC
48 15.32
800
700-]
600 - | VOLUNTARIO 13 |
500 -
400
300
1 -
200 -}
7] =
100
- -\
o T T T T T T T R | N H
0 4 6 8 10 12 14 16

TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 14
Tiempo Concentracién
(h) (nE/mL)
0 | 0.00
0.5 ! 917.35
1 504.39
2 260.24
3 497.73
<4 385.98
5 168.57
[§] 83.29
8 52.22
10 22.47
16 ND
22 ND
48 ND
1000
]l =
800 4
| VOLUNTARIO 14 |
600 A
. -
400
[ ]
200
\.\.
o] Y T T T I T M L M
o} 2 4 6 8 10
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

700 —
600 —
500
400 A
300 -

200

VOLUNTARIO 15
Tiempo Concentracién

(h) (ﬂg/mL)
0 0
0.5 8.86

1 11.81
2 140.62
3 345.30
<4 657.-45
5 73.85
6 236.99
8 209.69
10 18.47
16 ND
22 ND
48 ND

»

| VOLUNTARIO 15 |

]
\
]
s
= 4 M T v T v 1 v A
2 4 6 8 10
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

3500 +

3000

2500 4

2000

1500

1000

500 ~

VOLUNTARIO 16

Tiempo Concentraciéon
(h) (ng/mL) |
0 0.00

0.5 154.32
1 3177.91
2 10-44.17
3 424.32
4 143.31
S5 100.06
6 61.24
8 15.52
10 11.53
16 5.27

22 NC

48 ND

\

| VOLUNTARIO 16 |

2

\\.§
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% —
6 8

10 12 14 16
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 17
Tiempo Concentracion
(h) (nE/mL)
0 0.00
0.5 680.05
1 436.47
2 215.81
3 -140.50
4 393.71
5 308.42
[§] 153.86
8 117.20
10 35.14
16 6.27
22 ND
48 ND

700

600

500 | VOLUNTARIO 17 |

400

300

200+ \
4 .\

100 ‘\-
] -

0 T T T M T Y T T T ¥ T —8—
o] 2 4 6 8 10 12 14 16
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

1600
1400
1200 S
1000 ~
800
600 —
400 A

200

VOLUNTARIO 18
Tiempo Concentracién
(h) (nE/mL)
0 0.00
0.5 1496.95
1 1174.74
2 623.71
3 470.01
B! 350.08
5 174.83
6 89.45
8 58.78
10 24.47
16 5.09
22 ND
48 ND
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8 10 12 14 16
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 19
Tiempo Concentracién
(h) (ng/mL)
0 0.00
0.5 687.36
1 421.16
2 271.61
3 1193.84
4 592.02
S5 450.02
[§] 215.02
8 117.58
10 45.84
16 22.83
22 12.89
48 NC

1200 ~ [ ]
1000

800

-\

400 — '\. \
200 - l\.

| VOLUNTARIO 19 |

4 \.
0 — T T T e
0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 22

TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 20
Tiempo Concentracion
(h) (ng/mL)
0 0.00
0.5 14.27
1 6.56
2 2506.03
3 462.73
4 301.13
5 378.97
6 612.60
8 396.45
10 98.11
16 8.99
22 ND
48 ND
2500
2000
1500 - [ VOLUNTARIO 20 |
1000
500 - ./' T~
.\./ I\
-
0+ 88— A SN SRS S Aass S s
0 2 4 8 10 12 14 16
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 21
Tiempo Concentracion
(h) (nﬁ/mL)
0 0.00
0.5 2:480.12
1 1098.68
2 244.15
3 205.86
L 735.32
S5 259.25
O] 173.11
8 106.98
10 27.03
16 6.23
22 ND
48 ND

25001 m
2000
1500
] | VOLUNTARIO 21 |
1000
b a2
500 + / \
1 g .\.\
0 T T T T\'\#—' T T 8
o 2 4 6 8 10 12 14 16
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 22
Tiempo Concentracion
(h) (ng/mL)
0 6.03
0.5 90.81
1 29.15
2 231.25
3 1101.39
B 1006.40
5 1553.67
G 404.68
8 189.89
10 101.24
1G 7.1
22 NC
48 ND
1600-_ -
1400
1200 -
1000 ™~ [ VOLUNTARIO 22 |
800
600
400 I\.
200 -
.M \I
0 T Y T v T M S — | T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16
TIEMPO (h)
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 23
Tiempo Concentracién
(h) (nﬁ/mL)
[§] 0.00
0.5 67-1.06
1 194.67
2 721.96
3 283.22
4 306.87
S5 189.08
[§] 86.37
8 50.22
10 19.85
16 NC
22 ND
48 ND
800 1
700 -} n
600
] | VOLUNATARIO 23 |
500 —
400
300 —
200
100 -
4 TTTT——a
e |
0 T T T M T v T ~ T Y
o] 2 4q 6 8 10
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CONCENTRACION (ng/mL)

VOLUNTARIO 24
Tiempo “ Concentracién
(h) (nE/_mL)
0 0.00
0.5 1132.75
1 1057.97
2 852.95
3 82.4.82
1 203.57
5 273.18
[§] 45.36
8 17.65
10 10.24
16 ND
22 ND
48 ND
1200-1
1000
aoo- T
] | VOLUNTARIO 24 |
600 -
400 -
200 l/\
0 . ; , ; , s——— Eee s |
0 2 4 6 8 10
TIEMPO (h)
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8.- APENDICE II

PARAMETROS FARMACOCINETICOS DE DICLOFENACO PARA
CADA VOLUNTARIO.

SEXO MASCULINO
VOLUNTARIO || ABC o_,t ABCo_.mr] Cmax Tmax t%
1 361422 3836.99 1055.48 4 1.55
2 133357 139320 133211 3 2.15
3 287518 289443 1483.7 1 3 | R
4 340782 3601.78 1090 34 3 | 1.71
5 16 1704.25 366.07 ] 224
6 2006.59 2035.35 1368.70 3 f ozt
7 327180 || 3325.94 1434 31 3 ‘ 1.41
8 270353 ||l 2868.32 844.97 3 4.01
9 3053.86 I 3113 09 845 58 3 i 116
10 387638 3922 72 737.98 3 R
11 266945 Nl 270077 83253 | 1 £ o208
12 208594 6200 577.32 | 3 '
QTYN FEMENTNIN |
: :
VOLUNTARIO || ABC o || ABCoins] Cmax il Tmax § t%
13 426241 14294.09 51233 05  f 260
14 240133 | 2461.16 91735 § 05 1.91
15 202384 Il 2052.79 657,45 | 1 1.67
16 441728 443808 3177.91 i 1 1.69
17 265038 I 2669.20 680,05 ! 0.5 2,10
18 3613.05 3627.39 149695 ¥ 05 1.85
19 4083.74 4205.66 1193.84 1§ 3 2.99
20 5702.13 5811.84 2506.03 2 2.08
2] 4109.09 412746 2480.12 @ 0.5 2.01
22 5373.97 539242 1553.67 A 1.55
23 2234.01 2282.74 721.96 | 2 1.62
24 3627.95 3655.47 1132.75 Fo.s 1.25
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9.- APENDICE III.

ANALISIS ESTADfSTICO COMPARATIVO DE LOS PARAMETROS

FARMACOCINETICOS DE DICLOFENACO ENTRE DIFERENTES

GENEROS EMPLEANDO EL PROGRAMA ESTADISTICO SIGMA
STAT.

Pariametro de ABC .«

One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed (P >0.200)

Equal Variance Test: Passed (P =0.195)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
ABC 0-t -M. 12 0 2970.488 802.549 231.676
ABC 0-t -F 12 0 3715.765 1209.104 349.038
Source of Variation DF SS MS
Between Groups 1 3332623.859 3332623.859
Residual 22 23166173.967 1053007.908
Total 23 26498797.827

Source of Variation F P

Between Groups 3.165 0.089

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 = 0.0889).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.276

The power of the performed test (0.276) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.
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t-test

Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P =0.195)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
ABC 0-t -M. 12 0 2970.488 802.549 231.676
ABC 0-t -F 12 0 3715.765 1209.104 349.038

Difference -745.277
=-1.779 with 22 degrees of freedom. (P = 0.089)

95 percent confidence interval for difference of means: -1614.082 to 123.528

The difference in 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 is not
a statistically significant difference between the Input groups (P = 0.089).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.276

The power of the performed test (0.276) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.

Parametro de ABC o
One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P =0.208)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
ABC 0-a-M 12 0 3046.589 818.977 236.418
ABC 0-a -F 12 0 3751.533 1204.348 347.665
Source of Variation DF SS MS
Between Groups 1 2981677.669 2981677.669
Residual 22 23332970.983 1060589.590
Total 23 26314648.651

Source of Variation F P

Between Groups 2.811 0.108

Residual

Total

Ramirez Reséndiz Maribel
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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 = 0.108).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.237

The power of the performed test (0.237) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously

t-test

Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P =0.208)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
ABC 0-a-M 12 0 3046.589 818.977 236.418
ABC 0-a -F 12 0 3751.533 1204.348 347.665

Difference -704.944
t=-1.677 with 22 degrees of freedom. (P = 0.108)

95 percent confidence interval for difference of means: -1576.871 to 166.983

The difference in 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 is not
a statistically significant difference between the input groups (P = 0.108).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.237

The power of the performed test (0.237) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously
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Parametro de Cuax
One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P =0.079)

Source of Variation DF SS MS
Between Groups 1 1153390.955 1153390.955
Residual 22 9322817.097 423764.413
Total 23 10476208.052

Source of Variation F P

Between Groups 2.722 0.113

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 = 0.113).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.228

The power of the performed test (0.228) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.

t-test

Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P =0.079)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
Cmax-M 12 0] 997.425 357.403 103.173
Cmax-F 12 0 1435.868 848.406 244.914

Difference -438.443
t =-1.650 with 22 degrees of freedom. (P =0.113)

95 percent confidence interval for difference of means: -989.591 to 112.706
The difference in 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 is not
a statistically significant difference between the input groups (P = 0.113).
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Power of performed test with alpha = 0.050: 0.228

The power of the performed test (0.228) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.

Parametro de tmax
One Way Analysis of Variance

Normality Test: Failed (P = 0.003)
Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks

Group N Missing Median 25% 75%
Tmax-M 12 0 3.000 3.000 3.000
T max -F 12 0 0.750 0.500 2.500

H = 6.007 with 1 degrees of freedom. (P =0.014)

The differences in the median values among the treatment groups are greater than
would be expected by chance; there is a statistically significant difference (P =
0.014)

To isolate the group or groups that differ from the others use a muitiple comparison
procedure.

All Pairwise Multiple Comparison Procedures (Tukey Test):

Comparison Diff of Ranks q P<0.05
Tmax-M vs T max -F 80.000 3.266 Yes

Note: The muitiple comparisons on ranks do not include an adjustment for ties.
t-test
Normality Test: Failed (P = 0.003)

Test execution ended by user request, Rank Sum Test begun

Mann-Whitney Rank Sum Test

Group N  Missing Median 25% 75%
Tmax-M 12 0 3.000 3.000 3.000
T max -F 12 0 0.750 0.500 2.500
T = 190.000 n(small)= 12 n{big)= 12 (P = 0.022)
Ramirez Reséndiz Maribel
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The difference in the median values between the two groups is greater than would
be expected by chance; there is a statistically significant difference (P = 0.022)

Parametro de ti2

One Way Analysis of Variance

Normality Test: Passed (P=0.113)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.396)

Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
t1/2-M 12 0 2.090 0.986 0.285
T max -F 12 0 1.667 1.572 0.454
Source of Variation DF SS MS

Between Groups 1 1.075 1.075

Residual 22 37.859 1.721

Total 23 38.934

Source of Variation F P

Between Groups 0.625 0.438

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 = 0.438).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.048

The power of the performed test (0.048) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.

t-test
Normality Test: Passed (P=0.113)
Equal Variance Test: Passed (P =0.396)
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Group Name N Missing Mean Std Dev SEM
t 1/2-M 12 0 2.090 0.986 0.285
T max -F 12 0 1.667 1.572 0.454

Difference 0.423
t = 0.790 with 22 degrees of freedom. (P = 0.438)

95 percent confidence interval for difference of means: -0.687 to 1.534

The difference in 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 is not
a statistically significant difference between the input groups (P = 0.438).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.
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10.- APENDICE IV. I

PESO DE CADA VOLUNTARIO Y FACTOR DE CORRECCION PARA

LOS PARAMETROS

FARMACOCINETICOS DE DICLOFENACO.

Factor de correccién
VOLUNTARIO PESO (Kg) Dosis/Peso (mg/kg).
1 63 1.59
2 63 1.59
3 62 1.61
4 G4 1.56
S5 98 1.02
6 39 1.12
7 68 1.7
8 73.5 1.36
9 G4 1.56
10 80.5 1.21
11 83.5 1.20
12 61 1.56
13 52.5 1.90
144 57 1.75
15 53.5 1.87
16 56 1,78
17 58.5 1.71
18 53.5 1.87
19 54 1.85
20 62 1.61
21 57 1.75
2 58 1,72
23 66.5 1.50
24 49 2.04
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