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RESUMEN 

RESUMEN 

El propósito del presente trabajo fue t~alizar un estudio preliminar de 

bioequivalencia en población mexicana de una formulación oral conteniendo 

Ampicilina como principio activo, además de determinar el número de individuos 

mínimo y los tiempos de muestreo que se requieren para realizar un estudio de 

bioequivalencia. 

La población en estudio se conformó de 8 individuos, 4 hombres y 4 mujeres 

distribuidos al azar de acuerdo a un diseño cruzado 2 x 2, a los cuales se les 

administró por vía oral lg de Ampicilina (2 cápsulas de 500mg). 

Se colectaron muestras sanguíneas a los siguientes tiempos: O, 0.25, 0.50, 

0.75, 1.0, 1.50, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0 horas después de su administración. 

Para cuantificar Arnpicilina en plasma se desarrolló y validó un método 

analítico por Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución, determinándose 

linealidad, precisión, exactitud, limite de detección (LO), limite de cuantificación 

(LC), selectividad, tolerancia y estabilidad en el rango de concentraciones de 0.4-

12µ g/mL. 

Por el método validado se obtuvo un tiempo de retención de 7.2 minutos 

para Ampicilina, un LC de 0.4µ g/mL y un LD de 0.2µ g/mL. El recobro obtenido 

fue de 91.81 % y la linealidad en el intervalo de concentraciones de 0.4-12µ g/mL 

fue de 0.9998 promedio. 

Los parámetros farmacocinéticos promedio de ABCo ... 1, ABC0 ... oo, Cmax, 

Tmax y t •-:z encontrados para la formulación de referencia fueron: 21.61 ± 8.85 

µ g*h/mL. 24.67 ± 7.57 µ g*h/mL, 8.03 ± 4.28 µ g/mL, 2.69 ± 0.88 h, 1.26 ± 0.51 h 

respectivamente mientras que para la de prueba fueron: 23.52 ± 11.49 µ g*h/mL. 

25.36 ± 11.25µg*h/mL, 8.26 ± 4.73µg/mL, 2.13 ± 0.44 h, 1.21 ± 0.34 h 

respectivamente. 
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RESUMEN 

Se aplicó una ecuación para determinar el número de individuos para 

realizar un estudio de bioequivalcncia de Arnpicilina cápsulas y se encontró que se 

requieren de 22 individuos. 
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INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS 

Los antibióticos p-lactá111icos son productos útiles que se recetan 

frecuentemente y comparten una estructura y un mecanismo de acción comunes, 

dentro de este grupo se encuentra la Ampicilina que es un antibiótico de amplio 

espectro bactericida que actúa contra bacterias grampositivas y gramnegativas.<1> 

La Ampicilina es un fármaco de primera elección en infecciones bacterianas, se 

utiliza' para el tratamiento de infecciones en vías respiratorias superiores como 

sin.~~itis,.otitis media, exacerbaciones agudas de bronquitis crónica y cpiglotitis. La 

Ampicilina esta indicada también para el tratamiento de la meningitis bacteriana, 

algt.ina. infecciones gastrointestinales y en vías urinarias. Dicho antibiótico es el 

principio activo de varios medicamentos genéricos. 

En nuestro país los medicamentos genéricos que se han introducido al mercado 

farmacéutico se evalúan mediante estudios de disolución y bioequivalencia, dichos 

estudios aseguran la eficacia y seguridad de estos medicamentos. 

Para que los resultados de un estudio de bioequivalencia sean confiables se 

requiere contar con un número de sujetos y tiempos de muestreo adecuados. Un 

estudio preliminar de bioequivalencia es útil para de determinar esas condiciones. 

Considerando lo anterior se realizó un estudio preliminar de bioequivalcncia 

de Arnpicilina cápsulas cuyos objetivos fueron los siguientes: 

o Desarrollar y validar un método analítico por Cromatograffa de 

Líquidos de Alta Resolución para cuantificar Ampicilina en plasma. 
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INTRODUCCIÓN Y OBJETIVOS 

e Comparar la biodisponibilidad entre dos formulaciones orales de 

Ampicilina (innovador contra el de prueba) en términos de velocidad y 

grado de absorción. 

o Establecer el número de individuos y los tiempos de muestreo nL'Ccsarios 

para realizar un estudio de bioequivalencia de Ampicilina cápsulas. 
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GENERALIDADES 

2. GENERALIDADES 

2.1.. PANORAMA DE LOS ESTUDIOS DE BIOEQUIV ALENCIA 

En Ja actualidad., en México una parte de la industria farmacéutica dedica 

sus esfuerzos al diseño y optimización de nuevas formulaciones con principios 

activos ya conocidos, una vez que el período de vigencia de la patente de dichos 

fármacos ha concluido (medicamentos genéricos). 

Los medicamentos genéricos tienen un papel importante en el mercado 

farmacéutico desde el punto de vista social y económico al permitir reducir el 

elevado costo de los medicamentos innovadores (medicamento que cuenta con Ja 

patente original a nivel mundial). (2.3) 

En ese sentido y con la finalidad de asegurar Ja eficacia y seguridad de los 

medicamentos genéricos la Secretaria de Salud implemento un programa de 

evaluación de este tipo de medicamentos a partir de estudios de disolución y 

bioequivalencia. (-1) 

Bioequivalencia se refiere a Ja velocidad y proporción en que el mismo 

principio activo de dos medicamentos (innovador y prueba) alcanzan la circulación 

sistémica, por ello, Ja bioequivalencia se cuantifica mediante los parámetros de 

concentración plasmática máxima (Cmáx), tiempo para alcanzar la concentración 

plasmática máxima (tmax) y área bajo la curva (biodisponibilidad ).C•> 

En México, se considera que dos productos son bioequivalentes si son 

equivalentes farmacéuticos o alternativas farmacéuticas, siempre y cuando 

cumplan con las especificaciones de organismos especializados reconocidos 

internacionalmente y en los cuales no se observa diferencia significativa en la 

velocidad y cantidad de fármaco absorbida, cuando son administrados ya sea en 

dosis única o dosis múltiple bajo condiciones experimentales similares.C3) 
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GENERALIDADES 

Si se demuestra que la biodisponibilidad en el medicamento genérico es 

equivalente a la del medicamento innovador, entonces podemos considerarlos 

intercambiables(S), es decir, el medicamento genérico puede sustituir al 

medicamento innovador en el tratamiento de una enfermedad o síntoma en un 

paciente concreto. La evidencia de eficacia clínica y seguridad del innovador se 

aplica al genérico.<6 > 

2.2. ESTUDIOS DE BIOEQUIV ALENCIA EN MÉXICO 

2.2.1. Criterios y requisitos 

Las pruebas de bioequivalencia en humanos deben realizarse con base en lo 

dispuesto en la Ley General de Salud, en el Reglamentos de la Ley General de 

Salud en Materia de Investigación para la Salud, las Buenas Prácticas Clfnicas y 

demás disposiciones aplicables. 

En México la Secretaria de Salud publicó en el Diario Oficial la Norma 

Oficial Mexicana NOM-177-SSAl-1998, que establece las pruebas y procedimientos 

para demostrar que un medicamento es intercambiable, así como los requisitos a 

que deben sujetarse los laboratorios terceros autorizados.Pl 

La población de voluntarios para un estudio de bioequivalencia se debe 

seleccionar con la intención de minimizar la variabilidad de los resultados 

experimentales y permitir la detección de diferencias entre los productos 

farmacéuticos.<5) 

Para la selección de los voluntarios se debe considerar lo siguiente:(3. 7) 

o Características antropométricas: se prefieren individuos de la misma 

raza, edad (entre 18 y 55 años) y peso ( ± 10% del ideal). 

o Estado físico: deber ser sanos, lo que se dctcrn1ina por medio de la 

historia clínica y pruebas de laboratorio y gabinete. 
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e No deben tener antecedentes de drogadicción o de abuso de alcohol,. 

café, tabaco o bebidas de cola ni estar bajo la administración de 

medicamentos. 

a Características psíquicas: Stress y neurosis pueden afectar la 

biodisponibilidad. 

El diseño experimental a emplear debe responder la pregunta de si existe 

biocquivalencia entre dos medicamentos para lo cual un diseño de tipo cruzado 2 x 

2 es el mas adccuadoCK) ya que permite minimizar la existencia de la variabilidad 

individual.(7) 

El número de voluntarios debe calcularse por métodos estadisticos 

adecuados.(3) En los estudios de bioequivalencia el tamaño de la muestra requerido 

para tener la capacidad de establecer bioequivalencia dentro de limites 

significativos puede calcularse por hipótesis puntual.<"'> 

El muestreo debe realizarse por un periodo que permita cubrir por lo menos 

el 80% del área bajo la curva de concentración plasmática (como mínimo 4 vidas 

medias, en el caso de sangre o 7 vidas medias en el caso de orina). El horario de 

obtención de muestras se debe diseñar de forma que permita caracterizar los 

parámetros farmacocinéticos de área bajo al curva de concentración plasmática en 

función del tiempo (ABC), concentración plasmática máxima (Crnáx) y tiempo 

para alcanzar la concentración plasmática máxima (tmáx).(3) 

Se deben obtener al menos once tiempos de muestreo, en los cuales se 

incluyan el tiempo O, 3-4 puntos antes del Cmáx, 3-5 puntos alrededor del Cmáx y 

4-6 puntos durante la fase de climinación.(3) 

Es necesario contar con métodos validados para cuantificar fármacos en 

fluidos biológicos, entendiéndose por validación a la evidencia experimental 

documentada de que un procedimiento cumple con el propósito para el que fue 

diseñado. 

18 



GENERALIDADES 

Los parámetros con los que se debe validar un método son:<3 > 

Linealidad: Capacidad de un método analítico, en un intervalo de trabajo, 

para obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentración 

del compuesto en la muestra. 

Estabilidad: Es la propiedad del compuesto por analizar, de conservar sus 

características, desde el momento del muestreo hasta su análisis. 

Exactitud: Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el 

valor de referencia. 

Límite de detección: Mínima concentración de un compuesto en una 

muestra el cual puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las 

condiciones de operación establecidas. 

Límite de cuantificación: Es la concentración más baja del compuesto que 

puede cuantificarse cumpliendo con la precisión y exactitud establecidas en el 

método. 

Precisión: Grado de concordancia entre resultados analíticos individuales 

cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una 

muestra homogénea del producto, se evalúa como repetibilidad y 

rcproducibilidad. 

Repetibilidad: Precisión de un método analítico que expresa la variación 

dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones independientes 

realizadas en las mismas condiciones. 

Rcproducibilidad intralaboratorio: Precisión de un método analítico que 

expresa la variación obtenida entre determinaciones independientes realizadas en 

el mismo laboratorio, pero en diferentes condiciones de análisis. 

Recuperación absoluta: Eficiencia de un método analítico para cuantificar el 

o los compuestos por analizar en la muestra biológica. 
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Selectividad: Capacidad de un método analítico para cuantificar exacta y 

específicamente el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos que 

pudieran estar presentes en la muestra. 

Tolerancia: Capacidad el método analítico para obtener resultados precisos 

y exactos ante variaciones pequeñas pero deliberadas, en sus parámetros y 

condiciones de trabajo y que proporciona una indicación de su confiabilidad 

durante el uso normal. 

2.3. MONOGRAFiA DE AMPICILINA 

La ampicilina es un antibiótico scmisintético bactericida contra 

grampositivos y gramnegativos. Pertenece a las aminopenicilinas y es hidrolizada 

por P-lactamasas. Se encuentra en varias formas hidratadas (rnonohidrato, 

sesquihidrato, trihidrato) y en forma de sal, la forma L(+) es menos activa como 

antibiótico que la forma D(-). Puede ser administrada por vfa oral como trihidrato 

o por vía parenteral como saJJ1. q, 10) 

2.3.1. Propjedades quimicas(ll) 

2.3.1.1.Nombre químico 

Ácido 6-[D(-)- a -aminofenilacetami~o] penicilánico 

2.3.1.2.Fórmula condensada 

2.3.1.3.Fórmula desarrollada (Figura 1) COOH 

H O ~CH, @-+- COMf-~S CH, 

NH,. H H 

Figura 1.Estructura química de la ampicilina anhidra. 
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2.3.1.4.Peso molecular 

349.41 g/mol 

2.3.2.. Propiedades fisicoquímicasfto. n. '12) 

2.3.2.1.Descripción 

Polvo blanco cristalino 

2.3.2.2.Solubilidad 

La solubilidad de ampicilina es 1en170 de agua; prácticamente insoluble en 

etanol, acetona, tetracloruro de carbono, cloroformo y éter. 

2.3.2.3.Constantc de ionización(t2. t:'\) 

pKa 2.5 (-COOH). 7.3 (-NH2), (25º). 

2.3.2.4.Punto de fusión 

Se han reportado puntos de fusión de 199-202ºC. 

2.3.3. Propiedades farmacológicas 

2.3.3.1.Mccanisrno de acción(t4) 

La ampicilina se adhiere a las proteínas bacterianas fijadoras de penicilina 

inhibiendo así la síntesis de la pared celular bacteriana. 

Actúa inhibiendo la última etapa de la síntesis de la pared celular bacteriana 

uniéndose a unas proteínas específicas llamadas PBPs (Penicillin-Binding Proteins) 

localizadas en Ja pared celular. Al impedir que la pared celular se construya 

correctamente, la ampicilina ocasiona, en ultimo termino, la lisis de la bacteria y su 

muerte. 
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2.3.3.2.Usos terapéuticos<1. 9> 

-Infecciones de vías respiratorias superiores. 

La ampicilina es activa contra Streptococcus pyogenes y muchas cepas de 

Streptococcus pneur11oniae y H.injluenzae que son las principales bacterias patógenas 

de vías respiratorias superiores. Es eficaz contra sinusitis, otitis media, 

exacerbaciones agudas de bronquitis crónica y epiglotitis causada por cepas 

sensibles de estos microorganismos. 

-Infecciones de vías urinarias. 

Las infecciones de vías urinarias por cntcrococos, infecciones no 

complicadas causada por Enterobactcriaccac siendo la especie más común E.coli. 

La ampicilina suele ser un compuesto eficaz aunque se ha vuelto más común la 

resistencia a ella. 

-Meningitis. 

La ampicilina posee excelente actividad contra L.1110110C1Jloge11es, una causa 

de meningitis en sujetos inmunodeficicntes. La meningitis bacteriana aguda suele 

ser causada por H.injluenzae, Streptococcus pr1eu111011iae y N.tueningitidis. Dado que 

20 a 30% de las cepas de H.influ.enzae y Streplococcus pueu111oniae son resistentes a 

dicho antibiótico, la ampicilina no esta indicada como fármaco único para tratar la 

meningitis. 

-Infecciones por Sal111onella. 

Los cuadros que acompañan bactcremia, enfermedades con focos rnetastásicos y 

síndron1c de fiebre entérica (incluida la fiebre tifoidea) mejoran adecuadamente 

con arnpicilina. 

-Septicemia y endocarditis (la adición de un aminoglucósido puede 

incrementar la efectividad de la ampicilina cuando se trate de una endocarditis por 

cnterococo). 
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Deben realizarse estudios bacteriológicos para determinar el agente 

etiológico y su sensibilidad a la ampicilina. 

2.3.3.3.Dosis utilizadas(l. 14) 

La dosis de ampicilina varia con el tipo y la gravedad de la infección que se 

busca tratar así como con la función renal y la edad. 

Los neonatos (incluso de una semana de vida) deben recibir de 25 a SO 

mg/kg de peso corporal cada 12 horas. Los niños de 1 a 4 año~ de edad deben 

recibir 100 a 200 mg/kg al día en tres fracciones y los de mayor edad, la misma 

dosis diaria en cuatro porciones. 

En enfermedades leves a moderadas, la dosis para adultos es de 1 a 4 

gramos cada seis horas. La arnpicilina se administra por vía perenteral cuando se 

trata de infecciones graves, en estos casos la dosis es de 6 a 12 gal día. En presencia 

de choque, la absorción a partir de los sitios intramusculares está reducida, por lo 

tanto, se recomienda la vía intravenosa. 

Se administran hasta 400 mg/Kg de peso para el tratamiento de meningitis. 

2.3.3.4.Efectos adversos. 

Como cualquier penicilina, se pueden presentar reacciones principalmente 

debidas a fenómenos de hipersensibilidad. Es más probable que se presenten en 

individuos quienes previamente han demostrado ser hipersensibles a la penicilina 

y en aquellos con antecedentes de alergia, asma, fiebre del heno o urticaria. 

Se han reportado las siguientes reacciones adversas con el uso de la 

ampicilina: 

a) Gastrointestinales. Se deben a la reducción de la flora: náusea, vómitos, 

anorexia, diarrea, gastritis y dolor abdominal. En algunos casos puede 

producirse colitis scudomembranosa. Estas reacciones se asocian usualmente 

con la forma oraJ.(9. 14, 1s1 
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b) Reacciones de hipersensibilidad. A menudo se han reportado exantemas 

cutáneos y urticaria,. así como algunos casos de dermatitis exfoliativa y eritema 

multiforme. La anafilaxia es la reacción más grave experimentada y a menudo 

se le asocia con las formas de dosificación parenteral. La ampicilina y sus 

productos de degradación actúan como haptenos después de su reacción 

covalentc con proteínas. El producto intermediario antigénico mas importante 

es la fracción peniciloil que se forma al abrirse el anillo P-lactámico, y se le 

considera como el determinante mayor (predominante) de la alergia a la 

penicilina.<1> Si se presentara cualquiera de las reacciones de hipersensibilidad 

debe descontinuarse la ampicilina a menos que, en opinión del médico, la 

infección que se está tratando atente contra la vida del paciente y sólo pueda 

tratarse con ampicilina. 

c) Hemático y linfático. Se han reportado anemia trombocitopénica, púrpura 

trombocitopénica, cosinofilia, leucopenia y agranulocitosis durante el 

tratamiento con penicilinas. Estas reacciones suelen ser reversibles al 

descontinuar el tratamiento y se piensa que sean fenómenos de 

hipcrsensibilidad.(14. t5) 

d) Sistema nervioso central. Se han presentado con poca frecuencia cefaleas, 

agitación, insomnio y confusión.(15) 

e) Locales. Dolor en el sitio de inyección, irritación venosa, tromboflebitis.<1.a) 

f) Embarazo y lactancia. No se ha establecido la seguridad de ampicilina en 

mujcrt;,.~ en lactancia ni durante el embarazo. 

2.3.3.5.Interacciones.C14) 

El probenecid inhibe la excreción tubular de la ampicilina, aumentando Jos 

niveles plasmáticos del antibiótico. En la práctica clínica estos dos fármacos se 

suelen asociar para el tratamiento de la gonorrea. 
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Por regla general, esta interacción no ocasiona problemas clinicos excepto en 

pacientes con insuficiencia renal. 

El uso simultáneo con un antibiótico aminoglucósido produce un efecto 

bactericida sinérgico contra algunas cepas de enterococos y estreptococos del 

grupo B. Sin embargo, los fármacos son física y químicamente incompatibles y se 

inactivan si se mezclan o se administran juntos. 

El uso concomitante de la ampicilina y clavulanato mejora la actividad 

bactericida de la ampicilina frente a las bacterias que producen P-lactamasas como 

H. Injluenzne, porque el ácido clavulánico es un inhibidor de la p -lactarnasa. 

La arnpicilina en grandes dosis inhibe la excreción tubular renal del 

metotrexato, retardando así su eliminación y elevando las concentraciones 

plasmáticas de este último. 

El uso simultáneo con alopurinol aumenta la incidencia del exantema 

cutáneo.(14. 1s) 

La ampicilina puede reducir la eficacia de los anticonceptivos orales que 

contienen estrógenos<9 > debido, a una estimulación del metabolismo de estos, o a 

un reducción de su circulación enterohcpática al reducirse la flora gastrointestinal 

por acción del antibiótico. 

Los inhibidores de la bomba de protones tie~en efectos de larga duración 

sobre la secreción gástrica de ácido. Como la absorción gástrica de la ampicilina 

está influida por el pH gástrico, la administración concomitante de lansoprazol, 

rabeprazol, u omeprazol puede tener un efecto significativo sobre la 

biodisponibilidad de la ampicilina. 

2.3.3.6.Contraindicacioncs. 

Antecedentes de una reacción de hipersensibilidad previa a cualquiera de 

las penicilinas.(15) 
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La ampicilina esta relativamente contraindicada en pacientes con 

infecciones virales o leucemia linfática ya que estos pacientes pueden desarrollar 

ras h. 

2.3.3.7.Sobredosis y tratamiento (14, 15) 

Entre los signos de sobredosis están sensibilidad ncuromuscular o 

convulsiones. Después de ingestión reciente, se debe vaciar el estómago 

induciendo emesis o con lavado gástrico, para reducir la absorción se dc:be seguir 

con carbón activado. En pacientes con alteración de la función renal, los 

antibióticos de la clase de la ampicilina pueden ser removidos por hernodiálisis 

pero no por diálisis peritoneal. 

2 .. 3 .. 4.. Presentaciones comerciales 
En México se encuentran disponibles las siguientes presentaciones 

comerciales que contienen ampicilina.ClS) (Tabla 1) 

Tablal. Presentaciones de Ampicilina disponibles en México. 

Nombre Comercial 

AMPICLOX-D• 
AMSAPEN• 
ANCLOPENOIJ 

BINOTALMR 

DIFERIN• 
FLAMICINA~ 

MAROVJLINA ·•· 
OMNIPEN• 

PENBRITJN•· T-5 
PENTREXYL• 

S/NAPL/N 

UNASYNA• 

Forma Farmacéutica 

Cápsulas 
Solución inyectable 
Cápsulas. suspensión, 
solución i1t11cctablc 11 tabletas 
Cápsulas, comprimidos, 
susvcnsióu t/ frasco ám1111la 
Cáps11las 
Cápsulas, tabletas, s11spt.·11sió11 
1/ solución im¡cctnbh.· 
C1ínsuli1s t/ susnt.•nsión 
Cápsulas, suspensión oral 
11 sol11ció11 i1tt¡l•ct11blc 
Tabletas 1f solución im1cc"1ble 
Cápsu"1s 11 suspensión 
Cápsuhls, solución iuycctablc, 
sus 1f."nsióu. tabldns. <'c>las 
Ctipsulns, solución 
inyl'Ctablc y suspc11sió11 

Solucióu i1111cctable 

Laboratorio 
LABORATORIOS SANFER. S. A. Je C. V. 
ANTIBIOTICOS DE MEXICO. S. A. Je C. V. 

LABORATORIOS LIOMONT. S. A. Je C. V. 

BAYER.DE MEXICO,S. A.Je C. V. 

LABORATORIOS CROSSMAN, S. A. 

LABORATORIOS FUSTERY.S. A. Je C. V 

ATLANTIS. S. A . .. t.: C. V. 

\VYETH. S. A. Jl• C. V. 

LABOl~ATORJOS HORMONA®, S. A. de C. V. 

LABORATomos HORMONA®. S. A. dt." c. V. 

BRISTOL-MYERS SQUIBB CE MEXICO, 
S. 1..te R. L J~ C.\'. 

REPRESENTACIONES E IN\."ESTIGACIONES 
MEDICAS. S. A ... te C. V. 

PFIZER, S. A. J..._. C. V. 
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2.3.5. Farrnacocinética 

2.3.5.1.Vías de administración(l-n 

La ampicilina puede ser administrada por vía oral.. intramuscular o 

intravenosa. 

2.3.5.2.Absorción!1l 

La ampicilina es estable en medio ácido y se absorbe adecuadamente 

después de ser ingerida. Una dosis oral de 0.5 g produce concentraciones 

plasmáticas máximas de 3 µ g/ mL a las dos horas. La absorción es incompleta si la 

persona consume alimentos antes de ingerir el fármaco. 

La inyección intramuscular de 0.5 a lg de ampicilina sódica genera 

concentraciones máximas en plasma de 7 a 10µ g/mL, respL"'Ctivamente, después 

de una hora. 

2.3.5.3.Distribución 

Después de la ingcsta de ampicilina, esta se absorbe y se distribuye 

ampliamente por todo el cuerpo. El volumen de distribución es de 0.2 a 0.5 L/Kg y 

presenta una unión a proteínas plasmáticas de un 20%.<9 • t2) 

Se alcanzan concentraciones terapéuticas, en tejidos y secreciones corno 

líquido sinovial, pleural, pcricardico y en bilis. Solo cifras pequeñas se detectan en 

secreciones prostáticas, tejido encefálico y liquido intraocular. La concentración de 

ampicilina en líquido cefalorraquídeo es mayor cuando hay inflamación en las 

meninges que cuando son normalcs.(1) 

La ampicilina atraviesa la membrana placentaria.<14> 
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2.3.5.4.Metabolismo<•. ••> 

La ampicilina se mctaboli7..a solo parcialmente a ácido pcniciloico. Su 

metabolismo hepático es de un 7 a 11 % por hidrólisis. 

2.3.5.5.Elirninación. 

La ampicilina se excreta en la orina mediante secreción tubular renal y 

filtración glomcrular.<14 ) 

El 30% de una dosis oral es excretada en orina en 6 horas corno fármaco 

inalterado y el 10% como ácido peniciloico; después de una administración 

parenteral cerca de 75% es excretada inalterada en 6 horas. También se excreta en 

la leche matcrnaJ12) 

La vida media de eliminación es de 1a1.5 horas; en pacientes con deterioro 

renal avanzado, la vida media es de 10 a 24 horas.(14) 

La ampicilina aparece en la bilis y en cantidades apreciables en las heces.et> 

2.4. MÉTODOS ANALITICOS PARA CUANTIFICAR AMPICILINA EN 
FLUIDOS BIOLÓGICOS 

A continuación se describen algunos métodos analfticos para la 

cuantificación de Ampicilina por cromatografía de Uquidos de alta resolución. 

1) lshida(16) y colaboradores desarrollaron un método para cuantificar 

Ampicilina en suero humano por cromatografía de líquidos de alta 

resolución (CLAR). Las muestras sanguíneas fueron extraídas usando una 

extracción fase sólida con cartuchos conteniendo un sorbente de cstireno 

divinil/bcnccno. Las muestras extraídas fueron separadas por CLAR fase 

reversa utilizando una columna C1s, la cual fue mantenida a una 

28 



GENERALIDADES 

temperatura de 30ºC. La detección fue por UV a una longitud de onda de 

220 nrn. Se utilizó N 2 , N 4 , N 6 -trimetilmclamina como estándar interno. La 

fase móvil consistió de acctonitrilo 10mM -NaH2P04 (6.5:93.5, v/v). Por este 

método se obtuvieron tiempos de retención de 20.7 rnin para ampicilina y 

15.4 min para el estándar interno. El limite de cuantificación reportado fue 

de 0.19µg/mL utilizando 0.5 mL de suero. La linealidad en el rango de 

concentraciones de 0.19-9.41 µ g/mL mostró un coeficiente de correlación de 

0.999. 

2) Marzo A.(17} y colaboradores, diseñaron un método para cuantificar 

Arnpicilina en plasma utilizando el siguiente sistema cromatográfico: una 

columna µ Bondapak C1f(, con una fase móvil constituida de mctanol­

KH2P04 0.067M (20:80, v/v) a un flujo de 1.5 mL/min. La detección se 

realizó a 225 nm. El tratamiento de la muestra consistió en tomar 0.5 mL de 

plasma y adicionar 1 mi de metanol para precipitar las proteínas, después 

de agitar por 5 minutos y centrifugar a 2400 g por 10min, lmL de 

sobrenadante fue separado y se adicionaron 2µ g de cefazolin corno 

estándar interno. Los tiempos de retención para arnpicilina y el estándar 

interno fueron 9.0 y 14.0 min respectivamente. El coeficiente de correlación 

fue de 0.9997 en el rango de 0.1-10 µ g/mL. Los autores reportan un recobro 

de ampicilina de 97.6% y un limite de detección de 0.5µ g/mL. 

3) Lee<tS) y colaboradores, desarrollaron un método para determinar 

metampicilina y su rnctabolito ampicilina en plasma utili7.ando la técnica de 

swicheo, para la cual se utilizó una prccolurnna Novo-Pak C 8 y una 

columna analltica Ultracarb5 ODS-30. 
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La fase móvil consistió en dos componentes: 

A) Acetonitrilo : solución amortiguadora Je fosfatos pH 7.0 0.02M 

(4:96,v /v). 

B) Acetonitrilo : solución amortiguadora de fosfatos pH 7.0 0.02M 

(30:70,v/v). 

Se utilizó un gradiente linear: 

45% Ben A (0-lOminutos) 

de 45% Ben A a 100% B (10-18 minutos) 

100% B (18-30 minutos) a un flujo de 1.0ml/min. 

En esta técnica se realizó una inyección directa de una pequeña cantidad de 

plasma diluido con una solución amortiguadora de fosfatos O.OSM pH 7.0; 

junto con el estándar interno Ccfalexina. La longitud de onda utilizada fue 

de 230 nm. Los tiempos de retención para ampicilina y rnetampicilina 

fueron 10 y 20 minutos respectivamente. Los autores reportaron un Limite 

de detección de O.lµg/mL, un recobro promedio de ampicilina de 

93.7±1.1. En el rango de concentraciones de 0.1-lOOµg/mL se observó un 

comportamiento lineal con un coeficiente de correlación de 0.999. 

4) Vallén<19> y colaboradores desarrollaron un método para cuantificar 

arnpicilina en plasma por CLAR, el cual incluye un paso de 

dcsprotcinización y separación en un sistema cron1atográfico columna 

acoplada seguido por dcrivatización post-columna y una detección por 

fluorescencia. El sistema cromatográfico utilizado incluye una prccolurnna 

RP18. Una columna Perkin-Elemer 3x3TM y una fase móvil constituida por 

una mezcla metano! en una solución amortiguadora de fosfatos pH 7.4 al 

17% conteniendo hcxilsulfato de sodio 1 mM. Una segunda columna 
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utilizada fue Microsphcr C18 para Ja cual se empleó una fase móvil de 

metanol en una solución amortiguadora de fosfatos pH 7.4 al 35% a una 

velocidad de flujo de 1.0 mL/min. El tiempo de retención reportado para 

ampicilina después de la primera columna fue aproximadamente de 2.5 

minutos en tanto que en la segunda columna fue de 5 minutos. 

Una vez que la muestra salía de la segunda columna se mezcló con una 

solución de fluorescamina en Acetonitrilo (0.16 mg/mL), la fluorescencia se 

monitoreo a 470 nm. El limite de detección reportado fue de 14 nmol/L y se 

observó una linealidad en el rango de concentraciones de 0.1-20 µmol/ L. 

31 



PARTE 
EXPERI1"ENTAL 

TESIS CON 
FALLA DE ORIG6" 

32 



PARTE EXPERIMENTAL 

3. PARTE EXPERIMENTAL 

El estudio realizado consistió de dos partes: 

a) Desarrollo y validación del método analítico. 

b) Análisis de las muestras de los voluntarios 

3.1.DESARROLLO DEL MÉTODO POR CROMATOGRAFIA DE 
LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCIÓN PARA CUANTIFICAR AMPICILINA 
EN PLASMA 

3.1.1.Material y equipo 

Agitador Vortex Thermolyne Maxi Mix 11. 

Balanza Ohaus Mod AS120. 

Potenciómetro OAKTON pH 1000 series. 

Baño de Agua Fisher Scicntific. 

Membranas de filtración Millipore de 0.45 µ m. 

Micropipetas Eppendorf. 

Micropipcta Repetidora Eppendorf. 

Sistema de Filtración Millipore. 

Sonificador Fisher Scicntific FS20. 

Cromatógrafo de líquidos Watcrs Millenium compuesto por: 

Dos bombas isocráticas Watcrs 510 con controlador de gradiente. 

Integrador Paquete computacional Millennium 32, Waters. 

Detector de arreglo de diodos, modelo 996 Waters. 

Automuestreador (Inyector automático). modelo 717 plus de Waters. 

Equipo para extracción sólido-líquido Waters. 
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3.1. .. 2..Reactivos 

Borato de sodio 10-hidrato, J.T. Bilkcr. 

Fosfato dibásico de sodio anhidro J. T. Baker. 

Hidróxido de Sodio, J- T. Baker. 

Ácido o-fosfórico, Mcrck. 

Ácido acético glacial, J. T. Baker. 

Acetonitrilo HPLC, J.T. Baker. 

Metano! HPLC, J. T. Baker. 

Nitrógeno UN1066. 

Agua HPLC, obtenida a partir de agua destilada y desionizada con equipo Milli Q­

Watcrs System. 

Plasma humano fresco congelado, con etiqueta de sangre segura y resultado 

negativo a las pruebas de VlH, hepatitis By VDRL donado por el Centro Nacional 

de Transfusión sanguínea. 

3.1.2.1.Sustancias de Referencia 

Ampicilina trihidrato Estándar primario. Laboratorio COSUFAR, lote 3500. 

3 .. 1.3.Preparación de soluciones para la fase móvil 

Solución amortiguadora de Borato de Sodio O.OlM pH 10.0 

Transferir 7.63g de borato de sodio 10-hidrato a un matraz volumétrico de 

2L, disolver y llevar a volumen con agua desionizada. Ajustar a pH 10.0 con 

hidróxido de sodio. Filtrar la solución al vacío a través de una membrana rnillipore 

de 0.45 µ rn y dcsgasificar por sonificación al vacío durante 20 minutos. 
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3.1.4.Preparación de soluciones de referencia 

Solución patrón de Ampicilina de 200 µ g/mL 

Pesar con exactitud 0.0lg de AmpiciJina, transferir a un matraz volumétrico 

de 50 mL .. disolver y llevar a volumen con solución amortiguadora de fosfato 

dibásico de sodio 0.02M pH 10.0. 

La concentración de esta solución es de 200 µ g/rnL de Ampicilina 

(Solución patrón 1). 

Solución patrón de Ampicilina de 20 µ g/mL 

Tornar una alícuota de lOmL de la solución patrón 1 y transferirla a un 

matraz volumétrico de 100 rnL. Llevar a volumen con solución amortiguadora de 

fosfato dibásico de sodio 0.02M pH 10.0. La concentración final de ésta solución es 

de 20 µ g/mL (Solución patrón 2). 

3.1.5.Preparación de la curva patrón 

Se evaluaron siete puntos correspondientes a la curva de calibración, 0.4, 0.6, 

1.5, 2.0, 6.0, 8.0 y 12.0 µ g/mL y tres puntos control de calidad con valores de 

c~ncentracioncs diferentes a las establecidas para la curva de calibración pero que 

se encontraban dentro del intervalo. Los valores de concentración asignados para 

los puntos control fueron de 1.0, 4.0 y 10 µ g/mL. 
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En la tabla 2 se establece la preparación de los puntos de la curva de 

calibración así como, la de los puntos control, a partir de las soluciones patrón de 

Arnpicilina. 

Tabla 2. Preparación de la curva patrón de Arnpicilina. 

Volumen Volumen Volumen 
Concentración solución patrón solución solución Volumen 

(µg/mL) de Ampicilina patrón de amortiguadora de 
20 µg/rnL Ampicilina de fosfato de plasma 

(µL) 200µg/rnL sodio0.02 M (µL) 
(µL) pH 7.0 (µ L) 

0.4 20 - 80 1000 
0.6 30 - 70 1000 
1.0 50 - 50 1000 
1.5 75 - 25 1000 
2.0 100 - - 1000 
4.0 - 20 80 1000 
6.0 - 30 70 1000 
8.0 - 40 60 1000 
10.0 - 50 50 1000 
12.0 - 60 40 1000 

3.1.6.Selección de la longitud de onda de máxima absorción (A. m••>· 
Se realizó un barrido de Ampicilina en la· región de 190 a 300 nm del 

ultravioleta (UV), con el fin de identificar la longitud de onda de máxima 

absorción para Ampicilina. 

3.t.7.Elección de la columna crornatográfica. 

Se probaron dos columnas cromatográficas fase reversa, se seleccionó 

aquella que permitiera obtener parámetros cromatográficos óptimos, factor de 

capacidad >2.0 y simetría de pico S2.0. 
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Las columnas evaluadas fueron las siguientes: 

1) Symmetry Shield TMC.Sµ m 3.9 x 150mm 

2) X Terra RP18 5 µ m 4.6 x 250mm 

3 .. 1..8.Elección de la temperatura de la columna. 

Se probaron dos temperaturas de la columna 25ºC y 40ºC, con el fin de 

evaluar su efecto sobre la respuesta cromatográfica de Ampicilina. 

3.1..9.EJección de Ja composición de Ja fase móvil y pH. 

Se evaluó el comportamiento de Arnpicilina utilizando solución 

amortiguadora de Fosfato de sodio 0.01 M pH (3. 5. 7, 10) y solución amortiguadora 

de Borato de sodio 0.01 M pH 10 a diferente proporción. 

La fase móvil se seleccionó considerando la obtención de parámetros 

cromatográficos óptimos como: factor de capacidad > 2.0 y simetría de pico ~ 2.0. 

En la tabla 3 se muestran las soluciones amortiguadoras, pH y proporción 

de fase móvil que se probaron para el análisis de Ampicilina. 

Tabla 3. Fases móviles probadas para el análisis de Ampicilina. 

Proporción pH 
Solución amortiguadora de 

acetonilTilo 

Fosfato de sodio 0.01 M 5-13% 3.5 y 7 

Borato de sodio 0.01 M 10-13% 10 

Fosfato de sodio 0.01 M 13% 10 

Borato de sodio 0.01 M 12-20% 10 
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3 .. 1.tO.Elección del método de extracción 

Se probaron dos nlétodos de extracción y se seleccionó el que permitiera 

obtener un mayor recobro del fármaco y mínima presencia de impurezas 

procedentes del plasma. 

o Método de precipitación: 

Para precipitar el 99% de las proteínas presentes en un volumen de plasma, ti:C 

probó un método de precipitación con Metano! en proporción 2:1 con respecto 

a plasma y un método de precipitación con Acetonitrilo en proporción 1.5:1 

con respecto a plasma. 

o Método de extracción sólido-liquido: 

Tomando como base que la ampicilina presenta un comportamiento básico 

se probó un método de extracción sólido-liquido utilizando cartuchos OASIS 

HLB de 30 mg lml de capacidad. 

En la tabla 4 se muestran las etapas del método de extracción así como las 

soluciones empleadas en cada una de ellas. 
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Tabla 4. Soluciones empleadas en el método de extracción sólido-líquido. 

Eta ca Soluciones emoleadas 

Activación Solución amortiguadora de fosfato de sodio 0.02 M pH 12.0 

Carga 1 mL de muestra plasmática . Solución amortiguadora de fosfato de sodio 0.02 M pH 

12.0:Metanol en proporción 90:10 (v/v) 
Lavado 

Solución amortiguadora de fosfato de sodio 0.02 M pH 12.0 . . Solución amortiguadora de fosfato de sodio 0.02 M pH 7.0 . Ácido acético 2% en Metano! (alícuota de 1ml) 

Elución . Ácido acético 2% en Metano! (alícuota de 2ml) . Ácido acético 2% en Diclorometano (alfcuota de 2ml) . 25ºC 

Temperatura de . 30ºC 

evaporación en . 35ºC 
atmósfera de 

nitrógeno . 40ºC . 50ºC . Metano! al 5% en agua 

Reconstitución . Acctonitrilo: Agua en proporción 30:70 (v/v) . Solución amortiguadora de fosfato de sodio 0.02 M pH 10.0 

Una vez establecido el método de extracción se probaron 2 tipos de 

cartuchos más: 

Bond-Elut C18 de 50 mg 1 mL de capacidad. 

Strata C18 de 50 mg lmL de capacidad. 
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La elección del cartucho se basó en la obtención de un número mayor de 

extracciones, del por ciento de recobro y de la mínima cantidad de impurezas 

extraídas. 

3.2.VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALiTICO PARA CUANTIFICAR 

AMPICILINA EN PLASMA 

Una vez desarrollado el método y establecidas las condiciones analíticas se 

realizó la validación correspondiente con el propósito de contar con evidencia 

experimental documentada de que el procedimiento se comportaba consistente y 

garantizaba la obtención de resultados confiables. 

3.2.1.Validación del método 

Con base en lo establecido en la NOM-177-SSAl-1998, en lo referente a 

validación de métodos anaHticos para realizar pruebas de bioequivalencia,. se 

evaluaron los siguientes parámetros: 

3.2.1.1.Lincalidad del método 

La linealidad del método se evaluó preparando tres curvas de calibración en 

plasma .. en un día de trabajo, en el intervalo de concentraciones de 0.4 a 12 µ g/mL 

(ver tabla 2). Las curvas se prepararon a partir Je soluciones patrón 

independientes. Las muestras se procesaron de acuerdo al método establecido para 

ser inyectadas en el sistema cromatográfico. 
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De cada curva de calibración se obtuvo el área y se consideró que el método 

cumplía con la linealidad si al realizar el ajuste log-Iog lineal por mínimos 

cuadrados de la respuesta contra la concentración se .obtenía un coeficiente de 

correlación (r) mayor o igual a 0.99. También se ·obtuvieron y se evaluaron los 

valores de la pendiente (m) y la ordenada al origen (b) para cada curva. 

3.2.1.2.Precisión 

Para evaluar la precisión del método se consideraron los parámetros de 

repetibilidad y reproducibilidad. 

Se procesaron y cuantificaron muestras plasmáticas de 1, 4 y 10 µ g/mL, 

(control bajo, medio y alto) las cuales no pertenecen a la curva pero se encuentran 

dentro del intervalo de concentraciones establecido. En el caso de la rcpetibilidad, 

los tres puntos fueron preparados por quintuplicado en un mismo día de trabajo a 

partir de 5 soluciones patrón independientes, en tanto que para evaluar 

reproducibilidad se analizaron por duplicado los puntos control durante tres días 

de trabajo. Se realizó una curva de calibración para cada día de análisis. 

El coeficiente de variación de las concentraciones recuperadas para cada 

nivel de concentración no debió ser mayor al 15%. 
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3.2.1.3.Exactitud 

La exactitud se evaluó calculando la desviación absoluta (Desv.abs%) de los 

datos de repetibilidad y reproducibilidad por medio de la siguiente ecuación: 

Desv.abs.o/o = 100 x~IG_a_11_t1_·d_a_d_a_d_i_c __ io_1_1a_d_a_-_C_a_n_t_id_a_d_re_c_1_1p_er_a_d~al 
Cantidad adicionada 

El criterio de aceptación fué que el valor promedio de las determinaciones 

en cada nivel de concentración de los datos de rcpetibilidad y reproducibilidad 

esten dentro del ± 15% del valor nominal de concentración. 

3.2.1.4.Lfmite de cuantificación y Límite de detección 

Para determinar estos parámetros se prepararon por quintuplicado y a 

partir de soluciones patrón independientes, muestras de concentraciones 0.2 y 0.4 

µg/mL. 

El límite de cuantificación (LC) fué definido como la concentración más baja 

del rango de trabajo cuyo valor promedio se encontrara dentro del ±20% del valor 

nominal {cantidad adicionada) con un coeficiente de variación no mayor que 20%. 

El límite de detección {LD) se determinó corno la concentración a la cual la 

señal del compuesto por analizar en la matriz biológica fué tres veces mayor que el 

nivel de ruido. 
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3.2.1.5.Selcctividad 

La selectividad del método se evaluó analizando muestras de fármacos de 

uso común (ácido acetilsalicílico y paracetamol) a las concentraciones plasmáticas 

reportadas y muestras de plasma conteniendo hcparina, evaluando el método 

contra posibles interferencias en los tiempos de retención de Ampicilina. 

3.2.1.6.Tolcrancia 

La tolerancia,. definida como la capacidad del método analítico para obtener 

resultados precisos y exactos ante variaciones pequeñas pero deliberadas, en sus 

parámetros y condiciones de trabajo, se evaluó preparando por duplicado y a 

partir de soluciones patrón independientes, muestras plasmáticas de 

concentraciones 1, 4 y 10 µ g/mL, las cuales fueron inyectadas a las condiciones 

normales del método y posteriormente se inyectaron cambiando la proporción de 

fase móvil a solución amortiguadora de boratos O.OlM: ACN (86:14v/v). Un 

segundo cambio consistió en cambiar la velocidad de flujo a 1.Sml/min. Por último 

se cambió la longitud de onda a 206nm. 

El método se consideró tolerante a éstos cambios si la concentración 

recuperada no presentó una desviación absoluta con respecto a los valores 

iniciales~ mayor al 15%. 
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3.2.1.7.Rccobro 

Para evaluar el recobro se prepararon y procesaron tres series 

independientes de muestras control de calidad de Ampicilina en plasma (1, 4 y 10 

µ g/rnL) y tres series de muestras de fármaco en solución a las mismas 

concentraciones. La respuesta cromatográfica (área de pico) obtenida se comparó 

con la respuesta mostrada en muestras del fármaco en solución a las mismas 

concentraciones, pero que no fueron sometidas al procedimiento de extracción. 

3.2.1.8.Estabilidad 

En la prueba de estabilidad se determinaron las condiciones de temperatura 

y tiempo, en las que el compuesto permant..~e estable en la matriz biológica, 

durante su manejo .. almacenamiento y procesamiento, evaluando la respuesta 

(concentración) del compuesto por analizar en la matriz biológica. 

En esta prueba se evaluaron por duplicado tres niveles de concentración en 

plasma (1, 4 y 10 µg/mL), bajo ciclos congelación-descongelación (-70<<'.), 

congelación (-70ºC), refrigeración (5ºC), temperatura ambiente y estabilidad de la 

muestra procesada. Se prepararon 20 mL de cada muestra y se dividieron en 4 

alícuotas de 4 mL en tubos con tapón de rosca de 16 x 150 mm, se sometieron a las 

diferentes condiciones: 

1) Te111pernl11ra n111bieute. 

Se realizó el monitoreo de la estabilidad de Ampicilina en plasma bajo 

condiciones de almacenamiento a temperatura ambiente, para lo cual dos series de 

muestras de control de calidad se analizaron a los tiempos O, 2-l y 48 horas. 
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2) Refrigeración. 

El monitorco se realizó para los tres niveles de concentt·aciones control bajo 

condiciones de refrigeración (7ºC). Las muestras se analizaron a los tiempos O, 24 y 

48 horas. 

3) Ciclos de congelncióu-descongelnción. 

Las dos series independientes de controles se sometieron a dos ciclos 

congelación-descongelación a -70ºC y se analizaron al tiempo O, 24 y 48 horas. 

4) Congelación. 

Para determinar la estabilidad de Ampicilina bajo condiciones de 

congelación, las muestras control se almacenaron a -70ºC y fueron analizadas a los 

15, 30 y 101 días. 

5) Estabilidad de la muestra procesada. 

La estabilidad de la muestra procesada se determinó preparando por 

duplicado y con soluciones patrón independientes, muestras de Ampicilina en 

plasma a tres niveles de concentración (alto, medio y bajo), las cuales se sometieron 

al procedimiento de extracción, se reconstituyeron y se inyectaron al sistema 

cromatográfico bajo las condiciones establecidas. La muestra se quedaron 

almacenada en el auton1uestreador y se inyectaron nuevamente a las 24 y 48 horas 

después de procesadas. 
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El compuesto de interés (Ampicilina) se consideró estable bajo cada una de 

las condiciones si los resultados obtenidos se encontraban dentro del ±15% del 

valor de concentración obtenido para el tiempo cero. 
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3.3.ETAPA CLINICA 

La etapa clínica del estudio se realizó en la Unidad de Farmacología Clínica 

del Hospital Español. 

3.3.1..Diseño del estudio 

Los voluntarios se distribuyeron al azar de acuerdo a un diseño cruzado 2 x 

2 (Tabla 5) y se les administró según el caso, el fármaco A (Medicamento 

innovador) o bien, el fármaco B (Medicamento de prueba). 

Tabla 5.Aleatorización de voluntarios para el estudio preliminar de 

bioequivalcncia de Ampicilina. 

No.DE PERIODOI p PERIODOll 

SEXO VOLUNTARIO FORMULACIÓN E FORMULACIÓN 

~ A 
R 

B o 1 
z 2 B o A ::::; o :::> 

~ 3 A o B 

:::< 4 B o A 
E 

5 B A 
o L 
~ 6 A A B 
z V L<l 7 B A A :::< 
te 8 A o B o 

3.3.2.Selección de Voluntarios 

Acorde con los lineamientos propuestos en el reglamento de la Ley General 

de Salud en Materia de Investigación para la Salud, todos los sujetos participaron 

de manera voluntaria, y contaron con información referente al fármaco 
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administrado.. los fines del estudio, los efectos secundarios del fármaco y las 

indicaciones a seguir durante la realización del mismo. Los voluntarios firmaron 

una carta de consentimiento y aceptación. 

Las muestras fueron obtenidas de sujetos clínicamente sanos .. comprobado 

mediante los siguientes exámenes de laboratorio: 

Biometría hemática completa. 

Química sanguínea: urea, creatinina, TGO(AST) y TGP(ALT) y glucosa. 

Marcadores para hepatitis By C. 

Detección de VlH. 

Examen general de orina. 

Prueba de detección de drogas de abuso (ABUSIGN) al ingreso del estudio. 

Prueba de embarazo. 

Criterios de inclusión para los voluntarios 

Se incluyeron voluntarios clínicamente sanos del género masculino y femenino 

con edades entre 18-40 años. 

Los voluntarios no debían ingerir ningún medicamento, por lo menos dos 

semanas previas al estudio y hasta completarlo, ni consumir alcohol, tabaco, 

café o bebidas de cola por lo menos 48 horas antes del estudio o durante el 

mismo. 

Criterios de exclusión para los voluntarios 

Individuos que manifestaron sensibilidad o alergia a Ampicilina. 
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Sujetos que presentaron alguna alteración en sus signos vitales. 

Individuos que presentaron trastornos gastrointestinales, hipertensión arterial e 

insuficiencia renal o hepática. 

Sujetos que mostraron antecedentes de drogadicción o de abuso de fármacos. 

Sujetos que revelaron resultados positivos a la prueba de embarazo o al estudio 

cualitativo de fármacos de abuso en orina. 

Individuos con un padecimiento medico actual o pasado que pudiera afectar el 

comportamiento farrnacodinámico o farmacocinético de Ampicilina. 

3.3.3.Procedimiento 

A cada voluntario se le administró según el caso, 2 cápsulas de 500mg del 

fármaco A (Medicamento innovador) que corresponde a AMPICILINA, cápsulas 

de 500 mg (Pentrexyl, Bristol-Myers Squibb), lote EH 114 o bien, 2 cápsulas de 

500mg del fármaco B (Medicamento de prueba), lote 203065. en condiciones de 

ayuno junto con 250rnl de agua. 

Los tiempos de muestreo fueron: O, 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 1.50, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0. 

5.0, 6.0, 7.0 y 8.0 horas, recibiéndose 208 muestras de plasma. con un volumen que 

oscila entre 3 y 4 mililitros por muestra, proporcionadas por Ja Unidad de 

Farmacologia Clinica del Hospital Español. 

Las muestras plasmáticas se almacenaron a -70 ºC hasta su análisis. 
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3.4.ANÁLISIS DE LAS MUESTRAS PLASMÁTICAS 

Léls muestras de plasrna se analizaron, utilizando el método por 

cromatografía de líquidos de alta resolución (CLAR} previamente validado de 

acuerdo a los parámetros establecidos en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-

SSAl-1.998, en lo referente a la validación de métodos analíticos para realizar 

pruebas de biodisponibilidad y bioequivalcncia. 

3.4.1.Adec:uabilidad del Sistema 

Para evaluar la adecuabilidad del sistema crornatográfico y monitorear la 

columna cromatográfica, se preparó una solución de 20 µ g/mL de Ampicilina 

utilizando como disolvente solución amortiguadora de fosfatos 0.02M pH 10. Esta 

solución se dividió en alícuotas de 3 mL y se almacenó en congelación a -70ºC. Al 

inicio de cada día de trabajo, se descongeló una de las alícuotas y se realizaron 6 

inyecciones consecutivas de 10 ~1L. 

El sistema se consideró adecuado si cumplía con los parámetros de la tabla 

6: 

Tabla 6. Parámetros de adcc:uabilidad del sistema. 

Parámetro Criterio 
Repetibilidad (área de pico) :5 2.0 para N 2: 5 
Repctibilidad (tiempo de retención) :5 2.0 para N 2: 5 
Factor de capacidad (k') >2.0 
Simetría de pico (USP) :5 2.0 
Platos teóricos (Tangente USP) >2000 

En cada día de trabajo se monitoreo el área de pico promedio de Arnpicilina 

y se verificó que este no disminuyera mas del 20% con respecto al valor promedio 

obtenido en la primera evaluación de adecuabilidad del sistema. 
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3.4.2.Curva de calibración 

Las curvas de calibración se prepararon antes del estudio y se almacenaron 

a -70ºC para ser descongeladas y agitadas antes del análisis. 

Una vez evaluada la adccuabilidad del sistema se proceso una curva de 

calibración constituida al menos de 6 concentraciones diferentes en el intervalo de 

0.4 a 12 µg/mL. Dicha curva fue considerada aceptable si al menos el 80% de los 

valores de las concentraciones estándar utilizados, se encontraban dentro del límite 

del ± 15% con respecto a su valor nominal a excepción del límite de cuantificación 

(20%) y el valor del coeficiente de correlación "r" fuera~ 0.99. 

Cada día de análisis se procesaron las muestras plasmáticas provenientes de 

tres voluntarios. 

3.4.3.Puntos control de calidad 

Las muestras de control de calidad se prepararon antes del estudio y se 

almacenaron a -70ºC para ser descongeladas y procesadas junto con las muestras 

de voluntarios. Cada día de trabajo se procesaron una serie de muestras control de 

calidad por duplicado a tres niveles (bajo~ medio y alto). Las concentraciones 

evaluadas fueron las mismas que se utilizaron durante la validación del método 

analítico. 

Una corrida analítica se aceptó si no mas de 2 concentraciones de 6 

muestras de control de calidad se encontraban dentro del límite del ± 20% de los 

valores esperados y al menos una muestra de control de calidad de cada nivel de 

concentración se encontró dentro del criterio del± 20%. 
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3.4.4.Cuantificación de las muestras plasmáticas 

Las áreas de Ampicilina fueron determinadas utilizando el integrador 

computacional Millennium 32 de Watcrs S.A. 

Para cuantificar las muestras del estudio., el área de Ampicilina fue 

convertida a concentración interpolando en la curva correspondiente al día de 

análisis, en la cual el área de Ampicilina (y) y la concentración de los estándares {x) 

fue ajustada por medio de un análisis de regresión log-log lineal por mínimos 

cuadrados a la ecuación logy = b + ntlogx .. donde b es la ordenada al origen 

(intercepto-y) y m es la pendiente de la curva de calibración. 

Las concentraciones de las muestras por debajo del límite de cuantificación, 

no fueron incluidas en los cálculos. 

3.4.5.Repeticiones 

En el caso de repeticiones por cromatografía pobre,. perdida de muestra o 

valores extraños,. los criterios para saber que concentración utilizar en los cálculos 

finales,. en orden de aplicación,. fueron los siguientes: 

1. Si el valor de la repetición se encuentra dentro del ±15% del valor original, el 

valor original es utilizado en los cálculos finales. La formula utilizada para 

calcular esto es: 

Difere11ciaº/o = - !Ori!!.!_'!ª1 -_~c.!!.ctici~~ ~L_. ___ XIOO 
Pron1eclio(Origi11a/ +Re petición 1) 

2. Si el valor de la repetición es mayor que ±15 % del valor original,. el análisis de 

la muestra es repetido otra vez. 
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3. Si los valores de las segundas repeticiones están dentro del ±15% del valor 

original, el valor original será usado para los cálculos finales. 

Diferencia%= jOrigi11al-Repetició11 21 XIOO 
Promedio( Original+ Re petició11 2) 

4. Si los valores de las primeras y segundas repeticiones son mayores que ±15% 

del valor original, pero la diferencia % (ver formula abajo) entre las dos 

repeticiones no es mayor que ±15%, entonces se utiliza el valor promedio de las 

repeticiones para los cálculos finales. 

!Re petición] - Re petición2! 
Difere11ciao/o = - ' XI 00 

Promedio(Re petició111 + Re petició112) 

5. Si la diferencia % de las repeticiones señaladas en el punto anterior es mayor 

que ±15%, entonces el promedio del valor original, el valor de la repetición 1 y 

el valor de la repetición 2, son usados para los cálculos finales. 

6. El valor original es usado si no existe plasma suficiente para efectuar el re­

análisis. 
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3.4.6.Análisis farmacocinético 

Se graficaron los perfiles de concentración vs. tiempo de muestreo para cada 

voluntario y se obtuvieron los siguientes parámetros farrnacocinéticos, !os cuales 

fueron calculados utilizando el paquete computacional Biopak® 2.0: 

1.- El área bajo la curva de concentración plasmática desde la administración hasta 

el último tiempo 11 t 11 (ABC o-.t), fue determinada con el método trapezoidal. 

2.- El área bajo la curva de concentración plasmática extrapolada desde el tiempo 

"t" a infinito (ABC t_..inf), fue determinada dividiendo la última concentración 

plasmática entre la pendiente terminal (BETA) 

3.- El áre~ bajo la curva de concentración plasmática desde la administración 

(tiempo cero) a ii:tfinito (ABC 0-.inf) fue calculada sumando el ABC o-.t y el 

ABC t.:.+inf· ~ 

4.- La. conceli.tración plasmática máxima (Cmax) fue determinada directamente de 

la curva de concentración plasmática-tiempo. 

5.- El tiempo al cual se alcanza la concentración plasmática máxima (Trnax) fue 

determinada directamente de la curva de concentración plasmática-tiempo. 

6.- La vida media de eliminación (t 1/2) fue obtenida del ajuste log-Iincal por 

mínimos cuadrados de la porción terminal de las curvas de concentración 

plasmáticas contra tiempo. 
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3.4.7.Análisis estadístico 

El análisis estadístico se realizó utilizando el programa computacional 

Biopak® 2.0. Para evaluar la biocquivalencia de ambos productos se estimaron los 

intervalos de confianza clásicos, intervalos de Wcstlake, prueba de Shilirmann y el 

valor de probabilidad de Anderson-Hauck. 

3.5.DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO DE MUESTRA 

En un estudio de bioequivalcncia es muy importante conocer el número de 

sujetos requeridos (tamaño muestra!), de tal manera que se utilicen solo los sujetos 

necesarios que permitan obtener resultados confiables en un menor tiempo y con 

una notable disminución en el costo que estos implican. 

Por lo anterior se determinó el tamaño de muestra para conocer el número 

de sujetos requerido para un estudio en el que se evalúe la bioequivalcncia de 

ampicilina cápsulas. 

El calculo del tamaño de muestra por hipótesis puntual en un estudio 

cruzado 2x2 considera la regla 80/20, con una probabilidad del 80%. 

El tamaño de la muestra se determinó mediante la siguiente ecuación: 

ne= [t( a /2, 2n - 2) + t( fJ, 2n - 2))2 [CV /20)2 ................. 1 

en donde 

a es el símbolo convencional de la probabilidad de un error Tipo-1, 

convencionalmente 0.05. 
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P es el símbolo de la probabilidad de un error Tipo-111 convencionalmente tiene el 

valor de0.2 

(2n - 2) son Jos grados de libertad 

CV es el coeficiente de variación que se calcula con la siguiente ecuación: 

CV = 100 X .../CME ........................... ····· .......... 2 
µR 

en donde 

CME es el cuadrado medio del error 

µR es el promedio de la formulación de referencia (A) 

El total de sujetos requerido para un diseño cruzado 2x2 es N=2n., ......... 3 
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4.RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS 

4.1.DESARROLLO DEL MÉTODO POR CLAR PARA CUANTIFICAR 

AMPICILINA EN PLASMA 

A. 111., .. absorción de Arnpicilina en el ultravioleta: 

La ampicilina disuelta en una solución amortiguadora de fosfatos 0.02M pH 

10.0 presenta su máximo de absorción a 196nrn en la región del ultravioleta 

(Figura 2). 

0.050 

0.040 

0.030 
Abs 

0.020 

0.010 

º·ººº 
200.00 220.00 

295.9 

240.00 260.00 280.00 300.00 
Longitud de onda (nm) 

Figura 2. Espectro de absorción de Ampicilina en UV. 

Por lo anterior el análisis de Ampicilina se realizó a una longitud de onda de 

196 nm. 
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- Se seleccionó una columna cromatográfica X Terra RP18 5 µ m 4.6 x 250mm 

ya que permitió obtener parámetros de factor de capacidad > 2.0 y simetría de pico 

S2.0. 

La temperatura de lq columna con la que se obtuvo resolución y precisión 

en los tiempos de retención fué de 25ºC. 

Se eligió como fase móvil una mezcla manual de solución amortiguadora de 

borato de sodio O.OlM pH 10.0:Acctonitrilo 87.5:12.5 (v/v), ya que fue la que 

permitió obtener los parámetros cromatográficos óptimos de simetría, k' y 

resolución entre picos. El resto de las fases móviles probadas fueron descartadas 

debido a que se obtenían picos asimétricos y sin una resolución adecuada. 

El método de extracción sólido-líquido permitió obtener muestras mas 

limpias en comparación con el método de precipitación, además con este método 

se obtuvo un recobro mayor debido a que cuando se activa el cartucho con 

solución amortiguadora de fosfatos 0.02M pH 12.0 se retiene más el fármaco pues 

el pH es mayor al pKa de Ampicilina y se encuentra menos ionizada; el lavado con 

solución amortiguadora de fosfatos 0.02M pH 7.0 permite que la Ampicilina 

permanezca unida al cartucho y cuando se hace el lavado con ácido acético al 2% 

en Metanol la Ampicilina pasa a su forma mas ionizada desprendiéndose del 

cartucho. 

La temperatura para t.?vaporar a sequedad fue de 25ºC pues a temperaturas 

mayores la respuesta de Ampicilina disminuye debido a que se degrada. 
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Para reconstituir se utilizó una solución amortiguadora de fosfatos 0.02M 

pH 10 ya que Ja respuesta de Arnpicilina permaneció constante por lo menos 24 

horas. 

Los cartuc1:'os Oasis y Bond-Elut permitieron obtener mayor recobro del 

fármaco sin .~mbargo con los cartuchos Oasis es posible realizar un número mayor 

de extracciOnes. 
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El método de extracción sólido-liquido desarrollado se muestra en la figura 

Cartuchos Oasis HLB lec 

1 mL de Metano) HPLC 
+ 

1 mL de solución amortiguadora de 
fosfatos 0.02M pH 12.0 

Lavar cartucho con 2 mL de solución 
amortiguadora de fosfatos 0.02M pH 7.0 

Eluir la muestra con 2 mL de 
ácido acético al 2o/o en Metanol 

Evaporar a sequedad bajo 
corriente de N2 a 25ºC 

Reconstituir con 200 µ L de solución 
amortiguadora de fosfatos 0.02M pH 1 O 

Inyectar l Oµ L al sistema 
cromatográfico 

ACTIVACIÓN 

CARGA 

LAVADO 

ELUCIÓN 

Figura 3. Método de extracción para cuantificar Ampicilina en plasma. 
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L,s condiciones cromatográficas establecidas para el análisis de las muestras 

plasmáticas se muestran en la tabla 7: 

Tabla 7. Condiciones cromatográficas. 

Bomba Dos bombas isocráticas Waters 510 con controlador de uradiente 
lntcnrador Panuete comnutacional Millcnnium 32. Waters. 
Automuestreador lnvector automático. modelo 717 olus de Waters. 
Detector Detector de arre..,.lo de diodos 996 Watcrs 
Lom>:itud de onda 196nm 
Columna X Tcrra RP18 5 µ rn 4.6 x 250 mm 

Fase Móvil Solución Amortiguadora de borato de sodio 10-hidrato 0.01M pH 
10.0 I Acctonitrilo t87.5:12.5 v/v\ 

Velocidad de Fluio 1 mL/min 
Volumen de inyección lOµL 

Temoeratura de la columna 25ºC 
Tiempo de corrida 9minutos 

Los parámetros cromatográficos obtenidos con las condiciones establecidas 

fueron los siguientes (tabla 8): 

Tabla 8. Parámetros cromatográficos evaluados. 

Parámetro Amnicilina 
Ticmoo de retcnción/minutoS\ 7.2 
k' 4.4 
Simetría 1.1 

4.2.VALIDACIÓN DEL MÉTODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR 

AMPICILINA EN PLASMA 

Se realizó la validación del método analítico con las condiciones de análisis 

establecidas. Los resultados obtenidos se presentan a continuación: 
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4.2.1.Linealidad del método 

La tabla 9, muestran los resultados de la linealidad del método para 

la cuantificación de Ampicilina en plasma. Se presentan los valores de 

pendiente (m), intercepto (b) y coeficiente de correlación (r) obtenidos del 

ajuste de regresión log-log lineal por mínimos cuadrados realizado. 

mientras que la figura 3 ilustra la curva patrón promedio correspondiente. 

Tabla 9. Linealidad del método. 

tc;onccnlr•clór Curva 1 Curva 2 Curva 3 Ir Promedio 
nominal IConccnlraciór iconcentració1 IConcenlraciór """"oncenlraclói O.E. 
(µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) (µg/mL) rr:=.:;:~a 

0.4 
0.6 
1.5 
2 
6 
8 

12 

b 

0.35 
0.69 
1.54 

2 
5.91 
8.17 
11.6 

1.0516 
4.9912 
0.9962 

"' .... 

62 

t!) 5.2 g 

... 

0.43 0.41 
0.6 0.6 
1.46 1.39 
1.84 2.05 
5.93 6.08 
8.06 7.85 
12.69 12.29 

l.1134 1.0646 
4.8899 4.9401 
0.9985 0.9996 

-0.8 -0.4 -0.2 o.o o 2 0.4 0.8 o 8 

LOG Concentración 

0.40 0.042 
0.63 0.052 
1.46 0.075 
1.96 0.110 
5.97 0.093 
8.03 0.163 
12.19 0.551 

C.V.º/o 

10.so 
8.25 
5.13 
5.59 
1.56 
2.03 
4.52 

Figura 4. Linealidad del método para cuantificar Ampicilina en plasma. 
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El método para cuantificar Ampicilina en plasma fué lineal en el rango de 

concentraciones de 0.4 a 1.2 µ g/mL; pues todos los valores de "r" obtenidos fueron 

de 0.9962 o mayores. El valor promedio para la pendiente (m) fue de 1.0765 y para 

la ordenada al origen (b) fue de 4.9404. 

4.2.2.Precisión y exactitud del método 

4.2.2.1.Repetibilidad . 

En Ja tabla 10 podemos observar los resultados correspondientes a la 

repetibilidad y exactitud del método. 

Tabla 10. Repetibilidad y exactitud del método analítico para cuantificar 

Ampicilina en plasma. 

Concentración recuperada { µ g/ mL) 

Muestra 
Control bajo Control medio Control alto 
(1 µ g/rnL) (4µg/rnL) (lOµg/rnL) 

1 1.09 4.55 10.22 
2 1.07 4.21 9.62 
3 1.11 4.16 10.29 
4 1.09 3.98 9.39 
5 1.09 4.().¡ 9.88 

Promedio 1.09 4.19 9.88 

O.E. 0.01 0.22 0.38 

C.V.% 1.30 5.31 3.89 

Concentración 
adicionada 1 4 10 
(pg/mL) 

Dcsv.abs % 9.00 4.75 1.20 
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La precisión fue determinada con el coeficiente de variación de las 

concentraciones recuperadas y exactitud fué definida como la desviación absoluta 

(Desv. abs.%) del valor promedio de las determinaciones en cada nivel de 

concentración (tanto para los datos de rcpctibilidad corno de rcproducibilidad) con 

respecto al valor nominal (cantidad adicionada). 

En los resultados correspondientes a la rcpetibilidad, se observa que el 

coeficiente de variación en cada uno de los niveles de concentración evaluados fue 

menor que el 15% y la desviación absoluta (Dcsv.abs%) fue menor que 9.00%. 

4.2.2.2.Reproducibilidad 

En la tabla 11 se muestran los resultados de rcproducibilidad del método. 

Tabla 11. Rcproducibilidad del método analítico para cuantificar 

Ampicilina en plasma. 

Réplica 
Concentración recuperada ( µ g/mL) 

Día número Control bajo Control medio Control alto 
(1 µ g/mL) (4µg/mL) (lOpg/mL) 

1 1 1.09 4.55 10.:a 

2 1.07 4.21 9.62 

2 
1 1.03 3.94 9.61 

2 1.24 4.12 9.7 

3 
1 0.96 4.33 9.71 

2 1.11! 4.07 10.38 

Promedio 1.1 4.2 9.87 

D.E. 0.1 0.21 0.34 
C.V.% 9.25 5.11 3.41 

Cantidad adicionada 
1 .¡ 

(µg/mL) 10 

Ocsv.abs % 9.5 5.08 1.27 
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En Jo referente a la rcproducibilidad se observa que el coeficiente de 

variación entre los diferentes días de trabajo fue de 3.41 il 9.25%, lo cual cumple 

con el criterio de ser menor al 1-5%, mientras que la desviación absoluta % fue 

menor a 15 %, en los tres niveles de concentración evaluados. 

De acuerdo a los resultados anteriores el método para cuantificar 

Ampicilina en plasma se consideró preciso y exacto ya que cumplió con el criterio 

especificado del ±15%. 

4.2.3.Limite de cuantificación 

Para Ampicilina el limite de cuantificación fue de 0-4µ g/mL. En este nivel, 

la precisión fue de 8.11 % y la exactitud (desviación absoluta %) fue de 2-5%. Dichos 

valores se encuentran dentro del intervalo de ±20% del valor nominal. 

Concentraciones menores a 0.4 µ g/mL presentaron mayor variación. 

4.2.4.Limite de detección 

El límite de detección para Ampicilina fue de 0.2µ g/mL ya que en esta 

concentración la señal de Arnpicilina en la matriz biológica es tres veces mayor que 

el nivel de ruido, además en este punto la presición y la exactitud son mayores al 

20%. 

66 



RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

4.2.5.Selectividad 

La evaluación de la selectividad se presenta en la figura 5. 

Figura 5. Selectividad del método. 

(A) blanco de reactivos; (B) blanco de plasma; (C) estándar en plasma con 

6 µ g/mL de Ampicilina; (O) plasma de un voluntario sano 3 horas después de una 

administración oral de Ampicilina; (E) plasma añadido con ácido acctil salicílico; 

(F) plasma afiad ido con paracctarnol; (G} plasma añadido con hcparina. 

Como puede observarse el ácido acetilsalicílico, paracctamol, la hcparfna, la 

matriz biológica y los rcacth:os no interfieren en los tiempos de retención del 

fármaco de interés, por lo que el método para cuantificar Ampicilina en plasma es 

selectivo. 
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4.2 .. 6.Tolerancia 

Los resultados obtenidos a las condiciones originales del método se 

presentan en la tabla 12. 

Tabla 12. Condiciones originales del método. 

Condiciones iniciales: Solución amortiguadora de boratos 0.01 M: ACN (87.5:12.5 

v/v), flujo: 1 mL/min. longitud de onda: 196 nm 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

1.01 4.38 10.20 
0.96 3.97 9.76 

Promedio 0.99 4.18 9.98 

Los resultados obtenidos después de realizar el cambio en Ja proporción de 

fose móvil de Solución amortiguadora de boratos 0.0lM : ACN (87.5:12.5 v/v) a 

(86:14 v/v) se muestran en la tabla 13. 

Tabla 13. Tolerancia del método al cambiar la proporción de fase móvil. 

Cambio de proporción de fase móvil de Solución amortiguadora de boratos 

0.01M: ACN (87.5:12.5 v/v) a (86:14 v/v) 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL 10µ g/mL 

1.11 4.82 10.80 
1.02 4.11 10.36 

Pron1edio 1.07 4.47 10.58 
Desv.abs% 8.12 6.95 6.01 

En la tabla 14 se observan los resultados obtenidos al cambiar el flujo, el cual 

se canl.bió de 1mL/nl.ina1.5 nl.L/min. 
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Tabla 14. Tolerancia del método al cambiar la velocidad de flujo. 

Cambio de flujo de 1mL/mina1..5 mL/min 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

0.91 4.57 10.58 
0.97 3.87 10.06 

Promedio 0.94 4.22 10.32 
Dcsv.abs% 4.57 1.08 3.41 

Un tercer cambio se consideró al evaluar los resultados obtenidos a dos 

longitudes de onda diferentes: 196nm y 206 nm. Dichos resultados se muestran en 

la tabla 15. 

Tabla 15. Tolerancia del método al cambiar la longitud de onda. 

Cambio de longitud de onda de 196 nm a 206 nm 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

1.07 4.64 10.57 
0.97 4.01 10.16 

Promedio 1.02 4.33 10.37 
Dcsv.abs% 3.55 3.59 3.86 

Con base en los resultados anteriores, el método analítico fue tolerante al 

cambio de proporción de fase móvil, cambio de flujo y cambio de longitud de onda 

pues presentan una desviación absoluta con respecto a los valores iniciales menor 

al 15%. Lo anterior nos permitiría en determinado momento utilizar alguno de 

estos cambios. 
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4.2.7.Recobro 

Los porcentajes de recobro de Ampicilina se presentan en la tabla 16. 

Tabla 16. Recobro de Ampicilina de plasma hutnano. 

Estándar en solución 
Estándar en plasma amortiguadora de 

Estándar (extraído) fosfatos 0.02M pH 10.0 Recobro% 
Área de Ampicilina (no extraído) 

Área de Ampicilina 

Alto 1151434.5 1245573.0 

10 µg/mL 1099671.0 1244863.5 91.74 
1176926.0 1246282.0 

Pron1edio 1142677.2 1245572.8 

Medio 477426.5 507691.0 

4µg/mL 430644.0 506083.0 
89.29 

430489.0 485319.0 
Promedio 446186.5 499697.7 

Bajo 102894.0 116004.5 

1 µ g/rnL 98091.0 112340.5 
94.40 

104201.0 94951.5 
Promedio 101728.7 107765.5 

El recobro promedio obtenido fue del 91.81% por lo que la técnica de 

extracción empleada para muestras plasmáticas de Ampicilina,. permite obtener 

una buena recuperación. 
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4.2.8.Estabilidad 

En la tabla 17 se muestran los resultados correspondientes al análisis de 

muestras de plasma almacenadas a temperatura ambiente. 

Tabla 17. Estabilidad de Ampicilina a temperatura ambiente. 

TiemooO 

Bajo Medio Alto 
1 µ g/rnL 4µg/rnL lOpg/mL 

0.99 3.95 8.82 
1.01 3.81 9.50 

Promedio 1.00 3.88 9.16 
Ticmoo 24 horas 

Bajo Medio Alto 
1 p g/rnL 4µ g/rnL 10pg/mL 

0.85 3.65 9.34 
0.92 3.81 9.56 

Promedio 0.89 3.73 9.45 
Desv.abs% 11.50 3.87 3.17 

Tiempo 48 horas 

Bajo Medio Alto 
1 µ g/rnL 4µ g/rnL lOµg/mL 

0.41 2.11 7.00 
0.52 3.54 7.08 

Promedio 0.47 2.83 7.04 
Dcsv.abs% 53.50 27.19 23.14 

Corno puede observarse en los resultados de la tabla 17 la desviación 

absoluta es menor al 15% con respecto al valor original hasta las primeras 24 horas, 

por lo que se considera que Ampicilina es estable bajo estas condiciones. 
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En la tabla 18 se muestran los resultados de las muestras almacenadas bajo 

condiciont."S de refrigeración (7ºC). 

Tabla 18. Estabilidad de Ampicilina en refrigeración. 

TiemooO 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

0.99 3.95 8.82 
1.01 3.81 9.50 

Promedio 1.00 3.88 9.16 

Tiempo 24 horas 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL 10µ g/mL 

1.11 4.36 10.08 
1.15 4.05 9.58 

Promedio 1.13 4.21 9.83 
Desv.abs% 13.00 8.38 7.31 

Tiempo 48 horas 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

1.25 4.13 8.89 
1.24 4.43 8.54 

Promedio 1.25 4.28 8.72 
Desv.abs% 24.50 10.31 4.86 

Las muestras plasmáticas con Ampicilina son estables durante las primeras 24 

horas a 7°C pues como puede observarse los valores obtenidos cumplen con el 

limite del ±15%. 

En la tabla 19 se muestran los resultados del análisis de las muestras sometidas 

a 2 ciclos de congclación-dcscongclación. Se puede observar que los valores 

obtenidos, cumplen con el limite de ±15% del valor original. por lo que Ampicilina 

es estable a -70"C bajo dos ciclos de congelación-descongelación. 
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Tabla 19. Estabilidad de Ampicilina en ciclos de congelación-descongelación. 

DlaO 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

0.99 3.95 8.82 
1.01 3.81 9.50 

Promedio 1.00 3.88 9.16 
1cr. ciclo 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

1.15 4.14 8.40 
1.10 3.57 10.43 

Promedio 1.13 3.86 9.42 
Dcsv.abs% 12.50 0.64 2.78 

2°. ciclo 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

1.11 4.62 10.85 
1.18 4.52 7.73 

Promedio 1.15 4.57 9.29 
Desv.abs% 14.50 14.99 1.42 

La tabla 20 muestra los resultados del análisis de muestras almacenadas bajo 

condiciones de congelación a los 15, 30 y 101 días, los cuales presentaron una 

desviación absoluta menor al 15% con respecto al valor original, por lo que las 

muestras conteniendo Ampicilina son estables hasta los 101 días a -70ºC. 
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Tabla 20. Estabilidad de la muestra de Ampicilina en congelación. 

TiemooO 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

0.99 3.95 8.82 

1.01 3.81 9.50 
Promedio 1.00 3.88 9.16 

Tiempo 15 días 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

1.08 4.15 9.05 

1.06 3.61 10.05 
Promedio 1.07 3.88 9.55 
Desv.abs% 7.00 0.00 4.26 

Tiempo 30 dias 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

1.14 3.55 8.51 
0.83 4.28 9.42 

Promedio 0.99 3.92 8.97 
Desv.abs% 1.00 1.03 2.07 

Tiempo 101 días 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

0.95 3.40 10.34 
0.84 3.89 9.99 

Promedio 0.89 3.64 10.16 
Dcsv.abs% 11.00 6.18 10.91 

Los resultados de estabilidad de la muestra proc~sada se presentan en ta 

tabla 21, en la cual se puede observar que Ampicilina fue estable en la solución de 
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inyección durante 48 h después de su preparación ya que su desviación absoluta 

no fue mayor del 15% con respecto al valor original. 

Tabla 21. Estabilidad de la muestra procesada de Ampicilina. 

TiemooO 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL lOµg/mL 

0.99 3.95 8.82 

1.01 3.81 9.50 
Promedio 1.00 3.88 9.16 

Tiempo 24 horas 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL 10µg/mL 

1.14 4.16 9.57 

1.15 4.13 10.36 
Promedio 1.15 4.15 9.97 

Desv.abs% 14.50 6.83 8.79 

Tiempo 48 horas 

Bajo Medio Alto 
lµg/mL 4µg/mL 10µg/mL 

1.25 3.47 5.24 
1.36 4.99 11.93 

Promedio 1.31 4.23 8.59 
Desv.abs% 

14.47 2.05 13.85 

4.3.ANÁLISIS DE LAS MUSTRAS PLASMÁTICAS DE VOLUNTARIOS 

El análisis de las muestras de los 8 voluntarios se realizó una vez concluida 

la validación del método analítico. 
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En una corrida se analizaron todas las muestras de tres voluntarios las 

cuales incluyen las muestras de los dos períodos para cada voluntario. Las 

muestras de control de calidad se analizaron en réplicas, colocando en el carrusel 

una muestra control cada 14 muestras de voluntario. Se analizó una curva de 

calibración en cada corrida y se realizó un análisis de regresión log-log lineal por 

mínimos cuadrados para interpolar el área de ampicilina de las muestras de los 

voluntarios y de este modo obtener la concentración de ampicilina a cada tiempo 

de muestreo. 

Las muestras del estudio fueron analizadas en tres corridas. Los resultados 

de las muestras de control de calidad de cada corrida están resumidos en la tabla 

22. 

Tabla 22. Seguimiento de las muestras de control de calidad para 

Ampicilina. 

Control Control Control 
Corrida Voluntarios Bajo Medio Alto 

1 µg/mL 4 µg/mL 10 µg/mL 

0.88 4.28 8.96 
1 1. 2. 3 1.06 3.62 8.61. 

1.14 4.11 10.68 
2 4.5.6 1.07 4.32 10.18 

0.89 4.61 8.60 
3 7.8 1.05 . 8.00 

Pron1cdio 1.02 4.19 9.17 
D.E.(n-1) 0.11 0.36 1.03 

C.V.% 10.40 8.71 11.28 
Conc.nominal 1 4 10 
Dcsv.abs(%) 1.50 4.70 8.28 

Nota: (*)valores que excedieron el límite de ±20% del valor nominal 
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No se rechazó ninguna corrida pues como se observa cumplió con el criterio 

de que no mas de 2 concentraciones de 6 muestras control de calidad debian 

encontrarse dentro del ±20% del valor nominal. 

En la tabla 23 se presenta el seguimiento de las curvas de calibración para 

cuantificar ampicilina en plasma. 

Tabla 23. Seguimiento de curvas de calibración para Ampicilina. 

Coeficiente 

Corrida Voluntarios Ampicilina en Plasma(µ g/mL) Intercepto Pendiente de 
(b) (rn) correlación 

(r) 

l. 2. 3 0.39 0.59 1.53 2.12 5.77 7.63 12.47 5.0185 0.9385 0.9995 

2 4,5, 6 0.40 0.68 1.38 1.75 6.21 8.14 12.44 4.9948 1.005 0.9979 

3 7,8 0.39 0.68 1.33 1.93 6.28 7.97 12.14 4.9937 1.0013 0.9983 

Promedio 0.39 0.65 1.41 1.93 6.09 7.91 12.35 5.0023 0.9816 0.9986 
D.E.(n-1) 0.01 0.05 0.10 0.19 0.28 0.26 0.18 0.0140 0.0374 0.0008 

C.V.% 1.47 7.99 7.36 9.57 4.54 3.28 1.48 0.28 3.81 0.08 

Conc. nominal 0.4 0.6 1.5 2 6 8 12 
Desv. abs. % 1.67 8.33 5.78 3.33 1.44 1.08 2.92 

Como se puede observarse las concentraciones estándar utilizadas, se 

encontraron dentro del límite del ± 15% con respecto a su valor nominal y el valor 

del coeficiente de correlación "r" fue 2: 0.99 por lo tanto dichas curvas se aceptaron. 
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4.4.ANÁLISIS FARMACOCINÉTICO 

En la tabla 24, se presentan los valores promedio de las concentraciones 

plasmáticas de ampicilina a cada tiempo de muestreo, después de la 

administración de ambas formulaciones (ver figura 6). 

Tabla 24. Concentración plasmática promedio de Ampicilina ( µ g/ mL) ± 

O.E., después de Ja administración de ambos productos. 

Tiempo (h) 
Fónnulación de referencia Fórmulación de prueba 

IAl fBl 

o 0±0 0±0 
0.25 NO 1.35* 
0.5 1.35± o.so 1.49+ 1.06 

0.75 2.31± 1.69 3.01 + 1.34 
1.0 2.45±2.32 3.80± 1.64 
1.5 4.52±2.32 5.91 ± 1.29 
2.0 6.29±3.57 6.85±2.59 
2.5 7.22±4.77 7.59+5.12 
3.0 5.63±2.53 5.74+ 3.18 
4.0 4.17± 1.17 3.87+2.57 
5.0 2.19± 1.10 2.10 + 1.33 
6.0 1.13±0.75 1.24+0.80 
7.0 0.66±0.29 0.91±0.49 
8.0 0.66±0.06 0.57±0.24 

•n=1 
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Figura 6. Gráfica de la concentración plasmática promedio de Ampicilina (± O.E) versus 

tiempo, después de la administración de las dos formulaciones de Ampicilina. 

En el Apéndice 1 se presentan lós datos de concentración plasmática para 

crida volunt~rio, así como las gráficas de concentración plasmática vs tiempo. 

Los paráffictros farmacocinéticos promedio obtenidos de 8 voluntarios para 

el medicamento de referencia y el medicamento de prueba, se presentan en la tabla 

25; cÜchos parámetros son: Área bajo la curva (ABC O--+t. ABC t--+inf), Concentración 

plasmática máxima (Cmax), tiempo al cual se alcanza la concentración plasmática 

máxima (Tmax) y el tiempo de vida media de eliminación (t 1¡2). En el apéndice 11 

se muestran los parámetros farmacocinéticos correspondientes para cada 

voluntario. 

TESIS CON 
YA!U DE OíüGEN 



RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

Tabla 25. Parámetros farmacocinéticos promedio correspondientes a 

Ampicilina para ambas formulaciones. 

Parámetro farmacocinético Formulación de referencia Formulación de prueba 
(promedio± D.E.) (A). (B). 

ABC ,,__e(µ g*h/mL) 21.61±8.85 23.52 ± 11.49 

ABC o ......... r( µ g•hJmL) 24.67± 7.57 25.36 ± 11.25 
Cmax ( µ g/mL) 8.03±4.28 8.26±4.73 
Tmax (h) 2.69±0.88 2.13± 0.44 
t ~ (h) 1.26 ± 0.51 1.21±0.34 

Los parámetros farrnaccx:inéticos observados en la formulación de prueba y 

en Ja formulación de referencia presentan valores equivalentes. 

4.5.ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS RESULTADOS 

En In tabla 26 y 27 se muestran los resultados del análisis estadístico 

obtenidos con el programa computacional Biopak®: los intervalos de confian7...a 

clásicos, intervalos de Westlake, prueba de Shüirmann y el valor de probabilidad 

de Andcrson-Hauck. 

En el apéndice 111 se presentan los resultados del análisis estadístico 

obtenidos en el programa Biopak® para los parámetros farmacocinéticos de 

ABC 0-+t, ABC O-.inf, Crnax y Trnax para cada uno de los fármacos. 

Tabla 26. Resultados del análisis estadístico de los parámetros farmacocinéticos de 

Ampicilina (datos sin trasnformar). 

Parámetro 1ntervalo Intervalo de Prueba de Prueba de 

farmacocinético clásico Wcstlake Shuirmann Andcrson- Poder 
Hauck 

ABCn_.1 86.47-131.16 73.68-120.32 0.2072 0.1611 0.2557 
ABCo __ ,,,, 81.53-124.08 78.24-.121.76 0.1248 0.0424 0.2816 

Cmax 81.19-124.48 77.87-122.13 0.1301 0.0440 0.2722 
Tmax 59.72-98A2 64.68-135.32 0.5388 0.5326 0.3402 

t ... ~ 63.22-128.93 66.53-133.47 0.2926 0.0858 0.1320 
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Tabla 27. Resultados del análisis estadístico de los parámetros farrnacocinéticos de 

Ampicilina (transformación logarítmica). 

Parámetro Intervalo Intervalo de Prueba de 
Prueba de 

farmacocinético clásico Westlakc Shuirmann 
Anderson- Poder 

Hauck 

loeABCo-1 84.67-113.32 73.22-126.78 0.1943 0.1431 0.3078 
log ABC o-iuf 79.53-122.78 78.55-121.45 0.1201 0.0126 0.3364 

logCmax 79.74-128.16 75.84-124.16 0.1567 0.0531 0.2818 
logTmax 67.42-97.60 70.67-129.33 0.4475 0.4412 0.4625 

logl 112 75.31-129.59 73.23-126.77 0.1973 0.0157 0.2175 

En las tablas 26 y 27 se observa que los intervalos obtenidos para Jos 

parámetros ABCo-t, ABCo-inf y Cmax no se encuentran dentro de los límites de 

confianza establecidos (80-120 con datos crudos y de 80-125 con datos 

trasformados). El Tmax se encuentra fuera de los límites establecidos sin embargo 

por su variabilidad no se considera un parámetro determinante de la 

bioequivalencia. Como se puede observar los productos evaluados conteniendo 

Ampicilina como principio activo no cumplen con los criterios establecidos. 

4.6.DETERMINACIÓN DEL TAMAÑO DE MUESTRA 

Para obtener el número de sujetos requerido en un estudio de cruzado 2x2 

se consideraron los resultados de análisis de varian;r..a obtenidos con el programa 

de computo BIOPAKR para 8 voluntarios (ver apéndice 111), se obtuvo el cuadrado 

medio del error (CME) y (µR) promedio de la formulación de referencia (A) para 

cada parámetro farmacocinético. 

A continuación se muestran los cálculos para el parámetro farmacocinético 

ABCo~•· 
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El CME ABC 0 _, =24.6957; 

el µ. =21.6133 

Aplicando la ecuación 2 descrita en la parte experimental se obtiene el 

coeficiente de variación: 

CV = 100 X -J24·6957 =22.9927 
21.6133 

Se supone un nc=9, esto da como grados de libertad: 

2n-2 = 2(9)-2 = 18-2 = 16 

Siendo 16 Jos grados de libertad a =0.05 y p =0.2 se busca en Ja tabla de la 

distribución t (ver apéndice IV) t( a /2, 2n - 2) y t( p, 2n - 2). 

t(0.025, 16) =2.120 

t(0.2, 16)=0.865 

Sustituyendo los resultados anteriores en Ja ecuación 1 se obtiene un ne 

preliminar. 

Oc= [t(2.120) + t(0.865))2 (22.9927 /20)2 

nc= 11.77:: 12 

Se empieza con ne = 12 y se repiten los mismos cálculos lo cual da como 

grados de libertad 24-2=22 

82 



RESULTADOS Y ANÁLISIS DE RESULTADOS 

t(0.025, 22) =2.074 

t(0.2, 22)=0.858 

aplicando la ecuación 1 

ne= [t(2.074) + t(0.858))2 [22.9927 /20)2 

ne= 11.36:= 11 ;resultado que es muy cercano a lo obtenido previamente. 

Por lo tanto aplicando la ecuación 3 se requiere un total de N=2(12)=22 

sujetos. 

Se realizaron los mismos cálculos para los parámetros ABC o-inr ,, Crnax 

,,Tmaxy t 1n 

Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 28. 

Tabla 28. Tamaño de muestra a partir de los resultados de análisis de varianza de 8 

voluntarios. 

Parámetro CME µ. cv ne 2n-2 t(0.025,2n-2) t(0.2,2n-2) nrcliminar ne 

ABCo-t 24.6957 21.6133 22.993 12 22 2.074 0.858 11 

ABCo.inr 29.1644 24.6706 21.890 11 20 2.086 0.86 10 

Cmax 3.1981 8.03 22.270 11 20 2.086 0.86 11 

Tmax 0.2865 2.6875 19.915 9 16 2.12 0.865 9 

t 1/2 0.1827 1.26413 33.809 25 48 2.021 0.851 24 

De acuerdo a los resultados obtenidos en la tabla 28 se requieren por lo 

menos de 22 voluntarios para realizar un estudio de biocquivalencia de ampicilina 

cápsulas. 
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5. CONCLUSIONES 

a El método analítico para cuantificar Ampicilina en plasma, por 

Cromatografía de Líquidos de Alta Resolución, fue lineal, exacto, preciso, 

selectivo, tolerante y estable bajo las condiciones experimentales en el rango 

de concentraciones de 0.4 a 12.0 µ g/ mL 

a En función de este estudio para caracterizar de manera adecuada el perfil 

farrnacocinético se recomiendan los siguientes tiempos de muestreo O, 0.25, 

O.SO, 0.75, 1.0, 1.50, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0, 5.0, 6.0, 7.0 y 8.0 horas. 

e El método analítico desarrollado puede ser empleado de manera rutinaria 

en el análisis de Arnpicilina en muestras plasmáticas. 

a Para tener la significancia estadística adecuada se recomienda hacer un 

estudio de bioequivalencia de Ampicilina cápsulas haciendo uso de por lo 

menos 22 sujetos. 
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7.APÉNDICE 1 

DATOS Y GRAFICAS DE CONCENTRACIÓN PLASMÁTICA DE AMPICILINA 
VS. TIEMPO PARA CADA VOLUNTARIO. 

VOLUNTARIO 1 
Concentración 1 .... 'mLl 

Periodo 1 Periodo2 
Tiempo(h) Formulación de Formulación de 

o 
0.25 
0.5 

0.75 
1.0 
J.50 
2.0 
2.5 
3.0 
4.0 
5.0 
6.0 
7.0 
8.0 

ND= No detectable. 

•·· 

1 20 

1 "' 
18 "O 

~ 
16 

" l 14 
j ¡¡¡ 12 

¡ "' =>. 10 a.-
e: ~ 8 

~ 
-o 

6 ·¡:; :M_ l ~ E 
4 

! g <C 2 
o o 
o o 

L ... 

referencia lAl orueba tB\ 

2 

0.00 0.00 
NO ND 
NO 1.24 
3.15 4.57 
3.64 6.53 
6.26 7.45 
12.95 11.21 
17.79 18.63 
11.11 11.61 
4.91 8.83 
2.31 3.08 
0.63 1.43 
ND ND 
NO NO 

___,._Medicamento de referencia 
--.-Medicamento de prueba 

3 4 5 

Tiempo (h) 

6 7 8 

! 

1 
~ 
' l 

-~ ·- ,, -- -·· ----J 
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VOLUNTARIO 2 
Concentración 1 ··-'mLl 

Periodo 2 Periodo 1 
Tiempo (h) Formulación de Formulación de 

referencia t A\ nrueba (8) 

o 0.00 0.00 
0.25 ND ND 
0.5 ND ND 

0.75 0.83 1.79 
1.0 0.32 2.74 

1.50 5.47 7.25 
2.0 4.65 7.33 
2.5 6.07 5.63 
3.0 5.25 3.94 
4.0 ND ND 
5.0 ND ND 
6.0 ND ND 
7.0 ND ND 
8.0 ND ND 

...... . ·-.-·-·--· "··-------·----1 
~ 

1 

B .......- Medicamento de referencia 

1 ~ 7 

r 
~Medicamento de prueba 

-~ - 6 

1 
~ -g 5 

¡ ~Ch ~..=: 4 
<= "' 3 

~l 2 ¡ 
§~ 1 ' 
ª o 

1 
'-' o 2 3 4 5 6 7 8 

Tiempo(h) 

92 



- \ 
¡ 

APÉNDICE/ 

VOLUNTARIO J 
Concentración 1110/mLl 

Periodo 1 Periodo 2 
Tiempo(h) Formulación de Formulación de 

referencia (A) prueba (8) 

o 0.00 0.00 
0.25 NO ND 
0.5 1.50 1.22 

0.75 4.23 2.92 
1.0 4.89 4.42 

1.50 5.49 5.91 
2.0 8.85 7.00 
2.5 7.92 7.91 
3.0 6.02 6.72 
4.0 3.37 5.31 
5.0 1.38 4.58 
6.0 0.63 2.76 
7.0 0.40 1.56 
8.0 NC 0.74 

Ne- No cuanttficable. 

10 

"' 9 .., 
~ B 

..... 7 
11 -§, 6 
.!!! ='- 5 c.-
<= "' 4 
:g 'ª 3 
.§ ·"' 2 
<= ~ 1 8 <>:: 
6 o 

(_) o 2 

. ..... ,_·~----: 

_.,_Medicamento de ieferencia 
- Medicamento de prueba 

3 4 5 

Tiempo (h) 

6 7 

' 

1 

B 
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APÉNDICE/ 

VOLUNTARIO 4 
Conce11tración l··- 1mL\ 

Tiempo(b) Periodo2 Periodo 1 
Formulación de Formulación de 
referencia 'A\ nrueba lB\ 

o 0.00 0.00 
0.25 ND ND 
0.5 0.65 1.39 

0.75 1.17 3.28 
1.0 0.85 3.18 

1.50 4.98 3.96 
2.0 4.81 3.78 
2.5 5.14 2.94 
3.0 3.75 1.90 
4.0 2.80 0.77 
5.0 1.22 0.63 
6.0 0.68 0.54 
7.0 ND ND 
8.0 ND ND 

______ . ____ ,., __ ..., ____ ..,_.,__ __ . _______ ,,._._ ··--···~ 

6 

o 2 

1 

~-----1 l ---Medicamento de referencia ~ 
~Medicamento de prueba _ j 

3 4 5 6 7 8 

' ¡ 
¡ 
1 
j 

···--··· --·-··T_._'e-~=-~~»-----·----J 
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Tlempo(b) 

o 
0.25 
0.5 

0.75 
1.0 

1.50 
2.0 
2.5 
3.0 
4.0 
5.0 
6.0 
7.0 
8.0 

9 

APÉNDICEI 

VOLUNTARIO 5 
Concentración tuo/mL) 

Periodo2 Periodo 1 
Formulación de Formulación de 
referencia tAl nrueba (8) 

0.00 0.00 
NC 1.35 
1.84 3.82 
4.59 5.02 
6.45 4.91 
8.02 5.61 
7.54 4.74 
7.03 4.74 
5.54 4.05 
3.16 2.73 
2.20 1.81 
1.34 1.36 
0.89 0.99 
0.61 NC 

_.,_Medicamento de referencia 
-e-Medicamento de prueba 
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APÉNDICE/ 

VOLUNTARIO 6 
Concentración lna/mLl 

Periodo 1 Perlodo2 
Tlempo(h) Formulación de Formul•ción de 

referencia IA\ prueba (0) 
o 0.00 0.00 

0.25 ND NC 
0.5 ND 1.13 

0.75 0.33 2.06 
1.0 0.63 2.32 

1.50 1.64 4.29 
2.0 2.69 4.52 
2.5 2.88 4.95 
3.0 2.5 4.44 
4.0 3.98 3.03 
5.0 1.71 1.40 
6.0 0.89 0.62 
7.0 O.SI 0.47 
8.0 ND NC 
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APÉNDICE/ 

VOLUNTARIO 7 
Concentración '"ª'mL\ 

Perlodo:Z Periodo 1 
Tiempo (h) Formulación de Formulación de 

rererencia tA\ nrueba 'º' o 0.00 0.00 
0.25 ND ND 
0.5 ND 0.99 

0.75 NC 3.30 
1.0 0.44 4.80 

1.50 1.53 6.86 
2.0 1.95 9.71 
2.5 2.61 11.15 
3.0 4.76 9.03 
4.0 6.06 3.61 
5.0 4.52 l.96 
6.0 2.72 1.48 
7.0 1.04 0.6 
8.0 0.70 0.4 

12 _.,..._Medicamento de referencia 1 I 
~Medicamento de prueba . 
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APÉNDICE/ 

VOLUNTARIO 8 
Concentración lm•/mL) 

Periodo 1 Periodo 2 
Tiempo(h) Formulación de Formulación de 

referencia IAl nrueba 'º' o 0.00 0.00 
0.25 ND ND 
0.5 1.40 0.63 

0.75 1.89 1.12 
1.0 2.34 1.53 

1.50 2.78 5.91 
2.0 6.85 6.52 
2.5 8.33 4.77 
3.0 6.13 4.25 
4.0 4.90 2.78 
5.0 1.96 1.21 
6.0 0.99 0.49 
7.0 0.46 NC 
8.0 NC ND 

~.,. ... ,,_._. ____ ..,,,_, __ _. ... -. ... N----··-----~·-•o'••• .. --~'"'""''" ........... 
9 ~Medicamento de referencia 

~Medicamento de prueba 
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APÉNDICEll 

8. APÉNDICE 11 

Sujeto 

1 

1 

2 

2 

3 

3 

4 

4 

5 

5 

6 

6 

7 

7 

8 

8 

PARÁMETROS FARMACOCINÉTICOS DE AMPICILINA 
PARA CADA VOLUNTARIO 

Formulación Periodo Secuencia ABCa-t ABC o-.i.r Cm ax Tmax: 

A 1 AB 37.31 37.99 17.79 2.5 

B 2 AB 44.03 46.02 18.63 2.5 

B 1 BA 13.01 18.53 7.33 2.0 

A 2 BA 9.94 28.03 6.07 2.5 

A 1 AB 24.68 25.32 8.85 2.0 

B 2 AB 32.87 34.1 7.91 2.5 

B 1 BA 10.97 12.08 3.96 1.5 

A 2 BA 15.49 16.67 5.14 2.5 

B 1 BA 21.37 24.16 5.61 1.5 

A 2 BA 27.60 28.97 8.02 1.5 

A 1 AB 12.71 13.46 3.98 4.0 

B 2 AB 17.30 18.04 4.95 2.5 

B 1 BA 31.48 32.18 11.15 2.5 

A 2 BA 21.64 22.70 6.06 4.0 

A 1 AB 23.53 24.21 8.33 2.5 

B 2 AB 17.11 17.78 6.52 2.0 

1 Y'z 

0.75 

0.96 

0.97 

2.39 

1.12 

1.15 

1.42 

1.2 

1.96 

1.55 

1.02 

1.08 

1.22 

1.06 

1.02 

0.95 
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APÉNDICE 111 ..<!!!!!!! 

9.APÉNDICE 111 

ANÁLISIS ESTADÍSTICO DE LOS PARÁMETROS FARMACOCINÉTICOS DE 

AMPICILINA PARA 8 VOLUNTARIOS EMPLEANDO EL PROGRAMA BIOPA,K 

(DATOS SIN TRANSFORMAR) 

BIOPAK ANOVA 

Dependent variable: AUC_LA.ST 

Total Observationa: 16 Observations Used: 

Mode1 Sum of Squares: 
Error Sum of Squares: 
Mean Square Error: 

1338.3745152 df 
148 .1741656 df 

24.6956943 

Sequentia1 Ana1ysia of variance ( Type 1 

Effect SS df 

SECUENCIA 210.7033691 
SUJETO(SECUENCIA) 1105.6721305 
PERIODO 7.4733891 
FORMULA 14.5256266 

Weighted Squaree of Means ( Type 3 ) 

SECUENCIA 
SUJETO(SECUENCIA) 
PERIODO 
FORMULA 

Contrasta 

210.7033691 
1105.6721305 

7.4733891 
14. 5256266 

Sequentia1 sum of Squares (Type 1) Contraat 

1 
6 
1 
1 

1 
6 
1 
1 

A va B 14. 5256266 1 
Contrast: 1 -1 

Hypothesis Tests 

Sequentia1 Sum of Squares (Type 1) Test 
·SECUENCIA 210. 7033691 1 
Using SUJETO(SECUENCIA) as error term 

16 

9 
6 

F 

8.5320 
7.4620 
0.3026 
o.5882 

8.5320 
7.4620 
0.3026 
0.5002 

0.5882 

1.1434 

Prob 

0.0266 
0.0137 
0.6021 
0.4722 

0.0266 
D.0137 
0.6021 
0.4722 

0.4722 

0.3261 
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Least Squares Means 

Dependent variable: AUC_LAST 

FORMULA 

A 
B 

Value 

21.6133 
23 .5189 

Bioavai1abi1ity Statistice 

Dependent variab1ez AUC_LAST 

BIOPAK ANOVA 

Std. Error 

1.75698 
1.75698 

Bl:OPAK ANOVA 

APÉNDICE 111 ~ 

A1pha - 0.0500 Bioequivalence Limita: Lower - 0.800 Upper - 1.200 
Transformation - NONE Percent of Reference to Detect - 0.20 

Formulation variable: FORMULA 

Formulation reference: A 

Reference : Least squares mean 21.613281, a.e. 1.756975 

Test : B 

Difference 
Ratio 

Least squares mean 23.518906, 

1. 9056, s .e .d. 
108.8169 

2.4847, df 

1.756975 

6 

Classical. westlake 

C.L. 
C.L. 
c.r... 

ªº" 90% 
95% 

- ( - ( - ( 

92 .2625 
86.4717 • 
80.6791 • 

125.3714) 
131.1622) 
136 .. 9548) 

Two One Sided T-tests 

79.6784 
73 .. 6359 
67.8005 

120. 3216) 
126. 3641) 
132 .1995) 

Prob(< 80%)-0.0231 Prob(> 120\)-0.1841 Max-0.1641 Tota1-0.2072 

A.H. p-va1ue - 0.1611 
Power - 0.2557 
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BIOPAK ANOVA 

Dependent variab1e: AUC_INF 

Tota1 Observationa: 16 Obaervations Uaed: 

Mode1 Sum of Squares: 
Error sum of Squares: 
Mean Square Error: 

1113.5607429 df 
174.9866836 df 

29.1644473 

Sequentia1 Ana1ysis of Variance ( Type 1 

Effect SS df 

SECUENCIA 70.5816106 1 
SUJETO(SECUENCIA) 1003.9691387 6 
PERIODO 37.0968500 1 
FORMULA 1.9131436 1 

Weighted Squaree of Mea ns ( Type 3 ) 

SECUENCIA 70.5816106 1 
SUJETO(SECUENCIA) 1003.9691387 6 
PERIODO 37.0968500 1 
FORMULA 1.9131436 1 

Contraste 

Sequential sum of Squares (Type 1) Contrast 
A va B 1.9131436 1 
Contrast: 1 -1 

Hypothesis Tests 

Sequential sum Of Squaree (Type 1) Test 
SECUENCIA 70.5816106 1 
Using SUJETO(SECUENCIA) as error term 

APÉNDICE 111 

16 

9 
6 

F 

2.4201 
S.7374 
1.2720 
0.0656 

2.4201 
s. 7374 
1.2720 
o. 0656 

0.0656 

0.4218 

Prob 

0.1708 
0.0259 
0.3025 
0.8064 

0.1708 
0.0259 
0.3025 
0.8064 

0.8064 

0.5401 
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APÉNDICE 111 ~ 

Least Squares Meana 

Oependent variab1e: AUC_INF 

FORMULA 

A 
B 

Va1ue 

24.6706 
25.3622 

Bioavai1abi1~ty St~tistics 

Dependent var'iab1e: AUC_INF 

BIOPAK ANOVA 

Std. Error 

1.90933 
1.90933 

BIOPAK ANOVA 

Alpha - o.oS'Oo Bioequiva1ence Limita: Lower - o.sao Upper - 1.200 
Transformation • NONE Percent of Reference to Detect a Q.20 

Formu1ation variable: FORMULA 

Formu1ation reference: A 

Reference : Least squares mean 24.670627, a.e. 1.909334 

Test : B 

Difference 
Ratio 

Least squares mean 25.362209, 

o.6916, s.e.d. 
102.8033 

2.7002, df 

1.909334 

6 

Cl.assica1 Westlake 

C.L. 80% - ( 
C.L. 90tr - ( 
C.L. 95% - ( 

87.0427 • 118.5638) 
81.5296 • 124.0769) 
76.0148 • 129.5917) 

Two One Sided T-teets 

83. 7994 
78.2421 
72.7170 

116.2006) 
121. 7579) 
127.2830) 

Prob(< 801)-0.0412 Prob(> 1201)-0.0036 Max-0.0836 Tota1-0.124B 

A.H. p-value - 0.0424 
POWPr • 0.2816 
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BIOPAK ANOVA 

oependent variab1e: Cmax_A.LL 

Total observations: 16 Observations Used: 

Model sum of Squares: 

Error sum of squares: 
Mean Square Error: 

265.8882250 df 

19.1885500 df 
3.1980917 

Sequential Analysis Of Variance ( Type 1 

Effect SS 

SECUENCIA 34.8690250 
SUJETO(SECUENCIA) 229.9565500 
PERIODO 0.8556250 
FORMULA 0.2070250 

weighted Squares of Mea ns ( Type 3 ) 

SECUENCIA 34.8690250 
SUJETO(SECUENCIA) 229.9565500 
PERIODO 0.8556250 
FORMULA 0.2070250 

contrasta 

sequential Sum of Squares (Type 1) Contrast 
A VS B 0.2070250 
contrast: 1 -1 

Hypothesis Tests 

Sequential sum of Squares (Type 1) Test 
SECUENCIA 34.8690250 
Using SUJETO(SECUENCIA) as error term 

df 

1 
6 
1 
1 

1 
6 
1 
1 

1 

1 

APÉNDICE fil 

16 

9 

6 

F Prob 

10.9031 0.0164 
11.9841 0.0041 

0.2675 0.6235 
0.0647 0.8077 

10.9031 0.0164 
11.9841 0.0041 

0.2675 0.6235 
0.0647 0.8077 

0.0647 0.8077 

0.9098 0.3770 
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Least Squaree Means 

Dependent variable: Cmax_ALL 

FORMULA 

A 
e 

Value 

8.03 
8.2575 

Bioavailability Statistics 

Oependent variable: Cmax_ALL 

BIOPAK ANOVA 

Std. Error 

0.632267 
0.632267 

BIOPAK. ANOVA 

APÉNDICE /JI ~ 

Alpha - o.osco Bioequivalence Limita: Lower - o.sao Upper - 1.200 
Traneformation - NONE Percent of Reference to Detect - 0.20 

Formulation variable: FORMULA 

Formul.ation referenee: A 

Reference : Least squares mean 8.030000. e.e. 0.632267 

Test : e Least squares mean 8.257500. e.e. o.632267 

Difference 
Ratio· · 

C.L. 80'1 
C.L. 90% 
C.L.' 9511 

- ( - ( - ( 

0.2275. s.e.d. 
102.8331 

Classical. 

86.7986 
81.1897 
75.5791 

118.8676) 
124.4765) 
130.0872) 

0.8942. df 6 

Westlake 

83 .5237 
77 .8704 
72.2494 

l.16.4763) 
122 -1296) 
127.7506) 

Two One Sided T-tests 

Prob(< 80%)a0.0431 Prob(> 120%)m0.0S70 Max-0.0870 Tota1-0.1301 

A.H. p-va1ue • 0.0440 
Power - 0.2722 
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BIOPAK ANOVA 

Dependent variable: Tmax_ALL 

Tota1 Observations: 16 Obaervations Used: 

Mode1 Sum of Squares: 
Error Sum of Squares: 
Mean Square Error: 

6.3906250 df 
1.7187500 df 
o .2864583 

Sequentia1 Ana1ysis of Variance ( Type 1 ) 

Effect SS df 

SECUENCIA 0.3906250 1 
SUJETO(SECUENCIA) 4.5937500 6 
PERIODO 0.1406250 1 
FORMULA 1.2656250 1 

Weighted Squares of Means Type 3 ) 

SECUENCIA. Q.3906250 1 
SUJETO(SECUENCIA) 4.5937500 6 
PERIODO 0.1406250 1 
FORMULA 1.2656250 1 

Contrasta 

sequentia1 sum of Squares (Type 1) Contrast 
A vs a 1-2656250 1 
contrast: 1 -1 

Hypotheais Tests 

Sequential sum of Squares (Type 1) Tese. 
SECUENCXA 0.3906250 1 
Using SUJETO(SECUENCXA) as error term 

APÉNDICE 111 -"""""" 

16 

9 
6 

F 

1.3636 
2.6727 
0.4909 
4 .4182 

1.3636 
2.6727 
o .4909 
4.4182 

4. 4182 

o .5102 

Prob 

0.2872 
0.1284 
0.5098 
0.0803 

0.2872 
o .1284 
0.5098 
0.0803 

0.0803 

0.5019 

108 



Least Squares Means 

Dependent variable: Tmax_ALL 

FORMULA 

A 
B 

Value 

2.6875 
2.125 

Bioavailability Statistics 

Dependent variable: Tmax_ALL 

BIOPAK ANOVA 

Std. Error 

0.189228 
o .189228 

B:IOPAK ANOVA 

APÉNDICE fil 

Alpha - 0.0500 Bioequivalence Limite: Lower • 0.800 Upper • 1.200 
Transformation • NONE Percent of Reference to Detect • 0.20 

Formulation variable: FORMULA 

Formulation reference: A 

Reference : Least squares mean 2.687500, a.e. Q.189228 

Test : B Least squares mean 2.12sooo. a.e. 0.189228 

Difference 
Ratio 

-o.5625. s.e.d. 
79.0698 

0.2676. df 6 

C.L. SOfr 
C.L. 90fr 
C.L. 9Sfs 

- ( - ( - ( 

Classical. 

64.7311 
59.7155 • 
54 .. 6982 • 

93.4084) 
98.4241) 

103 .4413) 

Two One Sided T-tests 

Westl.ake 

70.0065 
64.6846 
59. 6595 

129.9935) 
l..35. 3154) 
140.3405) 

Prob(< 80%)-0.5357 Prob(> 120%)-0.0031 Max-0.5357 Totai-o.5388 

A.H. p-va1ue • 0.5326 
Power - 0.3402 
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BIOPAK ANOVA 

Dependent variable: HALF_ALL 

Total Obeervations: 16 Obaervations Used: 

Mode1 Sum of Squares: 
Error Sum of Squares: 
Mean Square Error: 

1.5204942 df 
1.0959982 df 
0.1826664 

Sequential Analysis of Variance ( Type 1 

Effect SS df 

SECUENCIA 0.8657688 1 
SUJETO(SECUENC::IA) 0.5994031 6 
PERIODO o. 0454701 1 
FORMULA 0.0098522 1 

Weighted Squares of Mea ns ( Type 3 ) 

SECUENCIA 0.8657688 1 
SUJETO(SECUENCIA) 0.5994031 6 
PER::COOO 0.0454701 1 
FORMULA 0.0098522 1 

Contrasta 

Sequential Sum of Squares (Type 1) Contrast 
A va B Q.0098522 1 
Contrast: 1 -1 

Hypothesis Tests 

Sequential Sum of Squares (Type 1) Test 
SECUENCIA o.8657688 1 
Using SUJETO(SECUENCIA) as error term 

APÉNDICE 111 

16 

9 
6 

F 

4. 7396 
o. 5469 
o. 24 89 
0.0539 

4.7396 
0.5469 
0.2489 
o. 0539 

0.0539 

B.6663 

Prob 

o. 0724 
o .7593 
Q.6356 
0.8241 

0.0724 
Q.7593 
Q.6356 
0.8241 

o. 8241 

0.0258 
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BIOPAK ANOVA 

Least Squares Means 

Dependent variab1e: HALF_ALL 

FORMULA 

A 
B 

Va1ue 

1.26413 
1.2145 

Bioavai1abi1ity Statistics 

Dependent variabl.e: HALF_ALL 

std. Error 

0.151107 
0.151107 

B::IOPAK ANOVA 

APÉNDICE 111 """"'"" 

A1pha • O.OSCO Bioequiva1ence Limite: Lower - 0.800 Upper - 1.200 
Transformation ~ NONE Percent of Reference to Detect - 0.20 

Formu1~ti~n _variab1e: FORMULA 

Formu1ation reference: A 

Reference : Least squares 1.264129, e.e. 0.151107 

Test : B ~· Least squares mean 1.214500. e.e. 0.151107 

Diffei-~~"é:e 
Ratió··~-1 ... ·. 

-0.0496, s.e.d. 
96. 0741 

0.2137, df 6 

c.L. a·ots 
C.L. 90%" 
C.L. 95%-

- ( - ( . ( 

Cl.assical. 

71.7317 120.4164) 
63.2167 • 128.9315) 
54.6990 • 137.4491) 

Two One Sided T-tests 

Westl.ake 

75.0982 
66.5271 
57.9963 

124. 9018) 
133. 4729) 
142.0037) 

Prob(< eo~)-o.1a92 Prob(> 120•>-0.1034 Max-0.1892 Tota1-0.2926 

A.H. p-va1ue • O.OBSB 
Power - o. 1320 
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APÉNDICE 111 ~ 

(TRANSFORMACIÓN LOGARiTMICA) 

BIOPAK ANOVA 

Dependent variab1e: Log10 AUC_LAST 

Tota1 Observations: 16 Observations Used: 

Mode1 Sum of Squares: 
Error Sum of Squares: 
Mean Square Error: 

o. 5013441 df 
o. 0617352 df 
0.0102892 

Sequentia1 Ana1ysis of Variance ( Type 1 

Effect SS df 

SECUENCIA 0.0792824 1 
SUJETO(SECUENCIA) 0.4174126 6 
PERIODO 0.0018792 1 
FORMULA 0.0027699 1 

Weighted Squares of Mea ns ( Type 3 ) 

SECUENCIA 0.0792824 1 
SUJETO(SECUENCIA) 0.4174126 6 
PERIODO 0.0018792 1 
FORMULA 0.0027699 1 

Contrasta 

Sequentia1 Sum of Squares (Type 1) contrast 
A vs B 0.0027699 1 
Contrast: 1 -1 

Hypothesis Tests 

Sequential Sum of Squares (Type 1) Test 
SECUENCIA o. 0792824 1 
Using SUJETO(SECUENCIA) as error term 

16 

" 6 

F 

7 -7054 
6.7613 
0-1826 
0.2692 

7.7054 
6.7613 
0.1826 
0.2692 

o -2692 

1.1396 

Prob 

o. 0322 
o. 0175 
o. 6840 
o. 6224 

o. 0322 
o. 0175 
o. 6840 
o. 6224 

o. 6224 

o. 3268 
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BIOPAK ANOVA 

Least Squares Meana 

Dependent variable: Log10 AUC_LAST 

FORMULA 

A 
B 

Va1ue 

1.30048 
1.3268 

Bioavail.abi1ity Statistics 

Std. Error 

0.0358629 
0.0358629 

BIOPAK ANOVA 

Dependent variable: Log10 AUC_LAST 

APÉNDICE III ~ 

Alpha - o.osoo Bioequivalence Limita: Lower - o.sao Upper • 1.200 
Transformation - LOG10 Percent of Reference to Detect - 0.20 

Formu1ation variable: FORMULA 

Formulation reference: A 

Reference : Least squares mean 1.300481. a.e. 0.035863 

Test : B Least aquares mean 1.326796, a.e. 0.035863 

Difference 
Ratio 

0.0263. s.e.d. 
106.2466 

0.0507. df 6 

C.L. 80% 
C.L. 90% 
C.L. 95% 

- ( - ( - ( 

Classical 

89.8013 
84 .6712 • 
79.8327 • 

125.7035) 
133.3197) 
141-3999) 

TWo One Sided T-tests 

Westl.ake 

80.2962 
73.2236 
65.9355 

119.7038) 
126.7764) 
134. 0645) 

Prob(< 80%)-0.0256 Prob(> 120%)-0.1687 Max-0.1687 Tota1•0.1943 

A.H. p-va1ue = 0.1431 
Power - 0.3078 
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B:COPA.K ANOVA 

Oependent variable: Log10 AUC_:CNF 

Tota1 observations: 16 Observations Used: 

Mode1 sum of Squares: 
Error sum of squares: 
Mean Square Error: 

0.3355246 df 
o. 0564947 df 
0.0094158 

Sequential Ana1ysis of Variance ( Type 1 

Effect SS df 

SECUENCIA 0.0138085 1 
SUJETO(SECUENCIA) 0.3088218 6 
PERIODO o. 0127869 1 
FORMULA o. 0001074 1 

Weighted Squares of Mean a ( Type 3 ) 

SECUENCIA o. 0138085 1 
SUJETO(SECUENCIA) o. 3088218 6 
PERIODO 0.0127869 1 
FORMULA o. 0001074 1 

Contraste 

Sequential Sum of Squares (Type 1) Contrast 
A va B o.0001074 1 
Contrast: 1 -1 

Hypotheais Tests 

Sequential Sum of Squares (Type 1) Test 
SECUENCIA 0.0138085 
Using SUJETO(SECUENCIA) as error term 

APÉNDICE fil ~ 

16 

9 
6 

F 

1.4665 
5.4664 
1.3580 
0.0114 

1.4665 
5.4664 
1.3580 
0.0114 

0.0114 

0.2683 

Prob 

0.2714 
0.0289 
0.2881 
0.9184 

0.2714 
0.0289 
0.2881 
0.9184 

0.9184 

0.6230 
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B:IOPAK ANOVA 

Least Squares Means 

Dependent variable: Log10 AUC_INF 

FORMULA 

A 
B 

Val.u e 

1.373 
1.36782 

Std. Error 

0.034307 
0.034307 

BIOPAK ANOVA 

Bioavailabi1ity Statiatics 

Dependent variab1e: Logia AUC_INF 

APÉNDICE III ~ 

A1pha - 0.0500 Bioequiva1ence Limita: Lower • 0.800 Upper - 1.200 
Trans~ormation - LOG10 Percent of Reference to Detect - 0.20 

Formu1ation variable: FORMULA 

Formu1ation reference: A 

Reference : Least squares mean 1.373004, a.e. 0.034307 

Test : e Least squares mean 1.367823, a.e. o.a34307 

Difference 
Ratio 

-0.0052. s.e.d. 
98. 8140 

0.0485, df 6 

C.L. 
C.L. 
C.L. 

80% 
90% 
95% 

- ( - ( - ( 

Cl.assical 

84 .1307 
79.5272 • 
75.1744 • 

116.0600) ( 
122. 7782) (-
129. 8875) ( 

Two One Sided T-teats 

Westl.ake 

84.0525 
78.5463 
72. 9279 

115. 9475) 
121.4537) 
127. 0721) 

Prob(< 80%)-0.0538 Prob(> 120%)-0.0664 Max-0.0664 Totai-0.1201 

A.H. p-va1ue - 0.0126 
Power - 0.3364 
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BIOPAK ANOVA 

Dependent variable: Log10 Cmax_ALL 

Tota1 Observations: 16 Observations Used: 

Model Sum of Squares: 
Error Sum of Squares: 
Mean Square Error: 

0.5148294 df 
0.0674423 df 
o .. 0112404 

Sequential Analyais of Variance ( Type 1 

Effect SS df 

SECUENCIA 0.0570080 1 
SUJETO(SECUENCIA) 0 .. 4568522 6 
PERIODO o .. oooe79B 1 
FORMULA Q.0000895 1 

Weighted Squares of Means ( Type 3 ) 

SECUENCIA 0.0570080 1 
SUJETO(SECUENCIA) 0.4568522 6 
PERIODO 0.0008798 1 
FORMULA o .. ooooegs 1 

Contrasta 

Sequential Sum of Squares (Type 1) Contrast 
A VB B 0.0000895 1 
Contrast: 1 -1 

Hypothesis Tests 

Sequential Sum of Squares (Type 1) Test 
SECUENCIA 0.0570080 1 
Using SUJETO(SECUENCIA) as error term 

APÉNDICE fil 

16 

" 6 

F 

5.0717 
6 .. 7740 
0.0783 
0.0080 

S.0717 
6 .. 7740 
0 .. 0783 
0 .. 0080 

0 .. 0080 

0.7487 

Prob 

0.0653 
0.0174 
0 .. 7891 
0.9318 

0.0653 
0.0174 
0 .. 7891 
0.9318 

0.9318 

0-4201 
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BIOPAK ANOVA 

Least Squares Means 

Dependent variabl.e: Log10 Cmax_ALL 

FORMULA 

A 
B 

val.ue 

0.862306 
0.867035 

Bioavailabil.ity Statistics 

Std. Error 

o .037484 
o. 037484 

BIOPAK ANOVA 

Dependent variabl.e: Log10 Cmax_ALL 

APÉNDICE fil ~ 

Al.pha • o.osco Bioequival.ence Limita: Lower • o.eco Upper • 1.200 
Traneformation • LOG10 Percent of Reference to Detect • 0.20 

Formul.ation variabl.e: FORMULA 

Formul.ation reference: A 

Reference : Least squares mean 0.862306, s.e. 0.037484 

Test : B Least squares mean 0.867035, e.e. 0.037484 

Difference 
Ratio 

o.0047, s.e.d. 
101.0949 

0.0530. df 6 

C.L .. 
C.L. 
C.L. 

- ( - ( - ( 

C1assica1 

84 .. 7999 
79.7432 • 
74. 9866 • 

120.5210) 
128.1635) 
136.2932) 

Two One Sided T-tests 

westlake 

82.2498 
75. 8442 
69.1714 

117. 7502) 
124.1558) 
130.8286) 

Prob(< 80%)-0.0518 Prob(> 120%)-0.1049 Max-0.1049 Tota1-0.1567 

A.H. p-va1ue - 0.0531 
Power - 0.2818 
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BIOPAK ANOVA 

Dependent variable: Log10 Tmax_ALL 

Tota1 Observations: 16 Obeervations Uaed: 

Mode1 sum of Squarea: 
Error sum of Squares: 
Mean Square Error1 

o .1994064 df 
0.0409773 df 
0.0068296 

Sequentia1 Ana1ysis of Variance ( Type 1 ) 

Effect SS df 

SECUENCl'.A o. 0202092 1 
SUJETO(SECUENC:IA) 0.1398138 6 
PERIODO 0.0063504 1 
FORMULA 0.0330329 1 

Weighted Squares Of Mea ns ( Type 3 ) 

SECUENCIA o. 0202092 1 
SUJETO(SECUENCIA) 0.1398138 6 
PERIODO Q.0063504 1 
FORMULA 0.0330329 1 

Contrasta 

Sequentia1 Sum of Squares (Type 1) Contrast 
A VB B 0.0330329 1 
Contrast: 1 -1 

HYPothesis Tests 

Sequen ti al Sum of Squares (Type 1) Test 
SECUENCIA. o. 0202092 1 
Using SUJETO(SECUENCIA) as error term 

APÉNDICE III 

16 

9 
6 

F 

2. 9591 
3 .4120 
o. 9298 
4. 8368 

2. 9591 
3 .4120 
o. 9298 
4. 8368 

4. 8368 

0.8673 

Prob 

Q.1362 
0.0804 
0.3721 
0.0702 

Q.1362 
0.0804 
Q.3721 
0.0702 

0.0702 

0.3877 
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BJ:OPAK ANOVA. 

Least Squares Means 

Dependent variab1e: Log10 Tmax_ALL 

FORMULA 

A 
B 

Value 

0.409125 
0.31825 

Bioavai1ability Statistica 

Std. Error 

o. 0292181 
0.0292181 

BIOPAK ANOVA 

Dependent variable: Log1D Tmax_ALL 

APÉNDICE 111 ~ 

A1pha - O.OSCO Bioequiva1ence Limita: Lower - 0.800 Upper • 1.200 
Transformation • LOG10 Percent of Reference to Detect - 0.20 

Formulation variable: FORMULA 

Formu1ation reference: A 

Reference : Least squares mean 0.409125. a.e. 0.029218 

Test : B Least squares mean 0.318250. a.e. 0.029218 

Difference 
Ratio 

-0.0909, s.e.d. 
81.1195 

0.0413. df 6 

C. L. 80% 
C.L. 90% 
C.L. 951r 

- ( - ( - ( 

Classical. 

70.7334 93.0306) 
67.4235 • 97.5976) 
64.2675 • 102.3904) 

Two One Sided T-tests 

Westlake 

74.3682 
70.6673 
67. 3298 

125.6318) 
129.3327) 
132.6702) 

Prob(c 80%)-0.4443 Prob(> 120%)-0.0031 Max-0.4443 Tota1-0.447S 

A.H. p-va1ue • 0.4412 
Power • 0.4625 
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BIOPAK ANOVA 

Dependent variab1e: Log10 HALF_ALL 

Tota1 Observations: 16 Observationa Used: 

Mode1 Sum Of Squares: 
Error Sum of Squares: 
Mean Square Error: 

0.1492203 df 
0.0882433 df 
0.0147072 

Sequentia1 Ana1ysis of Variance ( Type 1 ) 

Ef fect SS df 

SECUENCIA 
SUJETO(SECUENCIA) 
PERIODO 
FORMULA 

0.0892686 
0.0554592 
0.0043804 
0.0001120 

Weighted Squares of Means ( Type 3 ) 

SECUENCIA 
SUJETO(SECUENCIA) 
PERIODO 
FORMULA 

Contrasta 

0.0892686 
0.0554592 
0.0043804 
0.0001120 

Sequentia1 sum of Squares (Type 1) concrast 

]. 

6 
]. 

]. 

]. 

6 
]. 

]. 

A VS B 0.0001120 1 
Contrast: 1 -1 

Hypothesis Tests 

Sequential sum of squares (Type 1) Test 
SECUENCIA 0.0892686 1 
Using SUJETO(SECUENCIA) as error term 

APÉNDICE fil ......., 

16 

9 
6 

F 

6.0697 
0.6285 
0.2978 
0.0076 

6.0697 
0.6285 
Q.2978 
0.0076 

0.0076 

9.6577 

Prob 

o. 0489 
0.7066 
0.6049 
0.9333 

0.0489 
Q.7066 
0.6049 
0.9333 

0.9333 

0.0209 
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BIOPAK ANOVA 

Least Squares Means 

Dependent variable: Log10 HALF_ALL 

FORMULA 

A 
B 

Va1ue 

0.0770674 
0.0717753 

Std. Error 

0.0428766 
0.0428766 

B:IOPAK ANOVA 

Bioavai1a~ii,i ~y. ~·~a.t·i~~icS 
Dependent, ·~~a~i.·a·bÍ-~ ·= - Logia HALF _ALL 

APÉNDICE 111 ......,, 

Al.pha -· .D-.'QS·a·Ó siOequivalence Limita: Lower - o.eco Upper - 1.200 
Transformation - LOG10 Percent of Reference to Detect - 0.20 

Formul.ati~n variable: FORMULA 

Formul.atio"n::reference: A 

Reference : Least squares mean 0.077067. e.e. 0 .. 042877 

Test : B Leaat squares mean 0.071775. e.e. 0.042877 

Difference 
Ratio 

-0.0053, s.e.d. 
98.7888 

0.0606, df 6 

C.L. BOYs 
C.L. 90tr 
C.L. 95%-

- ( - ( - ( 

Cl.assical 

80 .. 7965 
75.3094 • 
70.1935 • 

120. 7878) 
129.5885) 
139.0333) 

Two one Sided T-tests 

Westlake 

80 .1374 
73.2293 
66.0586 

119.8626) 
126.7707) 
133.9414) 

Prob(< 80%)•0.0908 Prob(> 120%)•0.1065 Max•0.1065 Tota1-0.1973 

A.H. p-va1ue • 0.0157 
Power • 0.2175 
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APÉNDICE IV ~ 
10. APÉNDICE IV 

DISTRIBUCIÓN 1 

~ .zs .20 .15 .10 .05 .025 .01 .005 .0005 ,_ 
f---1 1.000 l.S76 1.963 S.078 6.91• 12.106 31.1121 63.657 636.619 2 .1116 1.061 1.3116 1.- 2.920 4.303 6.965 9.925 31.5911 3 .765 .9711 1.250 1.638 2.sss 3.1112 4.541 5.841 12.941 4 .741 .941 1.190 l.5S3 2.1n 2.776 S.747 4.604 8.610 5 .727 .920 t.156 1.476 2.0IS 2.571 1365 4.032 6.1159 

6 .718 .906 l.IS4 l.+tO 1.943 2.447 3.143 S.707 S.959 7 .711 .1196 1.119 1.415 1.11!15 2.365 2.9911 S.499 5.405 11 .706 .11119 l.IOll l.'.197 1.1160 2.- 2.1196 s.ns 5.041 9 .703 ·""' 1.100 1.31!13 l.llU 2.262 2.1121 3.250 4.781 10 .700 .1179 1.093 1.372 1.1112 2.228 2.764 3.169 4.587 
11 .697 .1176 1.0llll 1.363 1.796 2.201 2.718 3.106 4.437 12 .695 .873 1.083 1.356 1.7112 2.179 2.6&1 s.oss 4.St8 13 .694 .870 1.079 1.350 1.771 2.ltiO 2.650 3.012 4.221 .. .692 .11611 l.076 l.345 1.761 2.145 2.624 2.977 4.140 IS .691 .1166 1.074 1.341 1.753 2.131 2.602 2.947 4.073 
16 .690 .1165 l.071 1.337 1.746 2.120 2.5113 2.921 4.0IS 17 .6119 .1163 1.069 1.333 1.740 2.110 2.567 2.- 3.965 18 .61111 .1162 1.067 1.330 l.7S4 2.101 2.552 2.11711 3.922 19 .61111 .1161 1.066 1.3211 1.729 2.093 2.539 2.1161 3.11113 20 .6117 .ll60 1.064 1.325 1.725 2.0ll6 2.5211 2.1145 3.ll50 
21 .6116 .1159 1.063 1.323 1.721 2.11110 2.518 2.1131 3.1119 22 .686 .llSll 1.061 1.321 1.717 2.074 2.50ll 2.819 3.792 23 .6115 .11511 1.060 l.319 1.714 2.069 2.500 2.Ma7 S.767 24 .6115 .1157 1.059 1.318 1.711 2.064 2.492 2.ft7 3.74S 25 ."84 .1156 1.058 1.316 1.7'lll 2.060 2.4115 2.7117 3.725 
26 .684 .1156 1.058 1.315 1.706 2.056 2.47!1 2.779 3.707 27 .684 .llSS 1.057 1.314 1.703 2.052 2.473 2.771 3.690 28 .683 .855 1.056 1.313 1.701 2.0411 2.467 2.763 3.674 29 .683 .854 l.O!a!a 1.311 1.699 2.045 2.462 2.756 1659 30 .683 .854 l.O!aS 1.310 1.697 2.042 2.4S7 2.7SO 3.646 
40 .681 .BSI l.OSO 1.303 1.694 2.021 2.423 2.704 3.551 60 .679 .848 1.046 1.296 1.671 2.000 2.390 2.660 3.460 120 .677 .845 1.041 1.289 1.6511 UlllO 2.3511 2.617 3.373 ... .674 .1142 1.036 1.2112 1.645 1.960 2.326 2.576 3.291 
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