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Capitulo I. Introduccion y Objettvos

CAPITULO I. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La administracién de un farmaco a un organismo vivo conlleva una serie de procesos que
son objeto de estudio de la farmacocinética; dentro de éstos procesos, se encuentra ia
absorcion, - distribucidn, metabolismo y eliminacidn. En este sentido, para Ila
caracterizacion de un perﬂ de concentracion del! farmaco con respecto al tiempo, es
necesario conta' éon una metodologia analitica, que al ser aplicado al fluido biclogico de

interés, sea 6 sufc entemente sensible que permita la cuantificacion de dicho farmaco en

el fluido. ..

romatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR), es una de las

tilizadas a nivel mundial, ya que proporciona un amplio rango de

; éensibmdad y selectividad.

Asi mlsmo para trabajar muestras de farmaco en fluidos bioldgicos es necesario que
éstas sean ometndas a diferentes procesos donde se eliminen las sustancias que puedan

danar las colu nas empleadas o que interfieran en el analisis. Dichos procesos pueden ir
tac:én de proteinas hasta procesos de extraccion en fase sdlida, sin

desde la’ preci
punficacnén dependera de las propiedades fisicoquimicas y de las

embargo, "
concentrac

farmaco a utilizar.

nte_del proceso de extraccion utilizado, para que los métodos analiticos

Independiel
'én la cuantificacion de farmacos, es necesario cumplir con ciertos

sean emplead:
criterios de valndacnén establecidos en la NOM-SSA-177-1998. Que sefiala las pruebas y

procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable.




Capitulo I. Introduccion y Objetivos

Con base en lo anterior, se llevd a cabo el presente trabajo, cuyos objetivos fueron:

Objetivo general:

e Desarrollar y validar un método analitico por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucion (CLAR) para cuantificar piroxicam en plasma.

Objetivo especifico:
Aplicar la metodologia desarrollada y validada en un estudio de farmacocinética de

L ]
piroxicam en poblacion mexicana.

[N




Capitulo 11. Generalidades

CAPITULO Il. GENERALIDADES

2.1. Monografia del piroxicam

El piroxicam pertenece al grupo de los farmacos antiinflamatorios no esteroidales (AINEs),
es uno de los derivados del oxicam, una clase de acidos endlicos que posee propiedades

antiinflamatorias, analgésicas y antipiréticas.’

Nombres comerciales: Feldene®, Artinor®, Brucam®, Facicam® Osteral®, Oxicanol®,

Piroxan® y Pirox®.

Nombre genérico: Piroxicam
Nombre quimico ?: 4-Hydroxi-2-metil-N-2-piridinil-2H-1,2-benzotiazina-3-carboxamida-
1, 1-dioxido.

Formula condensada?: CysHiaN3O.S

Estructura quimica:
o o
\ /
S~n—cn 3

7~ 7\

CONH

OH

Figura 1. Estructura quimica de Pjroxicam.’

Peso molecular?: 331.35 g/mol
Punto de fusién 2: 198 a 200 °C




2.1.1. Propiedades fisicoquimicas.

Descripcion: es un polvo blanco o ligeramente amarillo cristalino.
Solubilidad: practicamente insoluble en agua. Soluble en diclorometano y en la mayoria

de los solventes organicos.
pka: exhibe un proton débil acido 4-hydroxi (pKa §,1) y un nitrégeno débil basico del piridil

(pKa 1,8)*
2.1.2. Mecanismo de accion.

El piroxicam es un biloqueador de la sintesis de prostaglandinas por inhibicion de la
enzima ciclooxigenasa; inhibe la migracién de polimorfonucleares y monocitos en el area
de inflamacién, asi como la liberacién de las enzimas lisosomales de los leucocitos
estimulados y disminuye la produccion del factor reumatoide tanto sistémico como del
liquido sinovial en pacientes con artritis reumatoides seropositiva. %, sin embargo, se han
propuesto otros mecanismos de accién antiinflamatoria propios del piroxicam y entre ellos

esta la inhibicidn de la proteoglucanasa y de Ia colagenasa en cartilago.’

2.1.3. Farmacocinética. "5

Absorcion: piroxicam se absorbe completamente y de 2 a 4 horas se logran sus
concentraciones maximas en plasma. Asi mismo, una sola dosis de 20 mg produce
generalmente los niveles maximos en plasma de piroxicam de 1,5 a 2 uyg/mi_. La mayoria
de los pacientes alcanzan los niveles plasmaticos al estado estacionario entre los 7 y 12

dias.

el farmaco junto con alimento produce un ligero retraso en la

La administracion orai
ér¢ no influye sobre la magnitud de la misma.

velocidad de absorcion




Capitulo I1. Generalidades

Distribucion: el volumen de distribucién del piroxicam es aproximadamente 0.1 L/kg y se

une extensamente a proteinas plasmaticas en un 99%.

transformacion metabodlica, en seres humanos, es la

Metabolismo: |a principal
mediada por citocromo P450

hidroxilacion en la posicion 5 del anillo piridil,
(predominantemente por la isoenzima de ia subfamilia CYP2C) seguida de la conjugacién

con acido glucuronido y posterior eliminacion principalmente por via renal.

Excrecion: aproximadamente 5% del farmaco se excreta por la orina inaiterado y aunque
los valores de vida media plasmatica son variables, en el adulto al parecer es de
aproximadamente 50 horas. El aclaramiento o depuracion registrado para piroxicam es de
0.03 mL/min/kg. Por otro lado, se excreta en la leche materna de 1% a 3% de la dosis

administrada.

2.1.4. Aplicaciones terapéuticas.®

Analgésico, antirreumatico, antiinflamatorio, reumatismo  articular, osteoartritis

(coxartrosis, gonartrosis y artrosis de manos, dedos y de columna vertebral), artritis

reumatoides, gota, espondilitis anquilosante y artritis reumatoides juvenil.

Otorrinolaringologia: como coadyuvante para aliviar la inflamacion y dolor de amigdalitis,
faringitis.
Aparato musculo esquelético: bursitis, capsulitis, tendinitis, miositis, cervicaigias, sinovitis

y dolor postraumatico.

Ginecologia: en dismenorrea primaria.
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2.1.5 Precauciones e interacciones.

Existe aproximadamente un 20% de efectos colaterales y cerca del §% de los pacientes
abandonan el uso del farmaco por efectos adversos, entre los mas comunes son las
reacciones gastrointestinales; donde la incidencia de Ulcera péptica es menor del 1%;
ademas el piroxicam disminuye la excrecion renal de litio en grado clinicamente

importante.’

Con lo que respecta a las interacciones, el piroxicam interfiere en la accién natriurética de
los diuréticos, potencializa los anticoagulantes de tipo cumarinico, por lo que la
administracion de ambos farmacos debe ser controlada. Existe también un aumento en

los niveles plasmaticos de litio y causa retencion de sodio, potasio y agua.’-®

2.1.6 Presentaciones comerciales.”

Tabla 1. Presentaciones comerciales de Piroxicam.

Nombre Forma Farmacéutica Laboratorio
Comercial
Feldene Capsulas, supositorios, inyectable, tabietas Pfizer
dispersables y gel

Oxicanol Capsulas lvax

Piroxan Capsulas Laboratorios Diba

Brucam Tabletas Bruluart

Artinor Tabletas dispersables e inyectable ICN
Pirox Capsulas Hexal

Facicam Solucidn inyectable Senosiain

Osteral Tabletas y suspension oral Silanes

2.2 Cromatografia Liquida de Alta Resolucion (CLAR)

La cromatografia es un método usado primordialmente para la separacion de los

componentes de una muestra, distribuyéndose en dos fases; una de las cuales es

s L TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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estac:onana mlentras Ia otra es méwl La fase ésfacionéria puede ser un sodlido, un
IIqundo retenido sobre un sélldo oun gel y Ia fase ‘movil puede ser liquida o gaseosa.®

2.2.1. Parametros éromatogréﬁco

A continuacion se describen alrgunos‘dé Ibs p‘al;émetros cromatogréficos mas importantes.

Volumen de elucién: (Vo) es el \}oIUmen de fase movil eluida entre la inyeccion y la

eiucion de la concentraciéon maxima del soluto.

Volumen muerto(Vyp): es el volumen'gotal de solvente entre el punto de inyeccion y el de

deteccion, exceptuando el corres'pondieme a las particulas de fase estacionaria.

Comprende al volumen que la fase movil puede ocupar entre las particulas y la pared de

la columna, en el interior de las tuberias, uniones, filtrados, etc.

Linea base: es la porciéon del cromatograma donde sélo se aprecia la elucién de la fase

movil, sin sefial debida al soluto.

Tiempo de Retencion (tg): es una medida del tiempo entre inyeccion de la muestra y el

tiempo en que aparece el pico.

Factor de capacidad (k’): es el cociente entre el niUmero de moles de soluto en la fase
estacionaria y el nimero de moles de soluto en la fase movil y esta relacionado con el
coeficiente de distribucion entre ambas fases. Puede demostrarse que k° es proporcional
al tiempo de retencién del soluto y se calcula para el pico eneésimo como:

_. -

o e L =1) o
‘o L
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De las anteriores ecuaciones k° puede variar entre cero e infinito.: Si el soluto no se
retiene, su tiempo de elucién sera igual a to (o bien su vd!umen de elucién igual a Vg) y si
se retiene en forma irreversible, su tiempo (y su'volur'-rien) de elucién sera infinito.

Factor de separacion(a): es el cociente entre los factores de capacidad( k') de un par de
picos. Si no existe separacion, a es igual a la'unidad y su valor aumenta cuando aumenta
la separacion.

o =—=

1
Resolucion (Rs): es la separacion entre dos picos en un cromatograma, se calcula por
cada par de picos adyacentes, esta definido como;
-4

R, = 2 0h
0.50w, +w,)

donde, t; y tz son el tiempo de retencion y w;y, w2 son los anchos de los picos medidos en
su base.

Platos tedricos (H): nos permite medir la eficiencia de una columna cromatografica y por
lo tanto de su "poder" separativo. Entonces, para una columna de longitud L, con N platos
tedricos, la altura del plato resulta:

H =

z|t

Asimetria(As): es una de las formas mas comunes de alejamiento de la curva gaussiana
importante puesto que puede llevar a errores considerables de

y su medicion es
calculo de

cuantificacion. Sin embargo aunque no existe un criterio Unico para el
asimetria, las formulas empleadas con mayor frecuencia son:

L2
o

ASge, =

L2
o

ASgm, =
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Donde a y"b‘son las medidas entre la linea que une el maximo deil pico con la linea de
base y los extremos anterior y posterior del pico, tomados a 10% de su altura. Por tanto a’

y b” son los mismos parametros al 5% de dicha altura.

2.2.2. Desarrollo de métodos por CLAR 2 °

Dado que el desarrollo de métodos es costoso y puede llevarse mucho tiempo, es
necesario tener un meétodo adecuado que garantice obtener los mejores resultados, para
lograr esto ultimo, es preferible emplear caminos sistematicos, efectuando ensayos en
una direccidn segura o con buenas probabilidades de éxito, documentando los resultados

obtenidos y .evitando ensayos innecesarios.

En la siguiente figura se muestra un diagrama de flujo de los pasos a seguir en un
desarrolio sistematico de métodos por CLAR que, con algunas modificaciones, puede ser

utilizado. .
Informacion '
sobre la ) y——_——’l Informaciéon Primaria . Objetivos
muestra L L.
[ pefinicion del sistema Prefiminar =]
T 3
Pasos . - . : Detector - : - | - Columna, fase movil “Métodos
Preparativos : Atenuacion ) ’yolumen inyectado gspeciales
 — T . T : T
"]~ Metodo preliminar <] T o
- :* Método Alternativo
[_ostimizacion - vaiidacien _J—
I
| Liberacion del Método |
Figura 2. Pasos en el desarrollo de métodos analiticos por CLAR.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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Sin lugar a dudas son muchos los aspectos a considerar en el desarrollo de métodos, en

primer lugar debe evaluarse la definicidn del sistema preliminar, que consiste en
determinar . qué pasos preparativos pueden necesitarse para mantener el analito en

solucién a una concentracion determinada, esto implica conocer la identidad del o los

componentes de interés, estructura quimica, pKa, solubilidad, espectros UV, rango de
pesos moleculares del o los componentes de interés, naturaleza de la matriz (suero, orina,

tabletas, etc)
2.2.3. Fase reversa ®

2.2.3.1. Propiedades de la columna ®

En la actualidad, las mas utilizadas son las columnas en fase reversa, Cas y C15, debido a
que en la mayoria de los casos se obtiene una mejor separacién y el volumen de la fase
ligada ofrece un mejor efecto protector contra la disolucion de la matriz de silica; sin
embargo, no siempre se empilean ya que depende en gran medida de las caracteristicas

de la muestra que se desea analizar.

2.2.3.2. Pfopiedades de los solventes.?

Se debe tener en cuenta que no todos los solventes son adecuados para trabajar en
CLAR ya que la condicion del estado liquido no es suficiente por si misma para que una
sustancia se pueda emplear como fase movil. Un solvente apropiado para CLAR debe

cumplir con algunas caracteristicas, entre los cuales podemos destacar alto poder

solubilizante, baja reactividad, punto de ebullicion adecuado, baja viscosidad, seguridad,

alto grado de pureza, asi como una absorcion baja a la longitud de onda de interés.
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2.2.3.3. Propiedades de la fase movil °

La“ selectividad de la fase mdvil depende del tipo de interaccién de la misma con la
muestra. La magnitud de las interacciones para cada solvente esta en funcion de su
fuerza de elucién y segtin su selectividad (aceptores de protones, donadores de protones

y fuerza dipolar).
Por-otro_ lado 'ara la determinacion de la proporcidén de la fase movil pueden seguirse

diferentes caminos como:

on’ una concentracién media de agua-modificador organico y ajustar la

proporcién ‘segtin los resultados obtenidos.
- on._t..ma‘conéentracién alta de modificador, reduciendo su proporcion en

fraccioniesi de 10-2(‘)\%"s'é§an' los resultados.

Con respecto al valor del pH de la fase moévil, éste puede ser un parametro critico que

debe controlarse rigurosamente, ya que se obtendran mMmejores resultados si los

compuestos estan protonados o ionizados. Por tal razdn se recomienda que el pH de la
fase movil esté 1.5 unidades alrededor del pka del compuesto de interés. Asi mismo es
importante mencionar que la fase movil a utilizar debe ser filtrada y desgasificada antes
de poneria en contacto con el cromatografo ya que de lo contrario pueden existir

variaciones significativas en los resultados.
2.2.3.4. Propiedades de los detectores

El detector es la parte del equipo cromatografico que permite ver y ubicar en tiempo y
espacio la posicion de cada componente de una muestra a la salida de la columna
cromatografica. Y aunque, si bien es cierto que la eleccion del detector dependera en gran
medida del tipo de anaiito en estudio, uno de los que se utiliza con mayor frecuencia es el
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ultravioleté (UV),’ OSadvd" por su simplicidad de uso, robustez y confiabilidad; sin embargo
también es'-bééible'_:usya'r otros detectores como indice de refraccidén, fluorescencia o

electroquimicos.:

Asi mismo, detectores deben reunir ciertas caracteristicas para ser utilizados, como:
tener un:am o'fango dinamico de respuesta, poseer una respuesta lineal, responder a
no afectarse por cambios de

todos - los solutos, tener la sensibilidad apropiada,
temperatura, poseer una buena relacion senal / ruido, no destruir la muestra, etc.

2.2.3.5. Otros factores °

Se deben considerar otros factores en el desarrollo de métodos como que la retencidon
cambia 1-3% por 1°C que cambie de temperatura, por lo que es importante controlar la
temperatura de la columna, ya que puede entonces haber un cambio en la selectividad.

2.3. Validacion de métodos analiticos

Una parte complementaria del desarrollo de un método analitico es la validacion del
mismo, donde el método es sometido a una serie de pruebas para determinar su

efectividad.

La Secretaria de Salud en la NOM-177-SSA1-1998 definid validacidn como acciéon de
probar que cualquier material, proceso, procedimiento, actividad, equipo o mecanismo
empleado en la fabricacién o control debe lograr los resultados para los cuales se destina.
Asi mismo la validacién de meétodos analiticos se define como el proceso por el cual

queda establecido, por estudios de laboratorio que la capacidad del método satisface los

requisitos para las aplicaciones analiticas deseadas. !

Dentro de los parametros a evaluar segin la norma NOM-177-SSA1-1998, estan:




Capitulo I1. Generalidades

2.3.1. Rango "'
Es el intervalo de un método analitico definido por las concentraciones comprendidas
entre los niveles superior e inferior del compuesto, en el cual se ha demostrado que el

meétodo es preciso, exacto y lineal.

2.3.2. Recuperacion absoluta '’
Es la eficiencia de un método analitico para cuantificar el o los compuestos por analizar

en la muestra biologica.

2.3.3. Linealidad

Se rcfiere a la proporcionalidad entre la concentracién de analito y su respuesta.
Conjuntamente se determina el rango lineal, es decir, el intervalo comprendido entre la
concentracidn minima y maxima de analito para el cual el método ha sido probado. &'

2.3.4. Precision !’

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando el
procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra homogénea

del producto, se evalua como repetibilidad y reproducibilidad.

2.3.5. Repetibilidad '

Es la precisidon de un método analitico que expresa la variacion dentro de un mismo
laboratorio obtenida entre determinaciones independientes realizadas en las mismas

condiciones.
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2.3.6. Reproducibilidad intralaboratorio '’

Es la precision de un método analitico que expresa la variacion obtenida entre

determinaciones independientes realizadas en el mismo laboratorio, pero en diferentes

condiciones de analisis, tales como dias, equipo, columnas o analistas.

2.3.7. Exactitud '
Es la concordancia entre el valor obtenido experimentalimente y el valor de referencia.

2.3.8. Estabilidad de la muestra '’

Es la propiedad del compuesto por analizar de conservar sus caracteristicas, desde el

momento del muestreo hasta su anadlisis.

2.3.9. Limite de deteccion

la minima concentracion de un compuesto en una muestra el cual puede ser

Es
las condiciones de operacion

detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo
establecidas y se expresa en unidades de concentracidon. Su determinacion puede

efectuarse por comparacion con la respuesta de un blanco o placebo, considerandose
limite de deteccidn cuando la sefal supere la relacion sefal /ruido.®'!

2.3.10. Limite de cuantificacion '’

Es la concentracion mas baja del compuesto que puede cuantificarse cumpliendo con la
precisidon y exactitud establecidas en el método y se expresa también en unidades de

concentraciéon.
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2.3.11. Selectividad

Es la capacidad de un meétodo ana"tico para cuantificar exacta y especificamente el
compuesto a analizar, en presencié‘de ptros compuestos que pudieran estar presentes en
la muestra. Estos componentes pueden ser excipientes de un farmaco, productos de

degradacion, subproductos o productos laterales de sintesis de un farmaco, metabolitos

del mismo analito en un fluido biolédgico, etc. > !

2.3.12. Tolerancia '’

Es la capacidad del método analitico para obtener resultados precisos y exactos ante
variaciones pequeias pero deliberadas, en sus parametros y condiciones de trabajo y

que proporciona una indicacion de su confiabilidad durante el uso normal.

2.4. Estudios farmacocinéticos

La farmacocinética es el estudio de la evolucién temporal de los niveles de los farmacos
y/o sus metabolitos en los diferentes fluidos, tejidos y excreciones del organismo asi como
de las relaciones matematicas necesarias para desarroliar e interpretar tales datos.?

En forma general los estudios farmacocinéticos, tras una administracion oral se pueden
realizar tomando muestras de sangre a tiempos prefijados y, mediante una técnica
analitica apropiada, previamente validada, se determinan las concentraciones plasmaticas
de farmaco en cada muestra. Una vez completados estos datos, se realiza el calculo de

los parametros farmacocinéticos del modelo.




2.4.1 Tamafno de la muestra.'’

El tamaio de la muestra se debe basar en consideraciones estadisticas y debe ser capaz

de proveer un indicador confiable de los parametros farmacocinéticos relevantes (Cmax.

ABC y Aews) y su variacion.

2.4.2. Toma de muestras."’

El muestreo debe realizarse por un periodo que permita cubrir por lo menos el 80% del
area bajo la curva de concentracion plasmatica (como minimo 4 vidas medias, en el caso
de sangre). Se deben obtener muestras de sangre por lo menos en once diferentes

tiempos de muestreo, que incluyan el tiempo 0, 3-4 puntos antes del Cmax, 3-5 puntos

alrededor del Cmax ¥ 4 a 6 puntos durante la fase de eliminacion.

2.4.3. Parametros farmacocinéticos.

Area bajo la Curva (ABC): se considera representativa de la concentraciéon total de
farmaco que llega a la circulacion después de ser administrado o en otras palabras nos
dice del grado de exposicidn del farmaco en el organismo. Este parametro se puede

obtener por integracion cinética o regla de los trapecios.

Concentracion maxima (Cmax): s la maxima concentracion de un farmaco que esta

presente en el plasma o suero después de ser administrada cierta dosis' . La Cmax es

una funcién de la fraccion de dosis que entra al organismo, del volumen aparente de
distribucion y de las constantes de velocidad de absorcién y de eliminacidon de primer

orden aparente.’®
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Constante de eliminacion (kg): es la proporcion entre la velocidad del proceso de

eliminacion del farmaco y la cantidad del mismo remanente en el organismo en cualquier

instante considerado.™

Depuracion (Cl): es el volumen de plasma que es limpiado de farmaco por un érgano en
una unidad de tiempo. También se le lama depuracidn renal al volumen de plasma que es

limpiado de farmaco por el rifién en una unidad de tiempo.'3

Tiempo maximo (tmax): es el tiempo Tequerido para alcanzar los niveles maximos de

concentracion de farmaco en la sangre y se observara un maximo en la concentracion

plasmatica del farmaco.'®
Tiempo de vida media (t1/2); es el tiempo necesario para eliminar el 50% de farmaco
presente en el organismo.

Volumen de distribucién (Vd): representa el volumen acuoso del organismo en el cual
es capaz de distribuirse una cantidad determinada de farmaco, de acuerdo con sus
caracteristicas fisicoquimicas.’®

Volumen de distribucion aparente: relaciona la concentraciéon de farmaco en la sangre
plasma con la cantidad total de farmaco en el cuerpo. Usualmente no tiene significado

fisiologico directo y no se refiere a un volumen real.
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2.5. Condiciones cromatograficas reportadas para cuantificar piroxicam en

plasma 16,17,18.19.20

Tabla 2. Condiciones cromatograficas reportadas para la cuantificacion de piroxicam en

plasma.
Columna Fase movil Detector A de Estandar
interés Interno
(nm)

Kromasil . | Acetonitrilo 20 mM, solucidén uv 360 Tenoxicam
Cia 5 um 'l amortiguadora de fosfato

pH 3.1 (50:50 v/v)
Novapak 0.1 M acetato de sodio- uv 330 Naproxen
Cig 4 pm acetonitrilo-trietanolamina

(61:39:0.05 v/v) pH 4.0
Scharlau Acetonitrilo-acido. acético Arreglo de 354 Tenoxicam
Cig 5 pm 4% pH 2.8 45:55 viv diodos
HP ODS | Solucién amortiguadora de | uv 254 | @ —eemee-
Shypersil fosfato pH 7.0 0.05 M, : S
Cis S5um metanol 60:40 v/v .
Lichrospher | Metanol-solucién Arreglo de 254 -
100 RP18|amortiguadora de acetato diodos
5 pm pH 4.3, 0.4 M 45:55 viv. .~ B

TESIS CON
FALLA DE ORIGEW




Capitulo 111, Parte Experimental

CAPITULO IN. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Desarrollo del método analitico por CLAR para cuantificar piroxicam en

plasma

3.1.1. Seleccion del tipo de columna

Se utilizaron dos columnas una Hewlett Packard ODS Hypersil 5 pm 150 x 4.6 mm y una
columna Waters YMC ODS-AQ S5 150 x 3.0 mm, 120 A.

3.1.2. Seleccién de la fase movil

Para la seleccion de la fase movil se utilizéd una solucidon amortiguadora de fosfato de
potasio 0.05 M, pH acidos, como componente acuoso y acetonitriio como componente
organico. Asi mismo se escogié aquella que proporcionara valores adecuados de los
parametros cromatograficos principales como son simetria < 1.5, resolucion > 2, K'(factor
de capacidad), N(numero de platos tedricos), y un tiempo de corrida no mayor a 10

minutos, libre de interferencias provenientes del plasma, etc.

3.1.3. Seleccion de la longitud de onda

Se realizdé un barrido en la region de 200-400 nm y se escogid la longitud de onda en

donde se observé la mayor respuesta.
3.1.4. Seleccion del método de extraccion

Para elegir el método de extraccidn, se probaron dos métodos de extraccion:

1. Precipitacién de proteinas.
2. Extraccion liquido — liquido.
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Para la selecbién'dei mejor método de extraccion se escogid aquel que proporcionara el

mejor recobro absoluto y una menor presencia de impurezas en el cromatograma.

3.1.5. Selecc ,n'dbel estandar interno

Para la seleccion del estandar interno, se evalud a tenoxicam, compuesto cuyas
caracteristicas estructurales y/o propiedades fisicoquimicas, como solubilidad, son

semejantes a piroxicam.

Dicho compuesto debe ser extraido con la técnica propuesta y mostrar una resoluciéon

mayor o igual a 2 con respecto a piroxicam para ser elegido como estandar interno

3.2. Método analitico por CLAR para cuantificar piroxicam en plasma

3.2.1. Material, reactivos y equipo

Material

- Matraces volumetricos de 2 L. - Vasos de precipitados de 250 mL.

- Matraces volumetricos de 100 miL. - Vasos de precipitados de 100 mL.

. Matraces volumeétricos de 50 mi. - Vasos de precipitados de 2 L.

. Matraces volumeétricos de 10 mL. L Tubos de 10 mL con tapdn de rosca

- Pipetas volumétricas de 5 mL. . Gradillas para tubos de 16 x 150

- Pipeta automatica eppendorf de 100- mm.
1000 pL. - Tubos de 50 mL.

. Puntas para pipeta automatica e Gradillas para tubos de 50 mL.
eppendorfde 1 mL. - Frascos con tapén de rosca de

. Repipeteadora eppendorf de 1000mL.
volumen variable y puntas e Microviales de 200 nb para
intercambiables. automuestreador Waters 717 plus.

- Puntas para repipeteador - Tapones para microviales.

- Pipetas Pasteur . Viales de 1 mL para

automuestreador Waters 717 plus.
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Reactivos

Acido o-fosforico, Merck.

-

- Fosfato monobasico de potasio Sigma.

- Acetonitriio HPL.C, J.T. Baker.

- Diclorometano HPLC, J.T. Baker.

- Metanol HPLC, J. T. Baker.

- Piroxicam. Laboratorios Nacionales S.S.A

L] Tenoxicam. Roche, S.A. de C.V

. Agua HPLC obtenida a partir de agua destilada y desionizada con equipo Milli Q
Waters System.

Equipo

. Agitador vortex thermolyne Maxi Mix e Potenciometro OAKTON ph 1000
1. series.

. Agitador horizontal dual action e Centrifuga Sigma.
shaker. - Bario de agua Isotemp 220.

. Balanza analitica Ohaus Standard e Cromatégrafo Waters equipado con
Analytical. bomba cuaternaria con

- Sonificador Cole-Palmer 8890. desgasificador en linea, modelo 600

- Sistema de filtracion Millipore. controlled, Waters. Integrador

- Membranas para filtracion Millipore paquete computacional Millenium 32,
de 0.45 um. Waters. Automuestreador inyector

automatico, modelo 717 plus de
Waters.

3.2.2. Fluido bioldégico

Para el desarrollo del estudio se utilizé plasma proporcionado por el banco de sangre del
Centro Nacional de la transfusion sanguinea. E! plasma fue obtenido de seres humanos
clinicamente sanos, comprobado mediante examenes de laboratorio como hematologia,
quimica sanguinea, marcadores para hepatitis A, B y C, deteccion de VIH y VDRL,
examen general de orina y deteccidon de drogas de abuso (ABUSIGN). Ei plasma se filtro

utilizando papel Whatman del No. 40.
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3.2.3. Preparacion de soluciones

3.2.3.1. Preparacion de soluciones para fase movil

Solucion amortiguadora de fosf: de p io monobasico 0.05 M pH 2.0

Se pesaron 13.61 g de fosfato de potasio de monobasico y se transfirid a un matraz
volumeétrico de 2 L, se disolvid con agua desionizada y se llevd a volumen con la misma,
posteriormente se zjustod el pH a 2.0 con.acido fosforico concentrado. Esta solucion se
fitré, a través de una membrana de 0.45 .m, y se desgasificé con vacio durante 20

minutos.

io monobdsico 0.1 M pH 2.0

Solucion amortiguadora de fosfato de p

Se pesaron 13.61 g de fosfato de potasio monobasico transfiriendose a un matraz
volumeétrico de 1L, se disolvié con agua desionizada y se llevé a volumen con la misma

para posteriormente ajustar el pH a 2.0 con acido fosfarico concentrado.

Acetonitrilo HPLC: Se filtrd, a través de una membrana de 0.45 um, 1 L de Acetonitrilo

HPLC y se desgasificod con vacio durante 20 min.
3.2.3.2. Preparacion de soluciones estandar

Solucion patron de Piroxicam (100 ug/ml)

Se pesaron con exactitud el equivalente a 10 mg de Piroxicam (0.010 g), transfiriéndose a
un matraz volumeétrico de 100 mL y lievandose a volumen con metanol. Esta solucion

contiene 100 pg/mL de Piroxicam.

N
N
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Solucion patron de Piroxicam (10 ug/mlL)

Se transfirieron cuantitativamente 5 mL de la solucién de 100 pg/mL de Piroxicam a un
matraz volumeétrico de 50 mL, se llevd a volumen con metanol. Esta solucién contiene 10
Hpg/mL de piroxicam.

Solucion patron de Piroxicam (1 pg/mit)

Se transfirieron cuantitativamente 5 mL de la solucién de 10 pg/mL de Piroxicam a un

matraz volumeétrico de 50 mL. Se llevé a volumen con metanol. Esta solucién contiene 1

ng/mL de Piroxicam.
Solucién estiandar interno de Tenoxicam (100 mg/mL)

Se pesaron con exactitud el equivalente a 10 mg de Tenoxicam (0.010 g), se transfirid
cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 mL y se llevd a volumen con metanol.

Esta solucién contiene 100 pug/mL de Tenoxicam.
Solucion estandar interno de Tenoxicam (10 ug/mtL)

Se transfirieron cuantitativamente 10 mL de la solucién de 100 pg/mL de Tenoxicam a un
matraz volumétrico de 100 mL, se llevé a volumen con metanol. Esta solucién contiene 10

Hg/mL de Tenoxicam

3.2.3.3. Preparacion de soluciones para evaluar adecuabilidad del sistema

Con el fin de evaluar la adecuabilidad del sistema cromatografico y de llevar un monitoreo
de la columna cromatografica se prepard una solucién de piroxicam (3 pg/mL) y de
tenoxicam ( 2 pg/mL). Disueltos en solucién amortiguadora de fosfato de potasio 0.05 M,




Capitulo 111, Parte Experimental

pH 2.0:ACN (65:35) v/iv. Esta solucion se dividié en 20 alicuotas respectivamente de 3 mL
y fueron almacenadas a —70°C. Previo a cada corrida analitica, se descongeld una de las

alicuotas y se realizaron 6 inyecciones consecutivas de 10 pL.
3.2.4. Preparacion de curva patrén y controies
La curva patrén y controles se realizdé como se describe en la tabla 3.

1. En un tubo de vidrio con tapén de rosca se anadié la alicuota correspondiente a

piroxicam.
2. Posteriormente se afadid 30 pL de estandar interno de tenoxicam y se evaporé bajo

atmésfera de nitrébgeno a 40° C durante 5 minutos.
3. Se adiciond 500 pyL de plasma y después se prosiguid como se muestra en la figura 3

con respecto al método de extraccidn de piroxicam.

Tabla 3. Preparacion de curva patrén y controles.

ulbl de Concentracion
. ML _de ."L .de Tenoxicam Volumen de final de
Piroxicam Piroxicam (10 /mL) lasma (pL) Piroxicam
(1 pg/mL) | (10 pg/mL) Hg P L G
pg/mt) |
10 - 30 500 0.02
25 - 30 500 0.05
50 - 30 500 0.1
100 30 500 0.2*
150 - 30 500 0.3
- 25 30 500 0.5
- 50 30 500 1.0
- 80 30 500 1.6*
- 100 30 500 2.0
- 150 30 500 3.0*
- 170 30 500 3.4
- 200 30 500 4.0
*Puntos control de calidad bajo (0.2), medio (1.6) y alto (3.0), para la determinacion de los

parametros de estabilidad, exactitud, precision y recobro del método
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3.3. validaciéon del método analitico por CLAR para cuantificar piroxicam en

plasma

Para la validacion del método analitico se evaluaron los parametros sefialados en la
Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, que establece las pruebas vy
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable. Requisitos a que

deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las pruebas.

3.3.1. Validacion del método

Se analizaron tres series independientes de curvas patrén y cinco series independientes
de muestras de control de calidad (control bajo, medio y alto por serie), en el primer dia de
trabajo; y analizando series independientes de muestras de control de calidad (control
bajo, medio y alto) por duplicado el segundo y tercer dia de trabajo respectivamente. Los

parametros de la validacion se describen detalladamente a continuacion

3.3.1.1. -Linealidad

Se prepa‘ré'r'on‘ tres curvas patron en plasma, en un dia de trabajo, en el rango de
concentracién. de 0.02 a 4.0 Hg/mL. La linealidad fue evaluada graficando la relacion de
alturas-: (F’lroxlcam /estandar interno) con respecto a la concentracidn para cada punto de
la curva patyén. Se realizé un ajuste lineal por minimos cuadrados y se determind la

pendiente, el intercepto y el coeficiente de correlacién.

Especificacion: el coeficiente de correlacion (r) debe ser igual o mayor a 0.99.

3.3.1.2. Precision y exactitud

La precision del método fue evaluada como repetibilidad (precisiéon intradia) y

reproducibilidad (precisién interdia), analizando tres concentraciones conocidas de

25




Capitulo I11. Parte Experimental

Pnroxncam en plasma dlferentes a Ios de la curva patrén, pero incluidos dentro del rango,
t (02 1.6, 30pg/mL)

en un nivel bajo. medlo y"

los niveles anteriores fueron

d del método analitico,
independiente por

nes "estandar preparadas de mane
desviacion estandar y coeficiente de

Para el
analizado:

éndose el promedio,

quintupl‘i

s etermmacuones en cada nivel de concentracién (tanto para los datos de

repetibilid_yac‘i‘ omo de reproducibilidad) con respecto al valor nominal (cantidad

adicionada), ,eni‘donde:

5 besv.ab.\'% =100 x ]Canlldad cfd!f:lofmda — Cantidad recuperada;
Cantidad adicionada

Especificacion: para la precision el coeficiente de variacién de las concentraciones
recuperadas no debera ser mayor al 15% y para la exactitud la desv. absoluta % tiene que

estar dentro del + 15% del valor nominal de concentracién.

3.3.1.3. Limite de cuantificacién

La sensibilidad del método fue determinada como la concentracién minima cuantificable
(CMC) o limite de cuantificacién (LC). Para determinar éste parametro se prepard por

quintuplicado a partir de soluciones estandar independientes, los siguientes puntos en

plasma:
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Tabla 4. Preparacion de soluciones estandar para determinar limite de cuantificacion.

Concentracion
Pir'::;(fc':.;m Volumen c(l:L';'enoxicam Volumen de final de
(1 pg/mL.) (10 pg/mL) plasma (pL) piroxicam
(pg/mL)
5 30 500 0.01
10 30 500 0.02

Especificacion: El LC es la concentracién mas baja del rango de trabajo, que cumple con
precisiéon y exactitud, con un coeficiente de variaciéon no mayor al 20 % y un % desviacion

absoluta del + 20% con respecto al valor nominal.

3.3.1.4. Limite de deteccién

El limite de deteccion (LD) fue determinado como la concentracion a la cuai la senfal del
compuesto por analizar en la matriz biolégica es tres veces mayor que el nivel de ruido y

la precision y la exactitud son mayores al 20%.

3.3.1.5. Selectividad

La selectividad del método fue determinada, analizando muestras blanco de la matriz
biolégica (plasma) proveniente de cada voluntario y muestras de plasma conteniendo
farmacos de uso comun, como acido acetilsalicilico, paracetamol y heparina, evaluando el
método contra posibles interferencias en los tiempos de retencién de piroxicam y

tenoxicam (estandar interno)

Especificacion: no deben existir interferencias entre el pico cromatografico de Piroxicam y

los compuestos mencionados anteriormente.
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3.3.1.6. Recobro

Se analizaron por quintuplicado tres concentraciones conocidas (baja, media y alta),
donde el recobro fue definido como el porcentaje de la altura de piroxicam recuperada
después de ia extraccién de las muestras de la matriz biolégica, comparada con la altura

de un estandar no extraido.

Especificacior ',_La variacién en los tres niveles de concentracién debe encontrarse dentro
* 15% con:fe'spec":to al coeficiente de variacién y debe ser reproducible en cada nivel de

concentracién dentro del rango analizado.

3.3.1.7.  Estabilidad

Se evaluaron las estabilidades en congelacion, bajo ciclos de congelacidn-descongelacion

y como muestra procesada.

Especificacion: para estabilidad bajo condiciones de congelacién, ciclos de congelacion —

descongelacion y estabilidad de la muestra procesada se consideran estables las

muestras si presentan una desviacion absoluta del + 15% del valor original o tiempo cero

(primer dia de analisis)

3.3.1.7.1. Estabilidad en congelacion

La estabilidad de piroxicam en plasma en congelacion a -70°C fue documentada

preparando dos series de muestras control de calidad conteniendo piroxicam a las
siguientes concentraciones: 0.2. 1.6 y 3.0 ug/mt,, las cuales fueron almacenadas a

70°C y congeladas durante 90 dias.
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3.3.1.7.2. Estabilidad bajo ciclos congelacién-descongelacion

La estabilidad de piroxicam en plasma bajo dos ciclos congelacion-descongeiacion a
menos 70°C se realizé preparando por duplicado tres series de muestras control de
calidad conteniendo piroxicam a las siguientes concentraciones: 0.2. 1.6 y 3.0 pug/mL, las
cuales fueron congeladas a -70°C y descongeladas a las 24 horas. Las muestras se

volvieron a congelar y fueron nuevamente descongeladas a las 48 hrs.

3.3.1.7.3. Estabilidad de la muestra procesada.

Para ‘determinar la estabilidad de la muestra procesada se prepararon por duplicado
muestras de piroxicam en plasma a tres niveles de concentracién (aito, medio y bajo), las
cuales fueron sornetidas al procedimiento de extraccién descrito en la figura 3 y se
inyectaron en el sistema cromatografico a los tiempos: 0, 24 y 48 horas después de su

preparacié‘n. _
3.3.1.8. Tolerancia

Para evaluar tolerancia se prepararon por duplicado y a partir de soluciones estandar
independientes, muestras de concentraciones 0.2, 1.6, 3.0 yg/mL, las cuales se
inyectaron a las condiciones normales del método y posteriormente se realizaron cambios

en la proporciéon de la fase movil y temperatura de la columna como se muestra en la

siguiente tabla:
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Tabla 5. Cambios realizados en la proporcion de fase movil y temperatura de la columna
para la determinacion de la tolerancia.

Cambios en la proporcion de fase movil
solucion amortiguad, pa de fosfatos 0.05 M, pH Temperaturaoge la columna
2.0:ACN (viv)

(condiciones de trabajo) 66:34 38

134 30

66:34 40

62:38 38

72:28 38

Especificacion: el método se considera tolerante a estos cambios si no se presenta una

desviacion absoluta con respecto a las condiciones originales, mayor al 15%.

3.4. Disefio del estudio clinico

Para llevar a cabo el estudio se seleccionaron 21 voluntarios, a los cuales se les
administré una tableta de piroxicam de 20 mg (Pfizer) lote 21804011, caducidad marzo
2005. La ingesta del medicamento se considerd como tiempo cero. El medicamento se
ingirid después de por lo menos 10 horas de ayuno y dos horas antes del desayuno y con
250 mL de agua, administrandose a todos los voluntarios el dia del estudio, en grupos de

dos y dejando un periodo de § minutos entre cada dos voluntarios.

Se tomaron muestras de sangre de 10 mL, con el sistema vacutainer en viales estériles.
Los tiempos de muestreo después de la administracion fueron de 0, 1, 2, 3, 4, 5, 8, 12, 22,
48, 96, 120, 168, 192, 216 horas. La sangre se centrifugo para obtener el plasma que se

mantuvo a -70°C hasta el dia d= su analisis.

La secuencia de dosificaciones y muestras de sangre entre los sujetos, se mantuvo de

manera que los tiempos para estas actividades fueran los mismos.
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En la siguiente tabla se afade el reporte de analisis del producto innovador piroxicam

(Feldene ®) como producto terminado.

Tabla 6. Reporte de analisis de piroxicam (Feldene ®) tabletas 20 mgg o. lote: 21804011.

Determinacion Especificacion Resuitado
Valoracion 92.5 - 107.5 % 101.7 %
Uniformidad de dosis 85.0—115.0% 101.6
Disolucion no menos de 75 % 89.9 %

3.4.1. Seleccién de voluntarios

Personas clinicamente sanas que no presenten sensibilidad al farmaco bajo estudio, lo
que se determina por medio de la historia clinica y pruebas de laboratorio; deben ser

como minimo: examen general de orina, quimica sanguinea, biometria hematica,

transaminasas hepaticas, prueba de la hepatitis B, VIH, radiografia de térax y

electrocardiograma.
Edades entre 18 y 55 afios, con un peso + 10% del ideal.

Sin antecedentes de drogadiccion o de abuso de alcohol, café, tabaco o bebidas de
cola, ni estar bajo la administraciéon de medicamentos concomitantes.

Se realizé una valoracion psicolégica para evaluar el perfil de personalidad de los
voluntarios que se encuentren en el estudio y el IDARE((intervalo de ansiedad: rasgo -
estado)

La participacién de los sujetos fue de manera voluntaria, para lo cual se firmo una
carta de aceptacion para participar en el estudio de acuerdo con los lineamientos

propuestos en la Ley General de Salud.

ety
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3.4.1.1. Criterios de exclusién

Voluntarios con alguna alteracidén en sus constantes vitales registradas en la seleccién

de voluntarios.
Voluntarlos con antecedentes de padecimientos cardiovasculares, renales, hepaticos,

. metabdlicos, gastrointestinales, incluyendo estreiiimiento, neurolégicos,

hematopoyéticos o cualquier tipo de anemia, asma, enfermedad mental u
otras ahﬁt’)rm‘alidades organicas. Asi como aquellos que haya tenido un traumatismo
musculé'i; déntro de los 21 dias previos al_estudio.

Voluntanos que requieran de cualquier medicamento durante el curso del estudio,
aparte del medlcamento que esta siendo estudiado.

Voluntarios: que hayan estado expuestos a farmacos conocidos como inductores o
ihhibidores enzimaticos hepaticos o que hayan tomado medicamentos potencialmente
toxicos dentro de los 30 dias previos al inicio del estudio.

Voluntarios que hayan sido hospitalizados por cualquier problema durante los cuatro
meses previos al inicio del estudio.
e Sujetos alérgicos a cualquier antibidtico y/o analgésicos antiinflamatorios no
esteroideos.

Sujetos que hayan donado o perdido 450 mi o mas de sangre dentro de los 60 dias
previos al inicio del estudio.

Voluntarias que resulten positivas a la prueba de embarazo.

3.4.1.2. Retiro de voluntarios

Los sujetos podran ser retirados del estudio por no cumplir con el protocolo o en opinién
del investigador por razones meédicas (eventos adversos), estos sujetos no podran ser
reemplazados. Cualquier sujeto puede en cualquier momento, dejar de participar en el

estudio si asi lo desea.
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as en voluntarios

3.5. Analisis de las mu
Una vez procesadas las muestras por medio del método de extraccion liquido-liquido
descrita en la figura 3, se prosiguid a realizar el analisis de las muestras en la forma que a
continuacion se describe.

Las muestras se analizaron en una corrida analitica que inciuye una curva patréon y dos

series de controles (control bajo, control medio, control alto) intercalados cada 15
muestras plasmaticas. Se usd el integrador computacional Millennium 32 de Waters para

determinar las alturas de piroxicam y tenoxicam (estandar interno)

3.5.1. Cuantificacién de las muestras plasmaticas

La retacidon de alturas piroxicam / estandar interno (y) y la concentracion de los estandares
(x) se ajustaron por medio de un analisis de regresién lineal por minimos cuadrados a la
ecuacion log y = m log x + log b, donde “log b” es la ordenada al origen (intercepto-y) y
“m" es la pendiente de la curva de calibracién. Para cuantificar las muestras del estudio, la
relacion de alturas piroxicam / estandar interno, se interpold en la ecuacidén obtenida de la

curva de calibracion.

La validez de cada corrida durante el procesamiento de las muestras se determind
examinando los resuitados de la linealidad y muestras control de calidad. Una corrida
analitica fue aceptada si:

e El 75% o un minimo de seis valores de concentraciones estandar (incluyendo la

concentracion superior), caen dentro del +15% de su valor nominal, excepto para el limite

de cuantificacion, el cual debera estar en el +20% con respecto a su valor nominal y el

valor del coeficiente de correlacion “r" sea = 0.99.
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« Sial menos el 67% de los valores de control de calidad se encuentran dentro del limite

+20% de los valores esperados.

e Las concentraciones para las muestras de control de calidad baja, media y aita deben
ser dlferentes de las usadas en la curva de calibracién pero deben encontrarse dentro del

rango evaluado.

e Siel 75% del total de muestras analizadas en la corrida presentan una simetria en los
picos cromatograficos de interés menor a 2 (calculado con el integrador Millennium 32 de

Waters con el meétodo USP)

3.6. Analisis farmacocinético.

Se calcularon los siguientes parametros farmacocinéticos utilizando el paquete

computacional Biopak® 2.0:

1.- El area bajo la curva de concentracion plasmatica desde la administracion hasta el
ultimo tiempo "t" (ABC o_,:), fue determinada con el método trapezoidal.

2.- El area bajo la curva de concentracion plasmatica extrapolada desde el tiempo “t" a
infinito (ABC _.inf), fue determinada dividiendo la ultima concentracion plasmatica entre la
fase lineal terminal (Ke)

3.- El area bajo la curva de concentracion plasmatica desde la administracion (tiempo
cero) a infinito (ABC o.,int) fue calculada sumando el ABC .y el ABC (_,ins.

4.- La concentracion plasmatica maxima (Cmax) fue determinada directamente de ia
curva de concentracion plasmatica-tiempo.

5.- E! tiempo al cual se alcanza la concentracion plasmatica maxima (Tmax) fue
determinada directamente de la curva de concentracion plasmatica-tiempo.

6.- La constante de eliminacion (K.) fue calculada mediante la pendiente de la porcion

lineal terminal
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7.- El tiempo de vida media (t v ) fue calculado a partir de la pendiente de la porcién lineal

terminatl (0.693/Ke).
Los siguientes parametros farmacocinéticas fueron calculados por medio de programa

excel, mediante las siguientes formulas:
8.- La depuracién (CUVF) fue calculada por medio de la férmula: CFI = ZB_CQ— , donde F es

G—soo
la biodisponibilidad.

9.- ElI volumen de distribucion (VdIF) fue calculada mediante la férmula:

vd D e
— = d F iodi ibil .
F - ABC, .. K.’ onde F es la biodisponibilidad

TESIS C7N
FALLA DE ORIGEN
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

4.1. Método analitico por CLAR para cuantificar piroxicam en plasma

4.1.1. Condiciones cromatograficas utilizadas

Las mejores condiciones cromatograficas obtenidas después de desarrollar el método

fueron las siguientes:

Tabla 7. Condiciones cromatograficas utilizadas en el método analitico.

Waters YMC ODS-AQ S5 150 x 3.0 mm, 120 A

Columna
Flujo 0.6 mU/min
Fase Movil Solucion Amortiguadora de fosfato de potasio 0.06 M, pH
2.0:ACN 66:34 v/v
Longitud de onda 354 nm
Tiempo de retencién | Piroxicam 8.0 min.
: Tenoxicam (estandar interno) 3.0 min

TESIS CON
FALLA DE QORIGEN
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4.1.2. Método de extraccion

Para la validaciéon del método analitico y el estudio farmacocinético, se empled un método

de extraccion liquido-liquido que se describe a continuacion:

L Adicionar 500 puL de muestra plasmatica. l

1 Aaitar en vortex durante 30 seaqundos

de buffer de fosfato de potasio 0.1 M a pH 2.0.

I Adicionar 0.5 mL de ia solucién amortiguadora ]
Agitar en vértex durante 15 segundos.

L Adicionar § mL de diclorometano HPLC

Agitar horizontalmente durante 10 min.

Centrifugar a 3500 rpm durante 10 min y
separar la fase organica.

Evaporar bajo atmdsfera de Nitrégeno a 40 *C.

L Reconstituir con 200 pl. de fase movil ]

L Inyectar 10 uL en el cromatégrafo. _l

Figura 3. Método de extraccion de piroxicam a partir de plasma.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN




Capitulo IV. R

ilisis de R lrade

ftados y A

4.2,

plasma

4.2.1. Validaciéon del método

4.2.1.1.

Los resultados de la linealidad del método se muestran en la siguiente tabla, donde se
observa que el método fue lineal en el rango de concentraciones de 0.02 a 4.0 pg/mL, los
valores del coeficiente de correlacion ( r ) obtenidos fueron de 0.99 o mayores. E!l valor
promedio para la pendiente (m) fue de 1.1006 y para la ordenada al origen (b) fue de -

Linealidad

0.0199. En la figura 3 se observa la linealidad del método.

Validacion de! método analitico por CLAR para cuantificar piroxicam en

Tabla 8. Resultados obtenidos en la linealidad de! método para cuantificar piroxicam.

Concentracion de Piroxicam (ug/mL.)

Concentra | 9,02 | 0.05 | 0.1 0.3 0.5 1.0 2.0 34 | 40 m B r
w | 1 |0018 [0038]0.096]|0.258|0.4791.048| — |3.255|3.990 0.98389 [-0.00463 [0.9995
€ | 2 |0.016 |0.043|0.099|0.307 | 0.567 | 1.084 | 2.241 | 3.834 | 4.374 [1-11108 [-0.0064 [0.5997
& 0.022 |0.048[0.104 [0.335 [0.501 [ 1.100 [ 2.057 | 4.155 | 4.772 [ 1-1996 [-0.0606 [0.9979
Prom. [0.019 [0.043]0.100|0.300|0.516 [ 1.081|2.149]3.748 |4 379

DE. 0.003 |0.005 [0.004{0.039 | 0.046 {0.028 | 0.130 | 0.456 | 0.391

CVv.% |16.36 |[11.63(405 |12.99|8.88 [263 |6.05 [12.17|893

m = pendiente, b = ordenada al origen, r = coeficiente de correlacion

D.E = desviacion estandar. C.V % = porciento coeficiente de variacion.
*respuesta = relacion de alturas piroxicam /estandar interno.

TESIS CON

FALLA DE ORIGEN
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y=1.10064x-0.01992
r=0.9999

Alturas piroxicam / estandar interno
{ug/mL)

™ T - x
o 1 2 3 4

Concentracion (eg/mL.)

Figura 4. Grafica de Linealidad del método

4.2.1.2. Precision y exactitud

Los valores de la precision del método evaluados como repetibilidad y reproducibilidad se
muestran en las tablas 9 y 10 respectivamente, asi como la exactitud definida como la
desviacion absoluta (Desv. abs.%) tanto para repetibilidad como para reproducibilidad.

4.2.1.2.1. Repetibilidad

En la siguiente tabla de resultados se observa que el coeficiente de variacién en cada uno
de los niveles de concentraciéon fue menor o igual al 3.79%, mientras que la desviacion
absoluta (Desv.abs%) en los niveles de concentracion estudiados fue menor o igual al

5.00%.
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Tabla 9. Repetibilidad y exactitud del método analitico para la cuantificacion de piroxicam.

Muestra Concentraciéon recuperada (ug/mlL)
Control bajo Control Medio Control Alto
1 0.22 1.63 3.04
2 0.21 1.63 2.90
3 0.20 1.61 3.00
4 0.21 1.69 3.17
5 0.21 1.62 3.17
Promedio 0.21 1.636 3.056
D.E. 0.007 0.031 0.116
C.V.% 3.33 1.80 3.79
Concentracion adicionada (ug/mL) 0.2 1.6 3.0

Desv.abs % 5.00 2.25 1.87

C.V es el coeficiente de variacion

D.E es la desviacién estandar o el error relativo a la regresion

4.2.1.2.2. Reproducibilidad

En la tabla 10 se muestran los resuitados de la reproducibilidad del método, donde se
observa que el coeficiente de variacion entre los diferentes dias de trabajo oscilé de 1.99
a 2.89% como maximo, mientras que la desviacion absoluta % fue menor o igual a 8.33

%, en las diferentes concentraciones evaluadas.

Tabla 10. Reproducibilidad y exactitud dei método analitico para la cuantificacion de

piroxicam.
Dia Réplica nimero Concentracion Recuperada (ug/mL)
1 1 0.22 1.63 3.04
2 0.21 1.63 2.90
2 1 0.22 1.65 3.05
2 0.22 1.61 3.02
3 1 0.22 1.52 2.94
2 0.21 1.58 2.98
Promedio 0.217 1.605 2.988
D.E 0.005 0.046 0.059
CV% 2.30 2.89 1.97
Concentracion adicionada (pg/ml.) 0.2 1.6 3.0
Desviacion absoluta % 8.33 0.31 0.39
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ifi i6on (LC) y Limite de deteccién (LD)

4.2.1.3. Limite de cuar

Tabla 11. Limite de cuantificacién y limite de deteccion.

Limite de Cuantificacion (ug/mL) Limite de Deteccién (ug/mL)

Piroxicam 0.02 0.01

Para el caso del limite de cuantificacion la precisiéon interdia fue de 18.46 % y la exactitud

(desviacion absoluta %) fue de 9.00.

4.2.1.4. Selectividad

En los siguientes cromatogramas se puede observar que no hay interferencias entre

piroxicam, tenoxicam y los demas farmacos evaluados.
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Figura 5. Selectividad del método analitico para 'a cuantificacion de piroxicam. Se
muestran los cromatogramas de Piroxicam. (A) blanco de plasma; (B) estandar en plasma
con 2 pg/mL de Piroxicam; (C) plasma de un voluntario sano 2 horas después de una
administracién oral de Piroxicam; (D) plasma afiadido con acido acetilsalicilico; (E) plasma

anadido con paracetamol; (F) plasma anadido con heparina.
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4.2.1.5. Recobro

Como se observa en la sigdiente tabla el recobro promedio fue del 83.63%, determinado a
las concentraciones de 0.2 p‘g/mL (controi bajo), 1.6 pug/mL (control medio) y 3.0 pg/mL

(control alto)

Tabla 12. Recobro del método analitico para la cuantificaciéon de piroxicam.

Estandar en fase | Estandar en plasma
Estandar movil (no extraido) {extraido) Recobro %
Altura de Piroxicam | Altura de Piroxicam
31127.28 24186.28
C. Alto 31343.60 28477.48
3.0 pg/miL 32213.46 31472.30
32333.78 32035.6
32544.47 26350.01
Promedio 31912.52 28504.33 89.32
16716.53 13331.10
C. Medio 16962.33 13723.64
1.6 pg/mL 16531.04 14270.06
17234.49 13459.83
17129.61 13354.30
Promedio 16914.80 13627.79 80.57
. 1968.84 1803.69
C. Bajo 1980.81 1504.03
0.2 pg/mL 1983.56 1330.81
1990.45 1832.35
1980.82 1551.96
Promedio 1980.89 1604.57 81.00
Promedio total 83.63

4.2.1.6. Estabilidad

En las tablas 13,14 y15 se muestran los resultados de estabilidad en condiciones de

almacenamiento, en ciclos de congelacién-descongelacion y de la muestra procesada.
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4.2.1.6. 1.

Los .resultados del analisis, mostraron una desviacion absoluta menor al 15% con

respet_;to', al.valor a tiempo cero, por lo que se considera que piroxica

Estabilidad en congelacion (-70°C)

conge‘Ia'cicSr'n‘ a —70°C durante 20 dias.

Tabla 13. Estabilidad en congelacién (~70°C)

4.2.1.6.2.

Dado que la desviacion absoluta fue menor al 15% con respecto al valor original, se

es estable en

Tiempo 0
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 pg/mL 1.6 pg/mi | 3.0 pg/mL
0.22 1.56 2.84
: 0.22 1.62 2.80
Promedio 0.22 1.59 2.82
- Tiempo 20 dias
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 ng/mkL 1.6 pg/mL | 3.0 pg/mL
0.27 1.87 3.19
0.23 1.68 3.13
Promedio 0.25 1.775 3.16
Desv.abs% 13.63 11.63 12.06

Estabilidad bajo ciclos de congelacién-descongelacién

considera que el piroxicam es estable bajo estas condiciones.
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Tabla 14. Estabilidad bajo ciclos de congelacién-descongelacion.

Tiempo O
C. Bajo C. Medio C. Ailto
0.2 yg/mL 1.6 pg/mL | 3.0 pg/mL
0.22 1.66 2.84
0.22 1.62 2.80
Promedio 0.22 1.59 2.82
Primer Ciclo
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 yg/mtL 1.6 pg/mL | 3.0 pg/mL
0.23 1.84 3.22
0.23 1.68 3.16
Promedio 0.23 1.81 3.19
Desv.abs% 4.55 13.84 13.12
Segundo Cicio
C. Bajo C. Medio C. Aito
0.2 pug/mL. 1.6 pg/mL | 3.0 pg/mL
0.20 1.71 3.26
0.20 1.68 3.17
Promedio 0.20 1.69 3.21
Desv.abs% 9.09 6.29 13.83

4.2.1.6.3. Estabilidad de ia muestra procesada.

El piroxicam fue estable en la solucién de inyecciéon durante 48 hrs. después de su
preparacion ya que su desviacion absoluta no fue mayor del 15% con respecto al valor

original o tiempo cero (primer dia de analisis).
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Tabia 15. Estabilidad como muestra procesada.

4.2.1.7.

y 20.

Se realizaron los cambios en la proporcion de la fase mévil y temperatura de la columna
indicados en la tabla 5. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 16, 17, 18, 19

Tiempo O
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 ya/mt, 1.6 ua/mL ) 3.0 ya/mL
0.22 1.65 3.05
ot 0.22 1.61 3.02
‘Promedio : 0.22 1.63 3.03
e Sr Tiempo 24 horas
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 ya/ml. 1.6 ua/mt | 3.0 ua/mi.
0.21 1.65 3.12
g B 0.21 1.63 3.14
Promedio 0.21 1.64 3.13
Desv.abs% 4.54 0.61 3.30
S : Tiempo 48 horas
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 ug/mtL 1.6 pg/mL | 3.0 ug/mL
0.19 1.67 3.20
0.19 1.64 3.25
Promedio 0.19 1.65 3.22
Desv.abs% 13.64 1.23 6.26

Tolerancia
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Tabla 16. Tolerancia del método analitico en las condiciones originales de trabajo.

Condiciones originales: solucion amortiguadora de fosfatos
0.05 M:ACN (66:34 v/v), 38°C
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 pg/mL 1.6 pg/mL 3.0 pg/mL
0.17 1.32 2,72
0.24 1.58 3.03
Promedio 0.205 1.45 2.88

Tabla 17. Tolerancia del método analitico con proporcién de fase movil (66:34 v/v) y 30°C
como temperatura de la columna.

Cambio de temperatura a 30°C fase mévil de solucién
amortiguadora de fosfatos 0.05 M: ACN (66:34 v/v)

C. Bajo C. Medio C. Alto

0.2 pg/mL 1.6 pg/mL 3.0 pg/mL.

0.17 1.34 2.75
0.24 1.6 3.13
Promedio 0.20 1.47 2.94
Desv.abs% 0.0 1.37 2.08

Tabla 18. Tolerancia del método analitico con proporcion de fase moévil 66:34 v/iv) y 40°C
como temperatura de la columna.

Cambio de temperatura a 40°C fase moévil de solucién
amortiguadora de fosfatos 0.05 M: ACN (66:34 v/v)
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 ug/ml 1.6 pg/mL 3.0 pg/mL

0.17 1.33 2.74

0.21 1.59 3.01

Promedio 0.19 1.46 2.87
Desv.abs% 7.32 0.69 0.35
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Tabla 19. Tolerancia del método analitico con proporcidén de fase mévil (62:38 v/v) y 38°C
como temperatura de la columna.

Cambio de proporcion de solucién amortiguadora a 38°C ( fase movil
de solucion amortiguadora de fosfatos 0.05 M: ACN (62:38 v/v)
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 yg/mL 1.6 pg/mlL 3.0 pg/mL
0.17 1.35 2.77
0.24 1.6 3.15
Promedic 0.20 - 1.47 2.96
Desv.abs% 2.44 1.38 2.78

Tabla 20. Tolerancia del método analitico con proporcion de fase movil (72:28 v/v) y 38° C
como temperatura de la columna.

Cambio de proporcion de solucion amortiguadora a 38°C ( fase movil
de solucién amortiguadora de fosfatos 0.05 M: ACN (72:28 v/v)
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 ug/mL 1.6 pg/mL 3.0 pg/mL
0.19 1.31 261
0.26 1.56 2.85
Promedio 0.225 1.43 2.78
Desv.abs% 9.75 1.38 3.47

Dados los resultados anteriormente mostrados se considera que el método es tolerante a
los cambios realizados ya que |a desviacion absoluta no fue mayor al 15% con respecto al

valor original.
4.3. Estudio farmacocinético

Después de realizar el desarrollo y validacion del método analitico, éste se aplico a un

estudio farmacocinético en 21 voluntarios clinicamente sanos.
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) ati de los voluntarios

4.3.1.. Analisis de las mt as p

Las muestras del estudio se analizaron en siete corridas. Los resultados de las muestras
de control de calidad (bajo, medio y alto) de todas las corridas del estudio se resumen en
la tabla 21, mientras que los resultados de las curvas de calibracion de todas las corridas

del estudio se resumen en la tabila 22.

Tabla 21. Seguimiento de las muestras de control de calidad para piroxicam.

Concentracion de Piroxicam en plasma
Voluntarios (ug/mL)
C. Bajo C. Medio C. Alto
0.2 pg/mL 1.6 ug/mltL. 3.0 pg/mL

1.2.3 0.19 1.71 2.77
0.2 1.62 3.01
4.5 6 0.18 1.53 3.30
0.20 1.57 2.69
7.8 9 0.19 1.80 3.34
0.19 1.89 3.33
10, 11, 12 0.17 1.60 3.24
0.21 1.45 2.74
13, 14, 15 0.21 1.37 2.59
ol 1.34 2.57
16, 17, 18 0.18 1.48 2.88
- 1.47 2.79
19, 20, 21 0.18 ol 2.87

0.20 1.56 -
REPETICION1 0.20 1.69 3.01
0.20 1.59 3.16
REPETICION2 0.21 1.51 3.02
0.17 1.52 2.89
Promedio 0.19 1.58 2.96
D.E.(n-1) 0.01 0.15 0.27
C.V.% 5.26 9.49 9.12
Conc.nominal 0.2 1.6 3.0
Desv.abs(%) 2.86 1.33 1.20

Nota: = valores que excedieron el limite de +20% del valor nominal
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Tabla 22. Seguimiento de curvas de calibracién para piroxicam.

= E
= E |g ¢
£ 16 iroxi ] 2 |5 2
s Concentracion de Piroxicam en Plasma (ug/mlL) g £ |3 -_g-
=3 B }=4
- 2 & |Bs8
=
1.2.3 0022 |o0.063 |0.101 |0.302 |0.a488 1.921 |3.462 |4.062 |0.0068 |1.0393 }0.9998
4.56 0025 |0.049 [0.110 |0289 J0.511 |1.10 |1.925 |3.324 [4.041 [0.0219 [1.0267 |0.9994
7.8.9 0020 |0.047 |0.105 |0.322 |0.504 |095 |2021 [3323 |4.263 |0.0558 |0.9839 |0.9908
10.11.12 | 5023 0,104 | 0.309 1.00  [2.443 |3.387 |3848 |0.0293 |1.0004 |0.9999
131415 |5025 |0.052 [0.111 |0.311 Joss2 |102 |1996 |3.285 |3.713 00301 |1.0721 |0.9007
16.17.18 10.024 |0.0s5 Jo.098 |0.313 |0.515 |1.07 |2031 |3.253 |3.875 |0.0202 |1.0445 |0.9907
192021 10023 |0083 |0.008 J0.330 |os536 [1.02 |2055 3643 |00151 |1.0224 |0.8997
Repeticion
es 0.021 - 10103 0341 lo523 {094 |1732 13545 {4234 {00350 |1.0288 {09995
Repeticion
es 0.021_|0.051_|0.102 [0.329 |0.468 |1.08 |1.993 |3.403 [3.896 |0.0195 [1.0307 [0.9998
Promedio | 0.023 ] 0.053 | 0.104_| 0316 |0.512 ] 1,024 _]1.080 | 3372 |3.953 | 00259 | 1.0276 | 0.9997
D.E.(n-1) |0.0018 | 0.0052 | 0.0046 | 0,0159 | 0.0261 | 0.0602 | 0.1145 | 0.0968 [ 0.2147
CV.% 7.626 |9811 4423 | 5032 (5098 | 6879 |5783 |2.871 |5431
Conc.
nomal |00z loos |o10 |o30 |oso 100 [200 [3.40 [4.00
aD::_";/n 13.043 5660 |3.846 (5063 (2344 |2344 (1010 |0.830 |1.189

* valores que exceden + 15 % con respecto a la concentracién nominal.

Los valores de "r" mostrados a lo largo del estudio fueron de 0.995 o mejor. La exactitud

fue del 8.54% o mejor para todos los puntos.

Las concentraciones de las muestras por debajo del limite de cuantificacién (tomando en

cuenta la variabilidad maxima permitida del £20%), no se incluyeron en los calculos.
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4.3.2. Resultados promedio del estudio farmacocinético

En Ja siguiente tabla se presentan los valores promedio de las concentraciones
plasmaticas de piroxicam, la grafica promedio de la concentracion plasmatica versus
tiempo y la grafica semilogaritmica de la concentracién plasmatica versus tiempo se

muestran en la figura 6 y 7 respectivamente.

Las concentraciones plasmaticas determinadas para cada uno de los voluntarios, y sus

respectivas graficas, se muestran en el apéndice |.

Tabla 23. Valores promedio de concentracion plasmatica de piroxicam (ug/mL) = D.E., a

los diferentes tiempos de muestreo.

Tiempo Concentracion promedio de
(h) piroxicam en plasma = D. E
(pg/mL)
[0] o]

1 2.54+ 0.55

2 2.80+ 0.51

3 2.63+ 0.62

4 2.50+ 0.70

5 2.67+ 0.59

8 2.58+ 0.80

12 2.19+ 0.58

- 22 2.12+ 0.69

48 1.63x+ 0.48

96 0.82+ 0.30

120 0.56+ 0.22

168 0.36+ 0.20

192 0.22+ 0.17

216 0.15+ 0.09

D.E = desviacién estandar

La grafica de concentraciéon plasmatica versus tiempo, asi como la grafica de

transformacion logaritmica de los datos de concentracion se muestran a continuacion:
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Figura 6. Grafica de la concentracion plasmatica promedio versus tiempo, después de ia

administracion oral de piroxicam 20 mg.
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Figura 7. Grafica semilogaritmica de concentracion versus tiempo después de la

administracién oral de piroxicam 20 mg.
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En la siguiente tabla se muestran los valores promedio de los parametros

farmacocinéticos después de una administracion oral de 20 mg de piroxicam.

Tabla 24. Parametros farmacocinéticos promedio de los 21 voluntarios con respecto a los

parametros reportados en bibliografia.

Parametro farmacocinético Piroxicam Parametros reportados
(promedio + D.E.) en bibliografia
ABC g_,¢ (g*h/mL) 214.42 + 67.90 -
ABC g_,inf (Lg~h/mL) 231.09 * 77.91 -
Cmax (ug/mL) 3.25 + 0.64 1.5-20%
Tmax (h) 3.8+ 2.16 3.0-50%@
T ¥ (h) 50.67 + 7.99 30—60©"
Ke (h-") 0.014 + 0.002 -
Cl (mL/Kg*min) / F 0.019+ 0.006 0.03¢0
Vd (L/Kg) I F 0.11 + 0.03 0.1 @n

* No reportada
En el apéndice Il se presentan los resultados del analisis estadistico obtenido en el
programa Biopak®. para los parametros farmacocinéticos de ABC g_,t, ABC g_,inf, Cmax
y Tmax, T V2 asi como para los parametros como, ke, Cl / F, Vd/F, que fueron obtenidos

mediante una hoja de calculo para cada uno de los 21 voluntarios.

Con base en lo anterior, los resultados presentados en la tabla 24 muestran que los
niveles plasmaticos de piroxicam en poblaciéon mexicana, son ligeramente mayores que
los reportados en la literatura, lo cual nos lleva a pensar en diferencias en la etapa de
eliminacion de este farmaco entre poblaciones, misma que se descarta al observar que
los parametros de Vd, Cl y T V2 no cambian de manera significativa y de la misma
manera, al observar que el parametro de Tmax esta de acuerdo con lo reportado, es
probable que ese ligero aumento en ia concentracidon plasmatica maxima se deba

simplemente a la formulacion utilizada.




Capitulo V. Conclusiones

CONCLusaoNEs

El métod ana"tlco para ia determinacion de piroxicam en plasma fue llneal precnso y

el ango ‘de concentracién de 0.02 a 4.0 ug/mL.
El métod a alltlco fue selectivo a componentes endégenos del plasma y a farmacos

de uso comun co‘mo acido acetilsalicilico, paracetamol y heparlna
El métodc analltlco fue tolerante a cambios de 30,38,40°C de temperatura y 62,:38,

72:28 como ﬁfoporclén del componente organico de la fase movil.
eroxlcam en plasma es estable almacenando las muestras a una temperatura de

menos 70°C por 20 dias.
- Elfme'toqo' analitico desarrollado y validado puede ser aplicado para estudios

farmacocinéticos.
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Apéndice T

APENDICE I.

Tablas y Graficas correspohdiemes a los resultados de concentracion plasmatica versus

tiempo, determinadas para cada uno de los 21 voluntarios.

,_ VOLUNTARIO 1
xTiempo (h) Concentracion (nug/mL)
o
3.35
2 2.18
S .39
4 .92
5 3.13
8 .01
1 2.46
2¢ 2.75
4 1.62
96 0.88
120 0.84
16 0.4
192 0.33
216 0.29
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Concentracion (ug/mlL}

VOLUNTARIO 2
Tien‘;po Concentraciéon (Hg/mlL)
Q [o)
2.24
2 2.7
3 2.28
4 2.42
5 3.56
8 2.46
12 3.54
22 3.26
EE 2.6
96 1.38
120 1.11
68 0.68
92 0.39
216 0.31
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Concenracion (ug/mL)

1 TESIS CON

VOLUNTARIO 3
Tiempo (h) | Concentracion (ug/mL) |
.0 9]

1 2.62

2 3.92

3 3.84

4 2.76

5 3.06

8 3.51

12 2.96

22 2.13

48 1.85

96 0.99
120 0.56
16 0.57
19 0.85
21¢€ 0.16
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Concentracion (ugimL)

VOLUNTARIO 4

Concentracion (ug/mL)
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Cancentracion (ygimL)

VOLUNTARIO 5

Concentracion (ug/mL)
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Concentracion (ug/mL)

VOLUNTARIO 6

Tiempo (h)

Concentracion (ug/mL)
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Concentracion (ug/mt)

VOLUNTARIO 7
Tiempo (h) | Concentracion (ug/mL)
[o] [s]
1 2.45
2 2.79
3 2.55
4 2.55
5 3.14
8 3.54
12 2.69
22 2.42
48 1.88
96 1.18
120 0.85
168 0.45
192 0.28
216 0.21
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Concentracién (ugmt )

10

0S5

VOLUNTARIO 8
Tiempo (h) { Concentracidon (Jg/mL)
[s] [¢]
1 2.59
2 3.13
3 2.74
49 2.43
5 3.33
8 2.29
12 2.00
22 2.44
48 1.83
96 0.92
120 0.51
168 0.19
192 0.11
216 N.D

N.D = no detectable
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Concentracion (ugfmL)

VOLUNTARIO 9
Tiempo (h) Concentracién (ug/mL)
[o] [¢]
1 3.4:2
2 3.5¢€
3 2.61
4 2.78 -
5 2.91
8 2.65
12 -2
2 X
4 1.71
96 1.04
120 0.6
168 0.36
192 0.26
216 0.23
X = muestra perdida
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Concentracion (pgfmL)

VOLUNTARIO 10

Concentraciéon

‘i Tiempo (h) (pg/mL)
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Concentracidn {ug/ml)

VOLUNTARIO 11

TESIS C7N
FALLA DE ORIGEN

Tiempo (h) Concentracion (pg/mL)
o [¢]
1 2.58
2 2.35
3 2.14
4 2.07
5 2.15
8 2.0
12 1.86
22 202
48 2.91
96 0.64
120 0.27
168 0.68
192 0.17
216 0.22
3.0
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2.0 /
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-
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Concntracién (ug/mL)

VOLUNTARIO 12
Tiempo (h) | Concentracion (ug/mL) |

[¢]

1 2.28
2 2.0
S .59
4 1.81
5 3.25
8 2.56
12 .68
55 172
48 1.33
96 0.33
120 0.1
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Concentracién (ug/mL)

VOLUNTARIO 13

TESIS CNY

CRIGEN

Tiempo (h) [ Concentracion (ug/mL)
[s] [¢
1 2.88
P 3.53
Z 3.3
4 3.42
5 2.94
8 1.9
12 2.81
22 2.89
48 2.26
96 0.94
120 0.73
68 0.45
192 0.34
216 0.35
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Concentracion (ug/mt)

——
VOLUNTARIO 14

Tiempo (h) | Concentracion {(pg/ml
[o]

[s]
1 2.08
2 3.04
3 3.52
4 77
5 2.74
8 3.62
12 3.34
22 ~3.69
48 1.95
96 1.37
120 0.61
168 X
192 0.16
216 0.1

X = muestra perdida.
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Concentracion (ug/mL)

VOLUNTARIO 15
Tiempo (h) | Concentracion (pg/mL)
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Concentracion (pgfml)

VOLUNTARIO 16
Tiempo (h) | Concentracion (pg/mL
[e]

334
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Concentracion (ug/mL)

VOLUNTARIO 17
Tiempo (h) Concentracion {(pg/mL)
o [¢]
1 2
2 2.4
3 2.1
4 .82
5 &
8 1.86
2 1.66
aE 111
86 0.6
120 0.46
68 0.27
192 0.15
216 0.14
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Concentracion (ug/mL)

VOLUNTARIO 18
Tiempo (h) | Concentracién (pg/mL)
[¢] [o]
i 2.48
= 2.57
Z 1.73
4 .68
5 .
8 1.81
12 1.46
22 1.49
48 1.12
96 0.28
120 0.3
168 0.12
192 0.09
216 0.06
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Qretraitn (i)

VOLUNTARIO 19
Tiempo (h) | Concentracién (ug/mL)
(s,
Z >.83
3 2.6
4 2.99
5 2.89
8 2.21
12 1.78
22 2.12
48 1.14
96 0.85
120 0.74
68 0.26
192 N.D
216 0.09
N.D = no detectabie
30-m
lalak
o TESIS 7Y
- N N
1L FALLA DE ORIGEN
20-} \/
15
1 -
1.0-]
- \-\.
054 \-
\.
oo — T T -7 1
o 50 100 150 0 250




Apéndice {

Concentracion {ug/mL)

VOLUNTARIO 20
Tiempo (h, Concentracion (ug/mt
[o] 0
1 .13
2 2.41
< 1.86
4 2.84
5 22
8 2.06
12 2.08
22 2.13
48 2.11
96 0.97
120 0.68
16E 0.34
192 0.28
216 X

X = muestra perdida
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Concentracion (pgimt.)

VOLUNTARIO 21

Tiempo (h)

Concentracién (pg/mL)
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Apéndice 1T

APENDICE II.

Parametros farmacocinéticos para cada voluntario.

Sujeto ABC o_. ABC o_i,v] Cmax [ Tmax t Va Ko Vd/F CHF

1 244.02 269.31 3.92 4 60.45 0.0114 0.0771 0.0147
2 332.23 356.82 3.56 5 54.98 0.0126 0.0617 0.0111
3 261.4 276.86 3.92 2 66.98 0.0103 0.1269 0.0143
4 191.11 199.13 2.88 3 46.34 0.0149 0.1086 0.0199
5 155.46 157.24 2.35 2 41.11 0.0168 0.1178 0.0252
6 183.21 196.57 2.35 2 54.49 0.0127 0.1152 0.0201
7 259.48 275.9 3.54 8 54.2 0.0127 0.1030 0.0143
8 212.99 216.98 3.33 5 39.43 0.0175 0.0845 0.0182
2] 222.29 240.88 3.56 2 56.03 0.0123 0.1725 0.0164
10 159.11 167.31 3.05 2 47.33 0.0146 0.1158 0.0237
11 222.96 240.4 2.59 1 54.94 0.0126 0.1048 0.0165
12 138.07 141.65 3.25 5 35.72 0.0194 0.0909 0.0280
13 269.65 299.63 3.53 2 59.38 0.0116 0.1121 0.0132
14 403.11 410.23 3.77 4 49.31 0.01405 0.0648 0.0096
15 132.98 137.44 3.25 8 44.21 0.01567 0.1428 0.0288
16 189.47 200.77 3.69 5 52.2 0.01327 0.1531 0.0197
17 153.61 164.41 2.4 2 53.48 0.01295 0.1370 0.0241
18 124.98 128.58 2.57 2 41.7 0.01661 0.1462 0.0308
19 188.75 196.2 2.99 4 57.45 0.01206 0.1640 0.0202
20 [ 247.32 361.55 2.84 4 53.14 0.01304 0.0633 0.0109
21 }- 209.7 215.06 4.94 8 41.29 0.01678 0.0939 0.0184
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APENDICE NI .

Peso en kiléérérhbé (VKg) de cada uno de los 21 voluntarios para la determinacion de los
parametros de aclaramiento o depuracion (Cl) y para el volumen de distribucién (Vvd).’

Voluntario

Peso (Kg)

84.0

72.0

55.0

61.8

64.0

69.4

55.0

62.0

68.9

A

70.5

sl

62.9

80.0

51.0

Y Y

53.5

Y

65.0

Y

49.0

68.5

64.0

51.50

67.0

=(Qojo|miN|oin|div|n ;Q(Dm\la)mhnm_.

NN

59.0
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