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INTRODUCCION Y OBJETIVOS s

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS

La Cefalexina es un antibiotico cefalosporinico semisintético de primera generacion,
que actia mediante la inhibicién de la sintesis de la pared bacteriana, actuando sobre
enzimas transpeptidasas, impidiendo la formacién de peptidoglicano produciendo la
muerte bacteriana por shock osmético.

Este antibiotico tiene actividad antimicrobiana con tendencia a ser mayor sobre los
microorganismos grampositivos que sobre los gramnegativos, y aunque se utiliza
habitualmente en el tratamiento de infecciones provocadas por microorganismos
susceptibles a éste farmaco, no se ha determinado la biodisponibilidad de este foirmaco en
poblacién mexicana.

Por lo anterior es importante optimizar métodos analiticos para la deteccién y
cuantificacion de Cefalexina en plasma, encontrando las condiciones favorables para un
analisis 6ptimo que permitan un alto grado de seguridad en los resultados.

Con base en lo anteriormente mencionado; se llevo a cabo el presente trabajo, cuyos

objetivos fueron los siguientes:

e Optimizar y validar un método analitico por Cromatografia de Liquidos de Alta
Resolucién (CLAR), para cuantificar Cefalexina en plasma.

e Aplicar la metodologia analitica validada en un estudio de biodisponibilidad de
Cefalexina.
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1. GENERALIDADES
1.1. DEFINICIONES

La biodisponibilidad es la proporcion del farmaco que se absorbe a la circulaciéon
general después de la administracion de un medicamento y el tiempo que requiere para
hacerlo.(

La farmacocinética es el estudio de como el organismo absorbe, distribuye, metaboliza y
excreta los farmacos. La exposicion a los farmacos puede ser intencionada, como cuando se
prescribe alguno para tratar una enfermedad, o involuntaria, como consecuencia de ingerir
alimentos, agua o aire contaminados con dichos farmacos. Las investigaciones farmacoldgicas
sobre la accidon terapéutica de un medicamento han encontrado una relacién entre la
respuesta farmacolégica o toxica, y la medible, utilizando para ello la concentracién
plasmatica. En este tipo de estudios suelen emplearse métodos cuantitativos y analisis
matematicos para comparar las concentraciones de los farmacos en plasma una vez
administrada una dosis.?

La palabra firmaco se usa mds comuinmente para describir las sustancias empleadas
como medicamento para el tratamiento de enfermedades. Sin embargo, la palabra farmaco se
emplea para designar cualquier compuesto biolégicamente activo.?

En los estudios farmacocinéticos se puede administrar un farmaco por diferentes vias.
La mas frecuente es la oral. El farmaco es deglutido y viaja hacia el intestino. Alli tiene que
desintegrarse si es una tableta o cdpsula, antes de disolverse en los liquidos intestinales para
difundirse a través de la mucosa intestinal y ser absorbido hacia el torrente circulatorio. El
farmaco se distribuye después, en funciéon del flujo sanguineo y de otros factores de cada
region especifica, las diferentes partes del cuerpo y difunde desde la sangre hacia los tejidos.
Segun su naturaleza, el farmaco puede ser después metabolizado o permanecer inalterado en
el organismo. El metabolismo puede lograr que un farmaco sea menos (o mas) activo que el
farmaco original. La excrecion se lleva a cabo principalmente a través del rifién, pero puede
tener lugar por varias vias, dependiendo del farmaco. De esta manera, la actividad
terapéutica es el resultado de una serie de etapas consecutivas a la administraciéon de un
medicamento, las cuales dependen de las caracteristicas del principio activo, la via de
administracion y del individuo al que se le administra.®?

Un antibiético (del griego, anti, ‘contra’; bios, ‘vida’), es cualquier compuesto quimico
utilizado para eliminar o inhibir el crecimiento de organismos infecciosos. Una propiedad
comdn a todos los antibidticos es la toxicidad selectiva: la toxicidad es superior para los
organismos invasores que para los animales o los seres humanos que los hospedan. En un
principio, el término antibiético s6lo se utilizaba para referirse a los compuestos organicos
producidos por bacterias u hongos que resultaban toxicos para otros microorganismos. En la
actualidad también se emplea para denominar compuestos sintéticos o semisintéticos.®



GENERALIDADES  m—

1.2.  CEFALOSPORINAS

Las cefalosporinas son antibiéticos beta-lactdmicos (fB-lactamicos) aislados en 1948 por
G. Brotzu, quien aislé del hongo Cephalosporium acremonium, las primeras cefalosporinas
denominadas P, N y C. Después de aislar el ntcleo activo de la cefalosporina C, el ac, 7-
aminocefalospordnico, y con adicién de cadenas laterales fue posible producir compuestos
semisintéticos con accién antibacteriana, mucho mayor que la de la sustancia original. Su
mecanismo de accién es similar al de las penicilinas. En los altimos 15 afios, como resultado
de la investigacion se han desarrollado muchas nuevas cefalosporinas, las cuales se clasifican
por generaciones. Las generaciones estdn diferenciadas en términos de actividad
antimicrobiana individual.®)

Su estructura quimica es similar a la de las penicilinas (PNC), tienen un anillo
lactamico igual al de la PNC, pero ademds tienen uno distinto, que es el anillo
dihidrotiazidico, que da la posibilidad de hacer sustituciones para obtener nuevos
compuestos en 2 sitios: carbono 7 y carbono 3. Las sustituciones en el carbono 7 producen
cambios en el espectro de accién de las cefalosporinas, la incorporacion de ciertos grupos en
este carbono origina compuestos resistentes a las -lactamasas. Sustituciones en el carbono 3
generan diferencias en la farmacocinética, lo que hace que algunas cefalosporinas puedan ser
administradas por via oral, mientras otras sélo se pueden administrar via parenteral.®

Los sitios de accién para las cefalosporinas son enzimas conocidas como proteinas de
unién a la penicilina (PUP). La afinidad de ciertas cefalosporinas por la PUP en varios
microorganismos ayuda a explicar los diferentes espectros de actividad en esta clase de
antibioticos.®

La resistencia bacteriana a los antibidticos B-lactamicos se confiere en forma maés
importante por la produccién de enzimas B-lactamasa (tanto por las bacterias grampositivas
como gramnegativas) que destruyen el anillo f-lactama e inactivan a las cefalosporinas; la
disminucién de la permeabilidad de la pared celular y la alteracion a la afinidad de unién a la
PUP también contribuyen a la resistencia bacteriana.®

Las cefalosporinas de primera generacioén tales como, la Cefalexina, acttian contra un
gran numero de cocos grampositivos, incluyendo Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis productores de penicilinasa; Streptococcus pneumoniae, estreptococos del grupo B, y
estreptococos beta hemoliticos del grupo A; entre los microorganismos gramnegativos
susceptibles se encuentran Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Proteus mirabilis y Shigella
sp.4@
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1.3. CEFALEXINA
1.3.1. PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

A continuacién se presentdn las caracteristicas fisicoquimicas de la Cefalexina, asi
como su estructura quimica.

Figura 1. Estructura quimica de la Cefalexina.®®

e Nombre quimico: 7 -alfa-delta-fenilglicinamino-3 -metil- 3 cefen - 4- &dcido carboxilico
monohidrato.®

e Foérmula condensada: C16H17N3045 . HXO®)

e Peso Molecular = 365.4 g/mol®)

e pKa25,52y7306)

e Longitud de onda maxima: 260 nm.®)

1.3.2. DESCRIPCION FISICA

Cristales blancos; de olor caracteristico, pH (de una solucién al 0.5 %) es de
aproximadamente 4.5. Un gramo se disuelve en 100 mL de agua; es soluble en soluciones
alcalinas acuosas diluidas; es muy poco soluble o practicamente insoluble en solventes
organicos.©)

1.33. ACCION FARMACOLOGICA Y MECANISMO DE ACCION
En contraste con las células animales, las bacterias poseen una capa rigida, la pared

celular, que conserva la forma de los microorganismos y encierra a la célula bacteriana, la
cual tiene una presién osmética interna alta. Esta presion osmética interna es de tres a cinco
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veces mayor en los microorganismos grampositivos en relacion con las bacterias
gramnegativas. La lesién a la pared celular (por ejemplo, por las lisozimas) o la inhibiciéon de
su formacién puede conducir a la lisis de las células.®

La pared celular contiene un “mucopéptido”, polimero complejo diferente (“mureina”,
“peptidoglican”) que consiste de polisacaridos y un polipéptido con muchos enlaces
(eslabones) transversos. El polisacarido contiene regularmente a los aminoazicares N-
acetilglucosamina y acido acetilmuramico. Este dltimo se encuentra solamente en las
bacterias. A los aminoazdcares van ligadas cadenas pentapeptidicas. La rigidez final de la
pared celular es impartida mediante enlaces cruzados de las cadenas peptidicas como
resultado de las reacciones de transpeptidacion ejecutadas por diversas enzimas. La envoltura
de peptidoglucano es mucho mas gruesa en la pared celular de las bacterias grampositivas
que en la pared celular de las bacterias gramnegativas.®

Después de que un medicamento B-lactamico se ha adherido a su receptor o
receptores, la reaccion de transpeptidacion es inhibida y la sintesis del peptidoglicano es
bloqueada. El paso siguiente probablemente sea la eliminacién o la inactivacién de un
inhibidor de las enzimas autoliticas de la pared celular. Esto activa a la enzima litica y origina
lisis de la célula si el medio es isoténico. En un medio notablemente hiperténico, los
microorganismos se transforman en protoplastos o esferoplastos, cubiertos s6lo por una fragil
membrana celular. En estas células puede continuar por algin tiempo la sintesis de proteinas
y acidos nucleicos.®

La inhibiciéon de la enzima de transpeptidacion por cefalosporinas, puede ser debida a
la semejanza estructural de estos medicamentos con la acil-D-alanil-D-alanina. La reaccién de
transpeptidacion implica la pérdida de una D-alanina del pentapéptido. La diferencia de la
sensibilidad de las bacterias grampositivas y de las gramnegativas ante diferentes penicilinas
o cefalosporinas dependen probablemente de las diferencias estructurales en sus paredes
celulares (es decir, cantidad de peptidoglicano, presencia de receptores y de lipidos,
naturaleza del eslabonamiento entrecruzado y la actividad de las enzimas autoliticas) lo cual
determina la penetracién, enlace y actividad de los medicamentos. 4

1.3.4. FARMACOCINETICA Y FARMACODINAMIA

La Cefalexina es un &cido débil que administrado por via oral se absorbe en el intestino
rdpida y completamente, en un grado variable, por lo que es la via de administracién de
elecciéon de este farmaco. Este antibi6tico se absorbe més lentamente por via intramuscular
que por via oral y los niveles obtenidos son mas bajos y prolongados.()

La Cefalexina se distribuye por via oral y tiene el mismo espectro antibacteriano que
las demas cefalosporinas de la primera generacién; sin embargo, es un poco menos activa
contra estafilococos productores de penicilasa. La Cefalexina no es metabolizada por el
organismo y se excreta inalterada por la orina entre 70 y 100%. ()
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La velocidad de absorciéon depende de la forma farmacéutica. Después de una dosis
oral (capsulas o tabletas) de 500 mg, las concentraciones séricas maximas son de 15 a 20
pug/mL aproximadamente. Administrada esta dosis en forma de suspensién la Cefalexina
aparece en plasma después de 9 minutos comparada con los 38 minutos cuando se administra
en forma de capsulas esto debido a que en suspensién el principio activo se encuentra
debidamente disperso siendo que en tabletas y capsulas no lo esta. Cuando se administra por
via oral en dosis de 0.25 a 0.5 g cuatro veces al dia (15-30mg/kg/dia), la concentraciéon
maxima se alcanza en una hora; la ingesta de alimentos retarda, pero no inhibe la absorcién
completa.()

Se distribuye ampliamente en la mayor parte de tejidos y liquidos del cuerpo,
incluyendo vesicula biliar, higado, rifiones, huesos, esputo, bilis y liquido pleural y sinovial,
aunque se sabe que las concentraciones mayores de farmaco son en higado y rifién. Tiene una
unién a proteinas de 6 a 15%.()

Una gran ventaja de este farmaco es que no se metaboliza, evitando de esta manera el
efecto del primer paso; se pueden detectar niveles plasmaticos hasta 6 horas después de la
administracion.(?

La excrecién es principalmente via renal, mediante secrecién tubular y por filtraciéon
glomerular; se han encontrado reportes de valores de depuracion alrededor de 15120 y 14880
mL/hora. Los farmacos bloqueadores de la secreciéon tubular, por ejemplo el probenecid,
pueden incrementar de manera sustancial las concentraciones séricas, por lo que en pacientes
con insuficiencia renal, las dosis deben ajustarse.(”)

La vida media de eliminacion es de cerca de %2 a 1 hora en pacientes con funcién renal
normal y de 7 %2 a 14 horas en pacientes con deterioro renal avanzado. La hemodiélisis o
dialisis peritoneal elimina la Cefalexina de la circulacién sistemica.)

1.3.5. INDICACIONES DE USO

La Cefalexina esta indicada para el tratamiento de infecciones del aparato urogenital,
inclusive prostatitis, por Escherichia coli, Proteus mirabilis y Klebsiella sp., infecciones de la piel y
del tejido de las partes blandas por Staphylococcus sp., Streptococcus sp., o ambos, infecciones
de los huesos y articulaciones, inclusive osteomielitis por Staphylococcus sp, Proteus mirabilis o
ambas, infecciones de las vias respiratorias por Streptococcus pneumoniae y Streptococcus f-
hemoliticos del grupo A, otitis media y faringitis por Streptococcus pneumonie, Haemophilus
influenzae, Staphilococcus sp., Streptococcus sp., y Nisseria catarrhalis y en odontologia en
infecciones por Staphylococcus sp, Strepotococcus sp. o ambos.(®)
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1.3.6. DOSIS RECOMENDADAS

Dosis oral para adultos, 250 a 1000 mg cada 6 horas, excepto en las infecciones de la
piel y los tejidos blandos para las que se administrardn dosis de 500 mg cada 12 horas; dosis
para nifios con otitis media, 18.8 a 25 mg/Kg cada 6 horas y para nifios con infecciones de la
piel y los tejidos blandos, 12.5 a 50 mg/Kg y para nifios con otras infecciones, 6.25 a 25
mg/Kg cada 6 horas.©

1.3.7. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Antes de indicar el uso Cefalexina deben investigarse reacciones de hipersensibilidad
previas a cefalosporinas o penicilinas, ya que este antibidtico esta contraindicado a estas
personas. Se han descrito reacciones parciales cruzadas de hipersensibilidad con las
penicilinas. El tratamiento con antibiéticos de amplio espectro puede alterar la flora del colon
y permitir el crecimiento de Clostridium difficile, cuya toxina produce diarrea asociada con
colitis sesudomembranosa. Se han informado pruebas de Coombs positivas. La Cefalexina
debe ser administrada con cuidado en pacientes con insuficiencia renal. Con el uso de
Cefalexina pueden encontrarse resultados falsos-positivos en las pruebas de glucosa en
orina.®)

No es conveniente prolongar la terapia mas alld de los 30 dias. Pueden producirse
infecciones por supresion de la flora normal.©)

Los experimentos en animales de laboratorio y la experiencia clinica no ha mostrado
evidencias de teratogenicidad, pero como todos los farmacos, la Cefalexina debe ser
administrada con precaucién durante el embarazo.®)

1.3.8. REACCIONES ADVERSAS

Una pequeiia proporcion de los pacientes en terapia con Cefalexina pueden
experimentar trastornos gastrointestinales tales como: nauseas, vomitos y colitis
seudomembranosa; mas frecuentemente diarrea, dolor abdominal, dispepsia, gastritis e
ictericia. También pueden presentarse reacciones de hipersensibilidad como: rash, urticaria,
angioedema y raramente eritema multiforme, sindrome de Stevens-Johnson, epidermdlisis
toxica y anafilaxia. Otras reacciones colaterales informadas son prurito anal y genital, mareos,
cefalea y alucinaciones; artralgias, nefritis intersticial, eosinofilia, neutropenia,
trombocitopenia y elevacion transitoria de transaminasas.()

10
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Conservar en lugar fresco, seco y pretejer de la luz solar. Si la forma farmacéutica es
para resuspender una vez hecha la suspension esta se debe conservar en refrigeracién por el

tiempo indicado en etiqueta.

1.3.10. PRESENTACIONES FARMACEUTICAS COMERCIALES

CEPOREX
Capsulas, tabletas y suspension
(Cefalexina)

FORMA FARMACEUTICA Y FORMULACION
Cada capsula contiene:

Monohidrato de Cefalexina,

equivalentea .................... 250y 500 mg
de Cefalexina

Excipiente, c.b.p. 1 capsula.

Cada tableta contiene:

Monohidrato de Cefalexina,
equivalentea .................. 10g
de Cefalexina

Excipiente, c.b.p. 1 tableta.

Cada 5 mL de suspension contiene:

Monohidrato de Cefalexina,

equivalente a ..............cooeiiin 125y 250 mg
de Cefalexina

Vehiculo, c.b.p. 5 mL.

GLAXOWELLCOME MEXICO, S.A. de C.V.0)

KEFLEX
Capsulas, tabletas y suspension
(Cefalexina)

FORMA FARMACEUTICA Y FORMULACION
Cada cépsula contiene:

Monohidrato de Cefalexina,

equivalentea .................... 250y 500 mg
de Cefalexina
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Excipiente, c.b.p. 1 capsula.

Cada tableta contiene:

Monohidrato de Cefalexina,

equivalentea ................... 500mgy10g
de Cefalexina

Excipiente, c.b.p. 1 tableta.

Cada 5 mL de suspension contiene:

Monohidrato de Cefalexina,

equivalentea ..............cooooii 125y 250 mg
de Cefalexina

Vehiculo, c.b.p. 5 mL.

ELI LILLY Y CiA DE MEXICO, S.A de C.V.©)

NIXELAF-C
Capsulas y suspension
(Cefalexina)

FORMA FARMACEUTICA Y FORMULACION
Cada cépsula contiene:

Monohidrato de Cefalexina,
equivalentea................... 250 y 500 mg
de Cefalexina

Excipiente, c.b.p. 1 capsula.

Cada 5 mL de suspension contiene:

Monohidrato de Cefalexina,

equivalentea .................oo 125y 250 mg
de Cefalexina

vehiculo, c.b.p. 5 mL.

BRULUAGSA, S.A de C.V.O)

PAFERXIN
Capsulas
(Cefalexina)

FORMA FARMACEUTICA Y FORMULACION:
Cada capsula contiene:
Monohidrato de Cefalexina,

GENERALIDADES  m—
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equivalentea ................o 250y 500 mg
de Cefalexina
Excipiente c.b.p. 1 capsula.

LIFERPAL MD, S.A. de C.V.®

SERVICEF
Céapsulas y suspension
(Cefalexina)

FORMA FARMACEUTICA Y FORMULACION:

Cada cépsula contiene:

Monohidrato de Cefalexina,

equivalentea ................o 250y 500 mg
de Cefalexina

Excipiente c.b.p. 1 capsula.

Cada 5 mL de suspension contiene:
Monohidrato de Cefalexina,

equivalentea ................. 125 mg
de Cefalexina

vehiculo, c.b.p. 5 mL.

NOVARTIS FARMACEUTICA, S. A. DE C. V.©)

1.3.11. METODOS ANALITICOS
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A continuaciéon se presentan algunos de los métodos analiticos encontrados en la

literatura, para la cuantificacion de Cefalexina.

e METODOSMICROBIOLOGICOS.

La eficacia de los antibiéticos, desde el punto de vista terapéutico, se puede demostrar
por la inhibicién que ejerce sobre los microorganismos especificos bajo condiciones especiales.
La valoracion se puede llevar a cabo por 2 métodos: el de difusion o cilindro placa y el de

dilucion, utilizando los siguientes medios de cultivo (Tabla 1):

13
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Tabla 1 MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS PARA PRUEBAS
MICROBIOLOGICAS DE CEFALEXINA

Microorganismo Medio de Cultivo

De prueba

Staphilococcus aureus | Peptona, digerido pancreético de caseina, carne de res,
(ATCC 29737) dextrosa y agar.

Sarcina lutea (ATCC|Mezcla de peptona-agar, citrato de sodio.

8340) y

Bacillus subtilis

(ATCC6633)

El método de cilindro placa se basa en la difusion del antibidtico desde un cilindro
vertical sobre una capa de agar solidificado que contiene el microorganismo de prueba. La
zona de inhibicién es un area circular que se encuentra alrededor del cilindro que contiene la
solucion del antibiético.(0)

e METODO ESPECTROFOTOMETRICO UV.

Todas las cefalosporinas inalteradas presentan una absorciéon a 260nm debido al enlace
O=CNC=C del anillo beta-lactdmico. Esta absorcion desaparece al romperse el anillo beta-
lactama ya sea por una accién quimica o enzimatica.()

e METODO IODOMETRICO.

La valoracion de yodo representa la cantidad de yodo absorbida por una cantidad de
muestra. Este método se utiliza tanto para la determinacién de cefalosporinas inalteradas
como para las penicilinas, mostrando que hay una correlacién lineal entre el consumo de
yodo y la concentracién de cefalosporinas.()

14. CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA RESOLUCION

En la actualidad la cromatografia se refiere a una diversidad de técnicas que realizan una
separacion por la distribucion de la muestra dentro de dos fases inmiscibles.(12)

La separacion del analito de las posibles interferencias es a menudo una etapa de vital
importancia en los procedimientos analiticos. La cromatografia en columna fue descubierta y
denominada asi, a principios del siglo XX por el botanico ruso Mikhail Tswett. El emple6 la
técnica para separar pigmentos vegetales, tales como clorofilas y xantofilas. Las especies
separadas aparecian como bandas coloreadas en la columna lo que justifica el nombre que

14
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eligi6 para el método (del griego chroma que significa <<color>> y graphein que significa
<<escribir>>).(12)

En la préctica, la muestra se desplaza con una fase mévil que puede ser un gas, un
liquido o un fluido supercritico. Esta fase movil se hace pasar a través de una fase
estacionaria con la que es inmiscible, ya sea un liquido o un sélido que se fija a una columna o
a una superficie. La separacion de los componentes, o solutos de una muestra resulta por la
diferencia de ellos en razén de la adsorcién, solucién o reaccién con la fase movil o
estacionaria. La naturaleza de la fase moévil y estacionaria, el tipo de interaccién entre las dos
fases y el soluto y la disponibilidad fisica de la fase estacionaria tienden a distinguir los
diferentes tipos de cromatografia. La cromatografia permite separar componentes
estrechamente relacionados en mezclas complejas, lo que en muchas ocasiones resulta
imposible por otros medios. (13)

Las dos fases se eligen de tal forma que los componentes de la muestra se distribuyen
de modo distinto entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son
fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven lentamente con el flujo de la fase
movil; por el contrario, los componentes que se unen débilmente a la fase estacionaria, se
mueven con rapidez. Como consecuencia de la distinta movilidad, los componentes de la
muestra se separan en bandas o zonas discretas que pueden analizarse cualitativa y/o
cuantitativamente. El lapso de tiempo que tarda el solvente en ser detectado, se denomina tm
(tiempo muerto). Mientras que el tiempo que transcurre desde que la muestra es introducida
al sistema cromatografico hasta que alcanza su punto maximo de concentracién, se le
denomina tr (tiempo de retencién).(3)

Después que la muestra sale de la columna, pasa atravez de un detector, el cual es
capaz de responder a alguna de las propiedades del soluto, originando una sefial que va a ser
registrada en un grafico llamado cromatograma. La posiciéon de los picos en el eje del tiempo
puede servir para identificar los componentes de la muestra, su tiempo de retencién o su
posicion en la fase estacionaria tras un cierto periodo de elusion; las areas bajo los picos
proporcionan una medida cuantitativa de la cantidad de cada componente. Los detectores en
cromatografia de liquidos son de dos tipos basicos. Los detectores que se basan en la medida
de una propiedad de la disolucién responden a una propiedad del efluente, tal como el indice
de refraccion, la constante dieléctrica o la densidad, que se modifica por la presencia de los
analitos. Por el contrario los detectores basados en una propiedad del soluto responden a
alguna de las propiedades del soluto, como la absorbancia en el UV, fluorescencia, o corriente
limite, que no son inherentes a la fase moévil. (13

1.5. RESUMEN DE METODOS REPORTADOS
Algunos de los métodos analiticos en los cuales nos basamos como apoyo tanto para la

parte de extracciéon y condiciones cromatogréficas, como también para la comparaciéon de
algunos parametro farmacocineticos se citan a continuacion.

15
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McAteer, et. al. reportaron un procedimiento para la separaciéon de cinco cefalosporinas de
administracion oral (cefixime, cefaclor, cefadroxilo, cefalexina y cefadrin) en 0.1 mL de suero
humano. Las proteinas del suero fueron precipitadas con acetonitrilo, la muestra se
centrifugd, la solucioén se evapord con nitrégeno. Los residuos fueron reconstituidos en 0.1
mL de fase movil, el volumen de inyeccion fue de 50 a 80 uL en una fase reversa con una
columna Altex Ultrasphere ™ Octal (Cs). Las cinco cefalosporinas fueron separadas por
elucion con una fase moévil de metanol/soluciéon amortiguadora de fosfato monobasico de
sodio (20:80 v/v) a pH 2.6, a una velocidad de flujo de 2 mL/min. El efluente de la columna
fue monitoreado a 240 nm. El tiempo de retencién para cefalexina en estas condiciones fue de
15 minutos aproximadamente, obteniéndose un recobro promedio de 82.3%. El limite de
detecciéon para cefixime fue de 0.1 mg/L y para las otras cefalosporinas de 1 mg/L. Los
coeficientes de variaciéon dia a dia fueron menores al 15 % para todos los compuestos
estudiados(4.

Welling, et. al. compararon la farmacocinética de cefalexina y cefadroxilo después de la
administracion de una dosis tinica de 500 mg por via oral a 12 voluntarios sanos de sexo
masculino. La dosis fue administrada en ayunas acordando una designacién cruzada. Los
niveles en plasma y orina de estos compuestos fueron determinados por CLAR. La cefalexina
fue absorbida rapidamente, el nivel en plasma alcanza 17.5 ng/mL a 1 hora, comparado a 16
nug/mL a 1.8 horas del cefadroxilo. La vida media de eliminacién de cefalexina y cefadroxilo
fue de 0.7 y 1.1 horas respectivamente. La curva en plasma de cefadroxilo fue
significativamente mas larga que para Cefalexina.()

Lecaillon, et. al. determinaron los parametros farmacocineticos de cefroxadin y
Cefalexina después de la administracién oral de estas dos cefalosporinas a 21 sujetos. La
influencia de la dosis, la formulacién y el alimento fueron admitidos dentro de los
pardmetros de investigacion. Ambos farmacos fueron bien absorbidos en las diferentes
presentaciones. El porcentaje de recobro se realizo en muestras de orina en todos los casos. El
tiempo de vida media de eliminacién de cefroxadin y consecuentemente, la cantidad en
plama (determinada mediante una curva concentracion vs tiempo) fue cerca del 10% menos
que de Cefalexina. Las curvas de concentraciéon en plasma y la excrecién acumulada de los
dos farmacos casi se superponen. La comida modificé algunos pardmetros de ambas drogas;
la absorcién fue lenta, pero la cantidad absorbida fue casi la misma para todos los sujetos.(19)

Otro método en el cual nos basamos fue en el reportado por Martin, et. al., los cuales
determinaron amoxicilina y ac. clavulanico en plasma y tejidos en 17 pacientes. Aunque su
estudio no fue realizado con cefalexina, se tomo en cuenta debido a que ambas tienen
caracteristicas semejantes.(17)

Para determinar amoxicilina en plasma, se ocuparon 500 uL. de la muestra que fueron
estabilizados con 500 uL de acetato de amonio 0.2M (pH 7.0). Se agit6 30 seg en vortex y fue
desproteinizada con 1.0 mL de acetonitrilo. Después de agitar 15 seg y centrifugar 10 min. a
3000 rpm el acetonitrilo fue removido por extraccion con 3.0 mL de diclorometano. La
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solucion fue agitada en vortex 30 seg y centrifugada durante 5 min a 3000 rpm. La fase
acuosa (50 pL) fue inyectada a un sistema CLAR.(17)

La determinaciéon por CLAR se llevo a cabo usando una precolumna (LiChrospher RP
18 E: tamano de particula Spum; 25x4mm de didametro interno) conectada a una columna
analitica (LiChrospher RP 18 E: tamafio de poro Spp; 125x4 mm de didmetro interno). La
fase movil fue de acetonitrilo/solucion amortiguadora de fosfato de disodio
monohidratado pH 6.8. (3:97 v/v). A una velocidad de flujo de 1.0 mL/min. Usando un
detector UV a 225 nm. Los porcentajes de recobro fueron de 91%+3. (17)

1.6. VALIDACION

La validaciéon de métodos analiticos es la evidencia experimental documentada de
que un proceso cumple con el propoésito para lo que fue diseniado. La validacién involucra
la determinacién de variables criticas y los rangos aceptables de estas variables, seguidas
por un continuo control de ellas. Los criterios y requisitos para la validaciéon de este
método analitico se citan en la NOM-177-55A1-1998(), que establece las pruebas y
procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable, criterios a que
deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las pruebas.
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1. PARTE EXPERIMENTAL

La parte experimental se dividi6é en dos partes:

1.

2.

1.1.

1.2

Optimizacién y validacién del método analitico para cuantificar Cefalexina en plasma
por cromatografia de liquidos de alta resoluciéon (CLAR).

Analisis de las muestras de voluntarios mexicanos sanos, para cuantificar Cefalexina
en plasma.

MATERIALES, EQUIPOS E INSTRUMENTOS

Cromatografo de Liquidos de Alta Resoluciéon Waters que consta de:

Bomba cuaternaria con desgasificador en linea, modelo 600 Controlled, Waters.
Integrador paquete computacional Empower, Waters.

Detector de arreglo de diodos, modelo 996 Waters.

Automuestreador, modelo 717 Plus de Waters

O O OO

Vortex Thermolyne Maxi mix II
Centrifuga Sorvall modelo SS5-3

Balanza analitica OHAUS modelo AS-120
Potenciometro OAKTON pH 1000 series
Agitador Fisher Stirring Hotplate
Sonicador Cole-Palmer 8890

Equipo para filtracién Millipore con membrana de 0.45 pm
Micropipeta Eppendorf de 100 - 1000 pL
Micropipeta Eppendorf de 10 - 100 pL
Repetidora Eppendorf Repeater plus.
Ultracongelador Harris II.

REACTIVOS

Acetonitrilo, grado HPLC, Prolabo.

Agua desionizada, grado HPLC.

Fosfato de sodio dibésico anhidro, Sigma.
Acido fosforico, pureza: 85 %, R.A. Merck.
Diclorometano, pureza: 100%, Fisher-Scientific.
Ac. Acetilsalicilico. Materia prima.
Paracetamol. Materia prima.

Tubo vacutainer heparinizado.
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1.3. SUSTANCIA DE REFERENCIA

- Sustancia de referencia secundaria, monohidrato de Cefalexina. Helm de México, con
una pureza del 93.38%, lote 2383240.

14. FLUIDO BIOLOGICO

El fluido biolégico utilizado en este estudio fue plasma humano fresco congelado, con
etiqueta de sangre segura y con resultado negativo a las pruebas de VIH, hepatitis By VDRL.
Este plasma fue obtenido del Hospital Espanol.

15. PREPARACION DE SOLUCIONES
1.5.1. SOLUCION ESTANDAR DE CEFALEXINA

e SOLUCION A:

Pesar el equivalente a 0.015g de Cefalexina, esta cantidad se transfiere a un matraz
volumétrico de 50 mL, se disuelve y se lleva a volumen con agua. Esta solucién contiene 300
ug/mL de Cefalexina.

e SOLUCION B:

Con pipeta volumétrica tomar 25 mL de la soluciéon A, este volumen se transfiere a un
matraz volumétrico de 50 mL y se lleva a volumen con agua. Esta solucion contiene 150
ng/mL de Cefalexina.

e SOLUCION C:

Con pipeta volumétrica tomar 10 mL de solucién B, este volumen se transfiere a un
matraz volumétrico de 100 mL y se lleva a volumen con agua. Esta solucién contiene
15 pg/mL de cefalexina.

1.5.2. SOLUCION AMORTIGUADORA DE FOSFATO DE SODIO 0.02 M pH 7.0
Pesar 2.83 g de fosfato de sodio dibasico anhidro, esta cantidad transferirla a un matraz
volumétrico de 1 litro, disolver y llevar a volumen con agua desionizada. Ajustar el pH a 7.0

con 4cido fosforico al 85 %. Filtrar la solucion al vacio a través de una membrana Millipore de
0.45 um y desgasificar por sonicacién al vacio durante 15 minutos.
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En la Tabla 2 se esquematiza la preparacién de los puntos correspondientes a la curva
de calibracién y los tres puntos control en plasma.

Tabla 1. PREPARACION DE CURVA DE CALIBRACION Y CONTROLES EN

PLASMA
ALICUOTA DE ) ) -
CONCENTRACION SOLUCION SOLUCION | ALICUOTA O | ALICUOTA O
DE CEFALEXINA | ESTANDAR DE ESTANDAR | VOLUMEN DE | VOLUMEN DE
(ng/mL) CEFALEXINA EMPLEADA AGUA PLASMA
(uL) (ng/mL) (uL) (mL)

30 100 B 0 G

2 80 B 20 05

18 60 B 40 05

12 40 B 60 05

6 20 B 80 05

3 100 C 0 05

24 80 C 20 05

1.8 60 C 20 05

1.5 50 C 50 05

1.2 40 C 60 05

0.6 20 C 30 05

0.3 10 C % 05

1.6. OPTIMIZACION DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE
CEFALEXINA EN PLASMA

Durante el desarrollo de este trabajo comenzamos por la optimizaciéon de métodos en
donde se cuantificaba especificamente Cefalexina (4 15 16) , sin embargo ninguno de estos

métodos fue viable.

Por lo anterior nos basamos en el método desarrollado por Claude Martin et. al.07) en
donde se cuantifica un antibidtico (amoxicilina) de caracteristicas similares a la Cefalexina,
al cual se le realizaron las siguientes modificaciones para su optimizacién:

1.6.1. CONDICIONES DEL DETECTOR

Se confirmo la longitud de méxima absorciéon (A) para Cefalexina realizando un
barrido en la region de UV de 200 a 400 nm.
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1.6.2. ELECCION DE COLUMNA CROMATOGRAFICA

Se probaron tres columnas cromatogréaficas de caracteristicas semejantes a las

empleadas en las referencias citadas, la eleccion se hizo en base a la mediciéon de los
pardmetros cromatograficos como el tiempo de retencion (tr), factor de capacidad (k') y
simetria, bajo los siguientes criterios de aceptacion:

tr de cefalexina correspondiente a un pico eluido en un area del cromatograma libre de
interferencias.

Factor de capacidad: 2<k’<6, como indicador del grado de retencién de la cefalexina
entre la fase estacionaria y la fase mévil.

Simetria < 2.0, como un estimador de la deformacién o simetria del pico, ya que anchos
de pico muy grandes pueden conducir a separaciones deficiente lo que se traduce en
perdida de resolucion y limites del pico mal definidos dificultan la integracién, lo que
conlleva a errores en la cuantificacion.

Las columnas evaluadas fueron:

1) Xterra MS C18 5 um de 3.9 x 150 mm.
2) Waters Spherisorb 5 pm CN-RP de 4.6 x 250 mm.
3) YMC ODS-AQ S-5120A de 3.0 x 150 mm.

Las columnas se probaron empleando una concentracion de cefalexina de 20 pg/mL en
agua, y una proporcion de fase movil de soluciéon amortiguadora de fosfatos 0.02M pH
7.0: acetonitrilo (98:2 v/v), a un flujo isocratico de ImL/min. Se inyecto un volumen de
10 pL.

1.6.3. FASE MOVIL

Se llevaron a cabo ajustes de la fase moévil, cambiando la concentracién de la solucion

amortiguadora de fosfato dibasico de potasio 0.01 M con un pH de 3.2 a wuna solucién
amortiguadora de fosfato monobdsico de sodio 0.02 M con un pH de 7.0. La proporcién fue
cambiada de un 4% de Acetonitrilo y 96% de solucién amortiguadora a una proporciéon de
solucion amortiguadora del 97% y 3% de Acetonitrilo, terminando en 89:11 v/v.

Se eligi6 aquella que definiera mejores tiempos de retencién, una simetria < 2.0 y una

resolucion (R) > 2.0. Garantizandose asi una separacion aceptable y una adecuada integracion
y cuantificacién del pico de interes.
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1.6.4. METODO DE EXTRACCION

Se llevaron a cabo ajustes en los tiempos de agitacion y velocidad de centrifugacion
del metodo citado por Martin et. al. Con el fin de optimizar el tiempo de extraccion.

1.7.  VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR CEFALEXINA
EN PLASMA

Una vez obtenidas las condiciones idéneas para la cuantificacion de Cefalexina en plasma,
como matriz bioldgica, se realiz6 la validacién del método.

El método analitico fue validado para demostrar que cumplia con el propésito para el
que fue disefiado, y asi asegurar la confiabilidad de los resultados. Para ello se validé
siguiendo las especificaciones de la NOM-177-55A1-1998 (), en lo referente a la validacion de
métodos analiticos para realizar pruebas de bioequivalencia. Los parametros evaluados
fueron los que se describen a continuacion.

1.7.1. LINEALIDAD DEL METODO

Para evaluar la linealidad del método se prepar6 una curva patrén en plasma, en tres
dias de trabajo. Las curvas se prepararon a partir de soluciones patrén independientes y se
considerd que el método cumplia con este parametro si al realizar el ajuste lineal por minimos
cuadrados de la respuesta contra la concentracién se obtenia un coeficiente de correlacion (r)
mayor o igual a 0.99.

Todas las curvas de calibracién debian cumplir con el siguiente criterio:

Todos los puntos de la curva, debfan encontrarse dentro del limite del =+ 15% con
respecto a su valor nominal a excepcion del limite de cuantificacion que podia ser del +20%
y el valor del coeficiente de correlacién “r”debia ser > 0.99.

La linealidad fue evaluada tratando el area de cefalexina de cada punto de la curva
patréon como desconocido e introduciéndolos en la ecuacion derivada por la regresion lineal
por minimos cuadrados para obtener la correspondencia entre la concentraciéon nominal o
conocido y el valor de la concentracién recuperada.

1.7.2. PRECISION Y EXACTITUD DEL METODO.
La precision del método fue evaluada como repetibilidad (precisiéon intradia) y

reproducibilidad entre dfas y entre analistas, y fue llevada a cabo analizando tres
concentraciones conocidas (puntos de control de calidad) de cefalexina en plasma, diferentes
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a los de la curva patrén, pero incluidos dentro del rango, en un nivel bajo, medio y alto (1.2,
6.0 y 24 ng/mL). En el caso de la repetibilidad del método analitico, los niveles anteriores
fueron analizados por quintuplicado un mismo dia; mientras que para evaluar la
reproducibilidad se analizaron por duplicado durante tres dias y por dos analistas, bajo las
mismas condiciones de anélisis.

La precisiéon fue determinada con el coeficiente de variacién de las concentraciones
recuperadas, el cual no debia ser mayor a 15%. Mientras que la exactitud fue definida como la
desviacién absoluta (Desv. abs. £15%) del valor promedio de las determinaciones en cada
nivel de concentracién (tanto para los datos de repetibilidad como de reproducibilidad) con
respecto al valor nominal (cantidad adicionada), en donde:

Cantidad adicionada — Cantidad recuperada
Cantidad adicionada

Desv.abs% =100 x

La precision y la exactitud fueron evaluadas tratando el drea de cefalexina de las
muestras control como desconocidas e introduciéndolas en la ecuacion derivada por la
regresion lineal por minimos cuadrados para obtener la correspondencia entre la
concentracion nominal o adicionada y la concentracion recuperada.

1.7.3. LIMITE DE CUANTIFICACION

La sensibilidad del método fue determinada como la concentraciéon minima
cuantificable (CMC) ¢ limite de cuantificacion (LC). El LC fue la concentraciéon mas baja del
rango de trabajo cuyo valor promedio cae dentro del £20% del valor nominal (cantidad
adicionada) con un coeficiente de variacién no mayor que 20%.

1.7.4. LIMITE DE DETECCION

El limite de detecciéon (LD) fue determinado como la concentracién a la cual la sefial
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%.

El limite de deteccion serd aquella concentraciéon a la cual la sefial de cefalexina en
plasma sea tres veces mayor que el nivel de ruido.
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1.7.5. SELECTIVIDAD

La selectividad del método fue determinada, analizando muestras blanco de la matriz
biol6gica (plasma) y muestras de plasma conteniendo farmacos de uso comun, tales como
Acido acetilsalicilico (300 ug/mL), paracetamol (20 ug/mL) y anticoagulante (heparina),
sometidas al procedimiento de extraccién propuesto (ver figura 2), evaluando el método
contra posibles interferencias en los tiempos de retencién de Cefalexina.

1.7.6. RECOBRO

El recobro fue definido como el porcentaje de area de Cefalexina recuperada después
de la extraccion de las muestras de plasma, comparada contra el area de muestras de
Cefalexina sin someterse al proceso de extracciéon. Se analizo por quintuplicado, un minimo
de tres concentraciones (puntos de control de calidad) de Cefalexina en plasma (muestras
tratadas la con extracciéon propuesta). Se compard el area de los picos contra aquellas
obtenidas para Cefalexina en las mismas concentraciones en fase moévil (no extraidas).

1.7.7. ESTABILIDAD

La prueba de estabilidad tiene como funcién determinar las condiciones de
temperatura y tiempo, en las que el compuesto permanece estable en la matriz biolégica,
durante su manejo, almacenamiento y procesamiento, evaluando la respuesta (concentracion)
del compuesto por analizar en la matriz biolégica.

Se evalu6 la estabilidad de la muestra en ciclos congelacién-descongelacién (2 ciclos),
temperatura ambiente (0, 24 y 48 horas), refrigeracion (0, 24 y 48 horas), congelacién (0, 20 y
35 dias); asimismo, se evalud la estabilidad de la muestra procesada hasta las 96 horas.

Los valores obtenidos debian cumplir con el limite de +15% del valor original para
considerar que eran estables bajo esas condiciones durante el tiempo determinado.

a. Ciclos Congelacién-Descongelacién. La estabilidad de Cefalexina en plasma bajo dos ciclos
congelacion-descongelaciéon a -70°C fue evaluada preparando tres series de muestras de
control de calidad por duplicado conteniendo Cefalexina a las siguientes concentraciones: 1.2,
6.0 y 24 ng/mL (baja, media y alta respectivamente) las cuales fueron analizadas el dia 0 y
posteriormente congeladas a-70°C y descongeladas a las 24 horas. Las muestras se volvieron
a congelar y fueron nuevamente descongeladas a las 48 hrs., constituyéndose 2 ciclos
congelacion-descongelacion.

b. Temperatura Ambiente. Se realizé evaluando 3 series de los puntos de control de calidad
por duplicado, de la cual una serie se proceso inmediatamente (t =0) y las series restantes se
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almacenaron a temperatura ambiente para analizarse a las 24 y 48 horas posteriores a su
preparacion.

c. Refrigeracién. Se realizo evaluando 3 series de los puntos de control de calidad por
duplicado, de la cual una serie se proceso inmediatamente (t =0) y las series restantes fueron
refrigeradas para analizarse a las 24 y 48 horas posteriores a su preparacion.

d. Congelacion. Se realizo evaluando 3 series de los puntos de control de calidad por
duplicado, de la cual una serie se proceso inmediatamente (t =0) y las series restantes fueron
congeladas a -70°C y descongeladas para analizarse a los 20 y 35 dias posteriores a su
preparacion.

e. Estabilidad de la muestra procesada. Se realizo evaluando 3 series de los puntos de control
de calidad por duplicado, las cuales se sometieron al procedimiento de extracciéon y se
inyectaron en el sistema cromatografico a los tiempos: 0, 24 y 96 horas después de su
preparaciéon. La muestra procesada permanecié en el automuestreador a temperatura
ambiente.

1.7.8. TOLERANCIA

La tolerancia evalta la capacidad del método analitico para obtener resultados precisos
y exactos ante variaciones pequefias pero deliberadas al método, en sus parametros y
condiciones de trabajo y que proporcionan una indicacién de su confiabilidad durante el uso
normal. Para ello se prepararon por duplicado y a partir de soluciones stock independientes,
muestras de concentraciones 1.2, 6.0 y 24 ng/mlL, las cuales se inyectaron cambiando la
proporcién de fase moévil de soluciéon amortiguadora de fosfatos:ACN (89:11 v/v) a (91:9 v/v)
y (90:10v/v).

El método se consideré tolerante a cada cambio si no se presentaba una desviacion
absoluta con respecto a los valores iniciales de més del 15%.

1.8. ESTUDIO FARMACOCINETICO

La parte clinica del estudio se realizé en la Unidad de Farmacologia Clinica del
Hospital Espafiol de México.

1.8.1. TIPO DE ESTUDIO

Estudio de dosis tnica de 500 mg de Cefalexina, suspension de 250 mg/5mlL,
administrada por via oral.
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Ceporex, suspension, Glaxo SmithKline, Lote: 17003163. Caducidad Marzo/06.

1.8.2. SELECCION DE LOS SUJETOS

La seleccion de los 24 sujetos (12 hombres y 12 mujeres) clinicamente sanos se bas6 en:

- CRITERIOS DE INCLUSION PARA LOS VOLUNTARIOS.

A.

La participacion de los sujetos fue de manera voluntaria de acuerdo con los lineamientos
propuestos en la Ley General de Salud y se obtuvo su consentimiento informado de
acuerdo a la ley antes sefialada. Asimismo, se mantuvieron las normas marcadas por la
Declaracion de Helsinki revisada en Japon (Apéndice I), y las Buenas Practicas Clinicas.

Se incluyeron voluntarios sanos, con edades entre 18 y 40 afios.

El indice de masa corporal de los sujetos debi6 estar para los voluntarios sanos del sexo
masculino entre 19 y 30 y para el sexo femenino entre 18.5 y 29 segtin Quetelet.

Los voluntarios debieron tener un buen estado de salud determinado por los resultados
de una historia clinica completa realizada por los médicos de la Unidad de Farmacologia
Clinica y los estudios de laboratorio realizados en Laboratorios Clinicos certificados.

Los limites de variaciéon permitidos dentro de la normalidad en la visita de seleccion
fueron: tension arterial (sentado) de 90 a 130 mm Hg la sist6lica y de 60 a 90 mm Hg la
diastoélica, frecuencia cardiaca entre 55 y 100 latidos por minuto y frecuencia respiratoria
entre 14 y 20 respiraciones por minuto.

Los examenes de laboratorio y gabinete que se efectuaron para la inclusiéon de los sujetos
al estudio fueron:

- Hematologia: hemoglobina, hematocrito, cuenta total de glébulos blancos con
diferencial y cuenta de plaquetas.

- Quimica sanguinea de 24 elementos

- Marcadores para hepatitis By C.

- Deteccion de VIH.

- Examen general de orina.

- Prueba de embarazo previa al inicio del estudio.

- Electrocardiograma.
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Los limites de variaciéon permitidos dentro de la normalidad para los valores de
laboratorio fueron de +/- 10% del intervalo de lo normal, a menos que a criterio de la
coordinacion clinica o del Jefe de la Unidad la desviacion no sea clinicamente
significativa. Se anotaron estos valores en el expediente clinico del voluntario y se
documenté la decisiéon de incluir al sujeto.

G. A los voluntarios se les practicé una valoraciéon psicolégica por la psic6loga de la Unidad,
utilizando la prueba de Minimental, el inventario Multifasico de la personalidad
Minnesota II (MMPI-2), para evaluar el perfil de personalidad de los voluntarios que se
encontraron en el estudio y el IDARE (inventario de ansiedad: rasgo - estado), la eleccion
de dichas pruebas se basa en que estdn validadas y son confiables para la poblacion
mexicana.

Se incluyeron los voluntarios que no presentaron datos de alguna patologia mental.

- CRITERIOS DE EXCLUSION.

A. Sujetos a los que se les encontré alguna alteracién en sus constantes vitales registradas en
la seleccién de voluntarios.

B. Voluntarios que no cumplian con los criterios de inclusién propuestos.

C. Voluntarios con antecedentes de padecimientos cardiovasculares, renales, hepéticos,
musculares, metabdlicos, gastrointestinales incluyendo estrefiimiento, neurolégicos,
endoécrinos, hematopoyéticos o cualquier tipo de anemia, asma, enfermedad mental u
otras anormalidades organicas. Asi como aquellos que hayan tenido un traumatismo
muscular dentro de los 21 dias previos al estudio.

D. Voluntarios que requirieran de cualquier medicamento durante el curso del estudio,
ademas del medicamento que esta siendo estudiado.

E. Voluntarios con antecedentes de dispepsia, de gastritis, esofagitis, tilcera duodenal o
gastrica.

F. Voluntarios que hubiesen estado expuestos a farmacos conocidos como inductores o
inhibidores enzimaticos hepaticos o que hubieran tomado medicamentos potencialmente
toxicos dentro de los 30 dias previos al inicio del estudio.

G. Voluntarios que hubiesen recibido cualquier medicamento, excepto acido acetilsalicilico,
durante 14 dias o 5 vidas medias (cualquiera que sea mas largo) previos al inicio del
estudio o quienes estuvieran tomando 4cido acetilsalicilico antes del estudio.

H. Voluntarios que hubiesen sido hospitalizados por cualquier problema durante los cuatro
meses previos al inicio del estudio.
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I. Sujetos que hubiesen recibido farmacos en investigaciéon dentro de los 90 dias previos al
estudio.

J. Sujetos alérgicos a cualquier antibidtico y/o a los analgésicos antiinflamatorios no
esteroideos.

K. Sujetos que hubiesen ingerido alcohol o bebidas que contengan xantinas (café, té, cocoa,
chocolate, mate, refrescos de cola) o que hubieran ingerido alimentos asados al carbén o
jugo de toronja dentro de las 72 horas previas al inicio del periodo de hospitalizacién, o
sujetos que hubiesen fumado tabaco dentro de las 72 horas previas al inicio del estudio.

L. Sujetos que hubiesen donado o perdido 450 ml o mas de sangre dentro de los 60 dias
previos al inicio del estudio.

M. Sujetos con antecedentes de abuso de drogas y alcoholismo segtin los criterios del DSM-
IVR.

N. Voluntarias que resultaron positivas a la prueba cualitativa de embarazo.

1.8.3. PROCEDIMIENTO

Después de un ayuno de 12 horas, se administré6 a cada voluntario 10 mL de
suspension de cefalexina, lo cual es equivalente a una dosis de 500 mg de cefalexina.

Se colectaron de 8 a 10 mL de sangre venosa con equipo Vacutainer estéril y rotulado a
los 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1., 1.25, 1.5, 1.75, 2, 3, 4, 5, 6 y 7 horas después de la administracion del
medicamento por via oral. Asimismo se llevo un registro de los signos vitales durante cada
una de las tomas de muestra. El plasma de cada muestra se separdé por centrifugacion y se
almaceno a -70°C hasta su analisis.

19. ANALISIS DE MUESTRAS

Cada dia de trabajo (4 en total) se realiz6 un analisis de muestras de acuerdo a la
siguiente secuencia: 5 inyecciones para evaluar la adecuabilidad del sistema, blanco reactivos,
blanco plasma, curva de calibracién (en un rango de concentraciones de 0.3 a 30 pg/mL),
muestras de 6 voluntarios y puntos de control de calidad (bajo, medio y alto) intercalados
entre cada 6 voluntarios. Los estindares y las muestras del estudio fueron analizadas
individualmente, mientras que las muestras de control de calidad se analizaron en réplicas,
colocando una muestra control cada 14 inyecciones. El integrador computacional Empower
de Waters fue usado para determinar las areas de Cefalexina.
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El 4area de Cefalexina (y) y la concentracion de los estandares (x) fueron ajustados por

medio de un andlisis de regresion lineal por minimos cuadrados a la ecuacién y = mx + b,
donde “b” es la ordenada al origen (intercepto-y) y “m” es la pendiente de la curva de
calibracion. Para cuantificar las muestras del estudio, el 4rea de Cefalexina fue convertida a
concentracion utilizando estos pardmetros estadisticos generados.

1.9.1. CRITERIOS DE VALIDEZ DE LA CORRIDA

La validez de cada corrida durante el procesamiento de las muestras fue determinada

examinando los resultados de la linealidad y muestras de control de calidad. Una corrida
analitica fue aceptada si:

a)

Una curva de calibracién se consider6 aceptable si el 75% o un minimo de seis valores de
concentraciones estandar (incluyendo la concentracién superior), caen dentro del +15%
excepto para el limite de cuantificacion, el cual debia estar en el £20% con respecto a su
valor nominal y el valor del coeficiente de correlacién "r" sea > 0.99.

Si al menos el 67% de los valores de control de calidad se encontré dentro del limite +20%
de los valores esperados; 33% de las muestras de control de calidad (no mas del 50% para
cada nivel de concentracion) pudo estar fuera del criterio del £20% con respecto a su valor
nominal para que la corrida fuese aceptada. Las concentraciones para las muestras de
control de calidad baja, media y alta debieron ser diferentes de las usadas en la curva de
calibracién para proveer mas puntos de verificacion.

Si més del 75% del total de muestras analizadas en la corrida presentaron un coleo en los
picos cromatograficos de interés menor a 2 (calculado con el integrador Empower Waters
con el método USP), repitiendo el andlisis de aquellas muestras que no cumplan con dicho
criterio.
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1. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

1.1. OPTIMIZACION DE UN METODO ANALITICO PARA CUANTIFICAR
CEFALEXINA EN PLASMA POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION

La longitud de onda méxima de absorcién () de la Cefalexina fue de 260 nm.

La fase movil elegida consistio de una mezcla de solucién amortiguadora de fosfato de
sodio dibasico 0.02M pH 7.0 / ACN en proporciéon de 89:11 v/v a un flujo de 1 mL/min.

En el método de extraccion la centrifugacion para la precipitacion de proteinas con
Acetonitrilo se cambio de una velocidad de 3000 rpm durante 10 minutos a una velocidad de
14000 rpm durante 3 minutos con la finalidad de minimizar los tiempos de proceso y obtener
una muestra mas limpia.

La columna cromatografica empleada fue la YMC ODS-AQ S-5 120A de 3.0 x 150mm.
Lo anterior fue elegido, ya que en estas condiciones se obtuvieron los mejores
resultados para los parametros cromatogréficos de resolucién (R), factor de capacidad (k),

simetria de picos y tiempo de retencion.

En la Tabla 3 se presentan las condiciones cromatograficas establecidas para el analisis
de las muestras después de la optimizacion del método:

Tabla 1. CONDICIONES CROMATOGRAFICAS

Detector Arreglo de diodos
Longitud de onda 260 nm
Columna Waters YMC ODS-AQ S-5120A, de 3.0
x 150 mm
Fase movil Solucion amortiguadora de fosfatos
0.02M pH7.0 / ACN (89:11v/v)
Velocidad de flujo 1 mL/min.
Volumen de inyeccién 20 uL
Temperatura de andlisis Ambiente
Tiempo de corrida 4.5 min.
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El método de extraccion final se muestra en la figura 2:

En un microtubo de 2 mL
transferir 0.5 mL de muestra

v
Adicionar 100 uL de agua desionizada
v
Agitar 15 segundos en vortex
v
Adicionar 1 mL de Acetonitrilo, HPLC
v
Agitar 1 minuto en vortex
v
Centrifugar 3 minutos a 14000 rpm
v

Tomar con pipeta pasteur el
sobrenadante vy transferirlo a un tubo

v
Adicionar 3 mL de diclorometano
\ 4

Agitar 15 segundos en vortex
v

Centrifugar 5 minutos a 3000 rpm

v

Tomar 150 pL, delafase acuosa, transferirlo
amicroviaes

v

Inyectar 10 uL a sistema CLAR

Figura 1. Diagrama del método
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1.2.  VALIDACION DEL METODO ANALITICO PARA LA CUANTIFICACION DE
CEFALEXINA EN PLASMA POR CROMATOGRAFIA DE LIQUIDOS DE ALTA
RESOLUCION

1.2.1. LINEALIDAD DEL METODO

El método fue lineal en el rango de concentraciones de 0.3 a 30 pg/mL; todos los
valores del coeficiente de correlacién (r) obtenidos fueron de 0.9997 o mayores. El valor
promedio para la pendiente (m) fue de 0.99994y para la ordenada al origen (b) fue de 0.00044.
La tabla 4 muestra las dreas de los picos de Cefalexina obtenidos en la linealidad del método
para la cuantificacién de cefalexina en plasma, mientras que la figura 3 ilustra la curva patron
promedio correspondiente.

Tabla 2. PRUEBA DE LINEALIDAD DEL METODO PARA CUANTIFICAR
CEFALEXINA EN PLASMA (CONCENTRACION RECUPERADA).

CONCENTRACION CEFALEXINA (ug/mL)
CURVA| 03 0.6 15 1.8 24 3 12 18 30 m b r
1 0.33 0.63 1.55 1.86 254 3.00 11.92 17.39 3038 | 1.0000 -0.0001 0.9997
2 0.32 0.64 1.53 1.76 231 2,93 12.29 17.81 30.01 0.9999 0.0006 0.9999
3 0.26 0.58 1.51 1.73 247 3.04 12.07 17.94 30.00 | 0.9999 0.0008 1.0000
Prom. | 0303 0617 | 1530 1.530 2.440 2.990 12.093 17.713 30130 | 0.9999 0.0004 0.9999
D.E. 0.038 0032 | 0.020 0.020 0.118 0.056 0.186 0.287 0.217
CV.% | 1248 521 131 131 483 1.86 1.54 1.62 0.72
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Figura 2. Linealidad del método para cuantificar Cefalexina en plasma.

Para obtener los promedios reportados anteriormente, se parti6 de pesadas
independientes, esto con el fin de comprobar que el método de eleccion tiene una respuesta
proporcional, reproducible y continua en un rango de concentraciones de 0.3 a 30 pg/mL, y
asi asegurar el uso de un modelo matematico que describa la relaciéon entre concentracion y
respuesta para la cuantificacion de este farmaco en plasma.

1.2.2. PRESICION Y EXACTITUD DEL METODO
o0 REPETIBILIDAD.

En la tabla 5 podemos observar los resultados correspondientes a la repetibilidad, en
los que el coeficiente de variacién (CV) en cada uno de los niveles de concentracién evaluados
fue menor que 2.55%, lo cual, cumple con lo sefialado anteriormente en la parte experimental,
en donde el criterio para que el método sea repetible, es que el CV debe ser menor al 15%.
Mientras que la desviacion absoluta (Desv. abs%) en los niveles de concentracién estudiados
fue menor que 3.03%; por lo que se puede asegurar que la variacion de este método dentro
del laboratorio y bajo las mismas condiciones nos van a arrojar una repuesta con un alto
grado de concordancia entre cada uno de los resultados analiticos individuales.
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Tabla 3. REPETIBILIDAD Y EXACTITUD DEL METODO ANALITICO PARA
CUANTIFICAR CEFALEXINA EN PLASMA.

Cantidad recuperada (ug/mL)
Analisis No. Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 ug/mL 24.0 pg/mL
1 1.226 5.909 24.380
2 1.226 6.094 23.410
3 1.224 6.046 23.968
4 1.278 6.170 24.658
5 1.228 6.231 25.006
Promedio 1.236 6.090 24.284
D.E. 0.023 0.123 0.619
C.V.% 1.88 2.03 2.55
Cantidad adicionada
1.2 6 24
(ng/mL)
Desv.abs % 3.03 1.50 1.18

0 REPRODUCIBILIDAD.

La reproducibilidad se evalu¢ variando dos condiciones de andlisis diferentes, tales
como andlisis en diferentes dias y anélisis llevados a cabo por diferentes analistas.

En la tabla 6 se muestran los resultados de la reproducibilidad interdia, en donde se
observa que el coeficiente de variacion entre los diferentes dias de trabajo fue de 1.27 a 3.08%,
mientras que la desviacion absoluta % fue menor a 1.85 %, en las diferentes concentraciones
evaluadas. En la tabla 7 se observan los resultados de la evaluaciéon de la reproducibilidad
entre analistas en los que podemos observar que el C.V.% entre analistas no se encuentra
arriba del 2.9% y la desviacién absoluta maxima fue del 2.32%.
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Tabla 4. REPRODUCIBILIDAD DEL METODO ANALITICO PARA LA
CUANTIFICACION DE CEFALEXINA EN PLASMA EN TRES DIAS

DIFERENTES.
Dia Réplica Cantidad recuperada (pg/mL)
1 1 1.226 5.909 24.380
2 1.226 6.094 23.410
2 1 1.212 6.041 23.980
2 1.155 6.073 24.043
3 1 1.253 6.041 24.015
2 1.261 6.135 23.927
Promedio 1.222 6.049 23.959
D.E. 0.038 0.077 0.313
CV. % 3.08 1.27 1.31
Cantidad adicionada (ug/mL) 1.2 6 24
Desv. abs. % 1.85 0.81 0.17

Tabla 5. REPRODUCIBILIDAD DE METODO ANALITICO PARA LA

CUANTIFICACION DE CEFALEXINA EN PLASMA ENTRE ANALISTAS EN TRES

DIAS DIFERENTES.
Dia Réplica Analista Cantidad recuperada (ng/mL)
1 1 1.226 5.909 24.380
2 1.226 6.094 23.410
2 1 1 1.212 6.041 23.980
2 1.155 6.073 24.043
3 1 1.253 6.041 24.015
2 1.261 6.135 23.927
1 1 1.214 6.026 23.728
2 1.181 6.071 24.003
2 1 5 1.275 6.100 24.258
2 1.264 6.078 23.835
3 1 1.237 6.168 23.728
2 1.230 5.951 23.680
Promedio 1.228 6.057 23.916
D. E. 0.035 0.072 0.263
CV. % 2.83 1.19 1.10
Cantidad adicionada (ug/mL) 1.2 6 24
Desv. abs. % 2.32 0.95 0.35
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Ya que los valores en cada nivel de concentracion de los datos de repetibilidad y
reproducibilidad, no exceden el limite del 15% para el coeficiente de variacion y estan dentro
del +15% de la concentracién nominal, se considera que el método es preciso y exacto.

Adicionalmente se realizé un anélisis de varianza, en donde se encontré que no habia
diferencia significativa entre analistas (Apéndice II).

1.2.3. LIMITE DE CUANTIFICACION

Para Cefalexina el limite de cuantificaciéon (LC) fue de 0.3 pg/mL. En este nivel, la
precision intradia fue de 8.79% y la exactitud (desviacion absoluta %) fue de 4.73.

El método tiene una capacidad de cuantificaciéon lo suficientemente baja como para
medir con exactitud y precision muestras con concentraciones de fdrmaco hasta de 0.3
pug/mL. Con lo anterior se puede decir que el equipo podria llegar a presentar un nivel de
ruido hasta de 0.03 ng/mL sin que afecte los resultados.

1.24. LIMITE DE DETECCION

El limite de deteccién para cefalexina fue de 0.12 ug/mlL. Con esta concentraciéon se
observa una sefial por encima del ruido detectado por el equipo.

1.2.5. SELECTIVIDAD

Después de afiadir paracetamol (20 pg/mL), heparina y &cido acetilsalicilico (300
png/mL) a diferentes muestras plasmaticas y procesarlas de acuerdo a lo descrito
anteriormente, no se observo ninguna sefial que interfiriera con el pico de interés, por lo cual
el método se considero selectivo respecto a estos farmacos para la cuantificacion de
Cefalexina en plasma. En la figura 4 se muestran los cromatogramas representativos del
analisis realizado.
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Figura 3. Cromatogramas de selectividad del método para la

Cuantificacion de Cefalexina en plasma.

1.2.6. RECOBRO

El recobro absoluto promedio fue del 97.56%, determinado a las concentraciones de 1.2
ug/mL (nivel bajo), 6 ng/mL (nivel medio) y 24 ng/mL (alto). Los resultados se presentan en
la tabla 8.
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Tabla 6. RECOBRO DE CEFALEXINA DE PLASMA HUMANO.

Area de Cefalexina | Area de Cefalexina Recobro
Estandar Estandar en plasma | Estdndar en fase %
(extraido) movil (no extraido)

297204 305106
Alto 285367 305115
24.0 pg/mL 292178 303577
300587 307180
304834 300235

Promedio 296034 304243 97.30
71932 77434
Medio 74189 78215
6.0 pg/mL 73611 76555
75119 76602
75870 78008

Promedio 74144 77363 95.84
14819 14666
Bajo 14832 14996
1.2 pg/mL 15041 15418
15457 15543
14851 14719

Promedio 15000 15068 99.55

Recobro absoluto promedio 97.56

Como se puede observar el por ciento de recobro obtenido para cada nivel de
concentracion fue muy cercano al 100%, por lo cual este método es adecuado para cuantificar

Cefalexina en plasma.

1.2.7. ESTABILIDAD

a. Ciclo congelacion-descongelacion. Los resultados del andlisis presentaron una

desviacion absoluta menor al 15% con respecto al valor original (tiempo 0), por lo que se
considera que Cefalexina es estable bajo dos ciclos de congelacién y descongelaciéon (ver

tabla 9).

b. Temperatura ambiente. Los resultados del andlisis de las muestras de plasma

almacenadas a temperatura ambiente durante 24 y 48 horas, presentaron una desviacion
absoluta mayor al 15%, por lo que se considera que Cefalexina es inestable a temperatura
ambiente desde las 24 horas (ver tabla 10).
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c. Refrigeracién. Los resultados del analisis de las muestras de plasma almacenadas en
refrigeraciéon durante 24 y 48 horas, presentaron una desviacién absoluta mayor al 15%
con respecto al valor original, por lo que se considera que Cefalexina no es estable bajo
estas condiciones (ver tabla 11).

d. Congelacion. Los resultados del anélisis de las muestras almacenadas en a -70°C
presentaron una desviacién absoluta menor al 15% con respecto al valor original, por lo
que se considera que Cefalexina es estable en congelacion durante este tiempo (ver tabla

12).

e. Estabilidad de la muestra procesada. Los resultados del andlisis de las muestras
procesadas a temperatura ambiente se presentan en la tabla 13, en la cual se puede
observar que el Cefalexina fue estable en la solucién de inyeccion durante 96 horas
después de su preparaciéon ya que su desviacion absoluta no fue mayor del 15% con
respecto al valor original.

Tabla 7. ESTABILIDAD DE CEFALEXINA EN CICLOS DE CONGELACION-

DESCONGELACION
Inicial
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.306 5.882 24.484
1.226 5.964 24.818
Promedio 1.266 5.923 24.651
1er. Ciclo
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.165 5.470 23.049
1.189 5.603 23.270
Promedio 1.177 5.537 23.160
Desv.abs % 7.030 6.525 6.050
2°. Ciclo
Bajo Medio Alto
1.2 ng/mL 6.0 ng/mL 24.0 pg/mL
1.217 5.627 23.221
1.164 5.706 23.239
Promedio 1.191 5.667 23.230
Desv.abs% 5.964 4.331 5.764
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Tabla 8. ESTABILIDAD DE CEFALEXINA A TEMPERATURA AMBIENTE.

Inicial
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.306 5.882 24.484
1.226 5.964 24818
Promedio 1.266 5.923 24.651
Tiempo 24 horas
Bajo Medio Alto
1.2 ng/mL 6.0 ng/mL 24.0 pg/mL
1.084 5.088 18.148
1.042 5.117 18.320
Promedio 1.063 5.103 18.234
Desv.abs% 16.035 13.853 26.031
Tiempo 96 horas
Bajo Medio Alto
1.2 ng/mL 6.0 ng/mL 24.0 pg/mL
0.911 4.342 13.407
0.805 4.272 13.303
Promedio 0.858 4.307 13.355
Desv.abs% 32.227 27.283 45.824
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Tabla 9. ESTABILIDAD DE CEFALEXINA EN REFRIGERACION

Inicial
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.306 5.882 24.484
1.226 5.964 24.818
Promedio 1.266 5.923 24.651
Tiempo 24 horas
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
0.959 5.338 20.353
0.912 5.297 20.597
Promedio 0.936 5.318 20.475
Desv.abs% 26.106 10.223 16.940
Tiempo 48 horas
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.016 5.216 18.663
1.032 5.294 18.319
Promedio 1.024 5.255 18.491
Desv.abs% 19.115 11.278 24.989
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Tabla 10. ESTABILIDAD DE CEFALEXINA EN CONGELACION.

Inicial
Bajo Medio Alto
1.2 ng/mL 6.0 ng/mL 24.0 pg/mL
1.159 6.129 23.510
1.180 5.881 24571
Promedio 1.170 6.005 24.041
Tiempo 20 dias
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.233 6.372 25.366
1.271 6.213 25.086
Promedio 1.252 6.293 25.226
Desv.abs % 7.054 4.788 4931
Tiempo 35 dias
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.262 6.360 25.633
1.258 6.286 25.142
Promedio 1.260 6.323 25.388
Desv.abs% 7.738 5.296 5.603
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Tabla 11. ESTABILIDAD DE LA MUESTRA PROCESADA DE CEFALEXINA

Inicial
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.226 5.909 24.380
1.226 6.094 23.410
Promedio 1.226 6.002 23.895
Tiempo 24 horas
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.302 6.233 25.070
1.337 6.421 23.746
Promedio 1.320 6.327 24.408
Desv.abs% 7.626 5.424 2.147
Tiempo 96 horas
Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.072 5.076 21.556
1.165 5.389 19.560
Promedio 1.119 5.233 20.558
Desv.abs% 8.768 12.813 13.965
1.2.8. TOLERANCIA

Los resultados obtenidos después de realizar cambios en la fase moévil se muestran en
la tabla 14. El método se consideré tolerante a éstos cambios ya que no se presenté una
desviacion absoluta con respecto a los valores iniciales, mayor al 15%, por lo que se permitiria
en un momento determinado hacer variaciones en la proporcion de fase sin comprometer los
resultados.
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Tabla 12. EVALUACION DE LA TOLERANCIA

Condiciones originales: Solucién amortiguadora de fosfatos:ACN (89:11 v/v)

Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 uyg/mL
1.194 5.834 22.157
1.158 5.903 24.229
Promedio 1.176 5.869 23.193

Cambio en la proporciéon de fase mévil a (90:10 v/v).

Bajo Medio Alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1.184 6.030 222.562
1.218 6.017 24.284
Promedio 1.201 6.024 23.423
Desv. abs% 2.126 2.641 0.992

Cambio en la proporcién de fase mévil a (91:9 v/v).

Bajo Medio Alto
1.2 ug/mL 6.0 ug/mL 24.0 pg/mL
1.200 6.063 22.407
1.175 6.127 24.346
Promedio 1.188 6.095 23.377
Desv. abs% 0.978 3.860 0.791

1.3. ANALISIS DE MUESTRAS

Las muestras del estudio fueron analizadas en cuatro corridas diferentes. Los
resultados de las muestras de control de calidad de todas las corridas del estudio estan
resumidos en la tabla 15, mientras que los resultados de las curvas de calibracién de todas las
corridas del estudio estan resumidos en la tabla 16.
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Los valores de "r" mostrados a lo largo del estudio fueron de 0.9998 o mayores;
mientras que la reproducibilidad de los estdndares fue del 4.87% o mejor. La exactitud fue del
4.33% o mejor para todos los puntos.

Las concentraciones de las muestras por debajo del limite de cuantificaciéon (tomando
en cuenta la variabilidad maxima permitida del +20%), no se incluyeron en los célculos.

Las concentraciones plasmaticas de Cefalexina por voluntario se encuentran en el

apéndice III.

Tabla 13. SEGUIMIENTO DE LAS MUESTRAS DE CONTROL DE
CALIDAD PARA CEFALEXINA.

CEFALEXINA en plasma (ng/mL)
Dia Voluntarios Control bajo Control medio Control alto
1.2 pg/mL 6.0 pg/mL 24.0 pg/mL
1 1.251 5.860 23.890
1.2.3.4.5.6 1.121 5.919 24.255
5 1.121 5.745 22.836
7.8.9.10.11.12 1.145 5.922 22.021
3 1.162 5.952 24.415
13.14.15.16.17.18 1.210 5.642 24.281
4 1.108 5.861 23.444
19.20.21.22.23.24 1.194 5.936 23.777
Promedio 1.164 5.854 23.614
D.E.(n-1) 0.050 0.108 0.825
C.V.% 4.330 1.849 3.496
Conc. nominal 1.2 6 24
Desv.abs(%) 3.000 2433 1.608
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Tabla 14. SEGUIMIENTO DE CURVAS DE CALIBRACION PARA CEFALEXINA.

g el 9 RC
2 g Cefalexina en Pl L AEEL
A g efalexina en Plasma (pug/mL) 5 T E % g
S e = 58

1 1.2.3.45.6 031 0.61 1.52 1.85 252 3.05 11.76 17.74 30.23]-0.00097 | 0.99998 | 0.99988

2 7.89.10.11.12 031 054 148 1.85 244 3.04 11.89 18.06 30.00| 0.00179 | 0.99991 | 0.99999

3 13.14.15.16.17.18 | 0.32 0.64 1.51 1.82 248 3.07 11.76 17.81 30.20|0.00015 | 1.00012 | 0.99991

4 19.20.21.22.23.24|0.31 0.59 1.50 1.79 240 296 11.97 18.15 29.93|-0.00090 | 1.00012 |0.99998

Promedio 031 060 1.50 1.83 246 3.03 11.84 17.94 30.09| 0.00002 | 1.00003 |0.99994
D.E.(n-1) 0.01 0.04 0.02 0.03 0.05 005 0.10 0.20 0.15
CV.% 1.6 706 114 157 210 159 0.87 1.09 049

Conc. nominal 03 06 15 18 24 3 12 18 30

Desv. abs. % 3.33 0.00 0.00 0.02 250 0.01 0.01 033 0.30

En la tabla 17 y Figura 5 se muestran las concentraciones plasmaticas promedio de
Cefalexina, obtenidas a los diferentes tiempos de muestreo, en voluntarios sanos a los que se
les administré una dosis tinica de Cefalexina por via oral (suspensién). Los datos individuales
se muestran en el apéndice IV.
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Tabla 15. CONCENTRACIONES PLASMATICAS PROMEDIO PARA

24 VOLUNTARIOS
Tiempo (horas) Cefalexina en Plasma D.E. (n-1)
(ng/mL) (£
0 0.000 0.00
0.25 8.693 7.87
0.5 20.188 8.02
0.75 20.307 497
1 16.445 3.35
1.25 12.753 3.08
15 9.897 2.80
1.75 8.055 2.35
2 6.632 2.05
3 3.321 1.57
4 1.548 0.74
5 0.801 0.34
6 0.526 0.16
7 0.469 (n=4) 0.09

GRAFICA DE CONCENTRACION PROMEDIO VS TIEMPO

CONCENTRACION
(ug/mL)

v <
0.0 : : ‘  § * ——%
0 1 2 3 4 5 6 7
TIEMPO (HORAS)

Figura 4. Grafica de valores promedio de Cefalexina en plasma después de una
administracion tinica de una dosis oral de 500mg
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GRAFICA DE LOG DE CONCENTRACION PROMEDIO VS
TIEMPO
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Figura 5. Grafica de logaritmo de los valores promedio de Cefalexina en plasma después de
una administracion tnica de una dosis oral de 500mg.

Los parametros farmacocinéticos reportados fueron obtenidos de la siguiente manera:

e La concentracion plasmatica maxima (Cmadx) se obtiene al graficar la concentraciéon
plasmatica vs tiempo; una vez identificado el punto mas alto de la grafica se extrapola
una linea hasta el eje de las ordenadas, el valor en este eje corresponde al Cmax; mientras
que si se extrapola una linea al eje horizontal, el valor obtenido corresponde a el tiempo
de maxima absorcién (Tmax).

e La constante de eliminacién (Ke) es la pendiente de la grafica del logaritmo de la
concentracion vs tiempo.

e La constante de absorcion (Ka) es la pendiente que se obtiene al utilizar el método de las
residuales.

e Eltiempo de vida media (t1/2) se calcula utilizando la siguiente férmula:

by . 0693
ke
e El area bajo la curva de la concentracién del farmaco al tiempo t (ABCo -+), se calculé
mediante la siguiente férmula:

ABCyp.;1= X (Cpn+2Cpn+1) * At
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e FEl area bajo la curva de concentraciéon de farmaco a tiempo infinito (ABCo - ), se calcula
utilizando la siguiente férmula:

ABCyp..= X (Cp” + Cpnﬂ) * At + Cpﬁltimo
2 ke

En la tabla 18 se muestran los parametros farmacocinéticos promedio obtenidos
después de administrar una dosis tinica de suspensiéon de Cefalexina 500mg administrada por
via oral.

Tabla 16. PARAMETROS FARMACOCINETICOS PROMEDIO PARA CEFALEXINA
OBTENIDOS DESPUES DE LA ADMINISTRACION ORAL EN VOLUNTARIOS SANOS.

PARAMETRO VALOR
Dosis 500 mg
ABCo.t 34.85 pg*h/mL
ABCo-, 35.44 pg*h/mL

ke 0.835 h-1
T12 0.861 h
Cmax 20.307 pg/mL
Tmax 0.75 h
ka 4.462 h

Welling. et. al. obtuvieron los siguientes parametros farmacocinéticos en voluntarios
de sexo masculinos en poblacién caucasica, después de administrar una dosis tnica de 500
mg por via oral: Cmax de 17.5 pg/mL, Tmax de 1 hr, t1/>de 0.7 hrs .04

De igual manera existen reportes en donde después de una dosis tnica 500 mg se
obtuvo un t1/2 de 0.9 horas, una Cmax de 16 pg/mL y una ke de 0.770h-1. @

Al comparar los resultados anteriores con los obtenidos en nuestro estudio podemos
concluir que no se observan diferencias en la biodisponibilidad en la poblaciéon mexicana y la
reportada en poblacion caucasica.

Al hacer un andlisis estadistico de lainfluencia del genero en la biodisponibilidad de Cefalexina

cuantificada en plasma, analizando 3 diferentes parametros como Cmax, ABCy.: y de ABCo, NO SE
encontro diferencia significativa en los resultados (Apéndice V).
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1. CONCLUSIONES

Respecto a la validacién del método analitico optimizado para la cuantificaciéon de
Cefalexina en plasma se puede concluir lo siguiente:

e Eslineal en el rango de concentraciones de 0.3 a 30 pg/mL.

e Esreproducible en diferentes dias y siendo llevado acabo por diferentes analistas.

e Ellimite de cuantificacién es de 0.3 pg/mL.

e Ellimite de deteccién es de 0.12 ng/mL.

e Es selectivo para dcido Acetilsalicilico, paracetamol y heparina.

e Elrecobro absoluto promedio es del 97.56%.

e Es estable en congelaciéon a -70°C, en ciclos de congelacién-descongelacion y en la
muestra procesada durante 96 h después de su preparacion. Es inestable a
temperatura ambiente y en refrigeracion.

e Es tolerante a variaciones en la proporcion de fase moévil, de 89:11 v/v a 91.9 v/v de
soluciéon amortiguadora de fosfatos:ACN.

Por lo anterior el método analitico optimizado para la cuantificaciéon de Cefalexina en
plasma cumple con el propésito para el cual fue disenado.

La metodologia analitica validada se aplicé exitosamente a un grupo de muestras
recolectadas de voluntarios mexicanos sanos a los cuales se les administré una dosis tinica de

500 mg de Cefalexina en suspensioén por via oral.

No se observan diferencias en la biodisponibilidad entre la poblacién mexicana y la
reportada en poblacién caucésica.

No se observaron diferencias significativas al evaluar la diferencia de genero en la
biodisponibilidad de Cefalexina en plasma.
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APENDICE I

DECLARACION DE HELSINKI

Declaraciéon de Helsinki dela Asociacién M édica M undial

Recomendaciones para guiar a los doctores en medicina en la investigacion
biomédica en sujetos humanos

Adoptada por la XVIII Asamblea Médica Mundial, en Helsinki, Finlandia, en junio de 1964 y modificada
por la XXIX Asamblea Médica Mundial en Tokio, Japon, en octubre de 1975, la XXXV Asamblea Médica
Mundial en Venecia, Italia, en octubre de 1983, la XLI Asamblea Médica Mundial en Hong Kong, en
septiembre de 1989 y por la XLVIII Asamblea General en Somerset West, Republica de Sudafrica, en
octubre de 1996.

INTRODUCCION.

La mision del doctor en medicina es salvaguardar la salud de las personas. Sus conocimientos y su
conciencia estan dedicados al cumplimiento de esta misién.

La Declaracién de Ginebra de la Asociacién Médica Mundial obliga al médico con las palabras:
"Mi primera consideracion serd la salud de mi paciente"”, y el Codigo Internacional de Etica Médica declara
que: "EIl médico actuara exclusivamente en interés del paciente cuando proporcione atencion médica que
pueda tener el efecto de debilitar el estado fisico y mental del paciente".

El propdsito de la investigacion biomédica en sujetos humanos debe ser mejorar los
procedimientos diagndsticos, terapéuticos y profilacticos y la comprensidn de la etiologia y la patogenesis
de la enfermedad.

En la préactica actual de la medicina, casi todos los procedimientos diagndsticos, terapéuticos o
profilacticos entrafian riesgos. Esto es especialmente aplicable a la investigacién biomédica.

El progreso de la medicina esta basado en la investigacion que, esencialmente, debe depender en
parte de la experimentacion en sujetos humanos.

En el campo de la investigacién biomédica, se debe reconocer una distincion fundamental entre la
investigacion médica en donde el objetivo es esencialmente diagndstico o terapéutico para un paciente, y la
investigacion médica cuyo objeto esencial es puramente cientifico y no implica utilidad diagndstica o
terapéutica directa para la persona sometida a la investigacion.

Se debe proceder con especial precaucién en la ejecucion de la investigacion que pueda afectar el
medio ambiente y el bienestar de los animales utilizados para la investigacién debe ser respetado.

Puesto gue es indispensable que los resultados de los experimentos en laboratorio sean aplicados a
seres humanos para ampliar el conocimiento cientifico y para ayudar a la humanidad doliente, la
Asociaciéon Médica Mundial ha elaborado las siguientes recomendaciones como una guia para todos los
doctores que participen en la investigacion biomédica son sujetos humanos. Estas recomendaciones deben
ser mantenidas bajo revision en el futuro. Se debe subrayar que, como estan redactadas, las normas sélo
constituyen una guia para los médicos de todo el mundo. Los médicos no son relevados de las
responsabilidades penales, civiles y éticas bajo las leyes de sus propios paises.
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I. PRINCIPIOS BASICOS.

1. La investigacion biomédica en la que participen sujetos humanos debe ajustarse a los principios
cientificos generalmente aceptados y debe estar basada en la experimentacion de laboratorio y en animales,
realizada en forma adecuada y en un conocimiento completo de la literatura cientifica.

2. El disefio y la ejecucion de cada procedimiento experimental en donde participen sujetos
humanos deben estar formulado claramente en un protocolo experimental el cual debe ser comunicado para
su consideracién, comentario y orientacion a una comision designada especialmente, independiente del
investigador y el patrocinador, con la condicién que esta comision independiente esté en conformidad con
las leyes y reglamentos del pais en donde se lleve a cabo el experimento de investigacion.

3. La investigacion biomédica en sujetos humanos solo debe ser llevada a cabo por personas
calificadas cientificamente y bajo la supervision de una persona médica clinicamente competente. La
responsabilidad respecto al sujeto humano siempre debe recaer en la persona calificada médicamente y
nunca debe depender del sujeto de la investigacién, aunque éste haya otorgado su consentimiento.

4. La investigacion biomédica realizada en sujetos humanos no puede llevarse a cabo en forma
legitima a menos que la importancia del objetivo sea proporcional al riesgo inherente para el sujeto.

5. Todo proyecto de investigacion biomédica con sujetos humanos debe ser precedido por una
evaluacion cuidadosa de los riesgos predecibles en comparacion con los beneficios previsibles para el
sujeto o para otras personas. La preocupacion por los intereses del sujeto siempre debe prevalecer sobre los
intereses de la ciencia y la sociedad.

6. El derecho del sujeto de la investigacion a salvaguardar su integridad siempre debe ser
respetado. Se deben tomar todas las precauciones necesarias para respetar la privacia del sujeto y para
minimizar el efecto del estudio sobre la integridad fisica y mental del sujeto y sobre la personalidad del
mismo.

7. Los médicos deben abstenerse de entregarse a proyectos de investigacion en sujetos humanos, a
menos que estén convencidos de que los riesgos implicados estan considerados como predecibles. Los
médicos deben interrumpir cualquier investigacion si se encuentra que los riesgos superan en importancia a
los beneficios potenciales.

8. En la publicacion de los resultados de su investigacion, el médico esta obligado a conservar la
exactitud de los resultados. Los reportes de la experimentacién que no estén de acuerdo con los principios
formulados en esta Declaracion no deben ser aceptados para publicacion.

9. En la investigacion realizada en seres humanos, cada sujeto potencial debe ser informado
adecuadamente de los objetivos, los métodos, los beneficios previstos y los riesgos potenciales del estudio
y de las molestias que éste puede entrafiar. El sujeto potencial debe ser informado que esta en libertad de
abstenerse de participar en el estudio y que esta libre para retirar su consentimiento informado otorgado
libremente por el sujeto, de preferencia por escrito.

10. Al obtener el consentimiento informado para el proyecto de investigacion, el médico debe ser
especialmente cauto si el sujeto se encuentra en una relacion de dependencia respecto a él o si el sujeto
pudiera consentir bajo coaccidn. En ese caso, el consentimiento informado debe ser obtenido por un médico
gue no esté participando en esa investigacion y que sea totalmente independiente de esta relacion oficial.

11. En caso de incompetencia legal, el consentimiento informado se debe obtener del tutor legal,

de acuerdo con la legislacion nacional. Donde la incapacidad fisica 0 mental imposibilite la obtencion del
conocimiento informado, o cuando el sujeto sea menor de edad, el permiso del pariente responsable
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substituye al del sujeto de acuerdo con la legislacion nacional. Siempre que el menor de edad realmente
pueda otorgar su consentimiento, ademas del consentimiento de su tutor, se debe obtener el consentimiento
del menor.

12. El protocolo de la investigacion siempre debe contener un planteamiento de las
consideraciones éticas asociadas y debe indicar que se observan los principios enunciados en la presente
Declaracion.

[1. Investigacién Médica Combinada con Atencién Profesional (I nvestigacion Clinica).

1. En el tratamiento de la persona enferma, el médico debe estar en libertad de utilizar una nueva
medida diagnostica y terapéutica si, en su opinion, ésta ofrece esperanza de salvar la vida, restablecer la
salud o aliviar el sufrimiento.

2. Los beneficios, riesgos y molestias potenciales de un nuevo método deben ser sopesados contra
las ventajas de los mejores métodos diagndsticos y terapéuticos existentes.

3. En cualquier estudio médico, a todos los pacientes incluso aquéllos que forman parte de un
grupo de control, en caso que lo hubiese- se les deben asegurar los mejores métodos diagnosticos y
terapéuticos comprobados. Esto no excluye el uso de un placebo inerte en los estudios donde no exista un
método diagndstico o terapéutico comprobado.

4. La negacion del paciente a participar en un estudio nunca debe interferir con la relacién médico
- paciente.

5. Si el médico considera esencial no obtener el consentimiento informado, las razones especificas
de esta propuesta deben ser consignadas en el protocolo experimental para sometimiento a la comision
independiente (ver inciso 1. 2).

6. Cuando el objetivo sea la adquisicion de nuevos conocimientos médicos, el médico sélo podra
combinar la investigacién médica con la atencion profesional en la medida que la investigacién médica esté
justificada por su utilidad diagndstica o terapéutica potencial para el paciente.

IIL. Investigacién Biomédica No Terapéutica que incluya Sujetos Humanos (Investigacién
Biomédica No Clinica).
1. En la aplicacién puramente cientifica de la investigacion médica llevada a cabo en un ser
humano, es obligacion del médico seguir siendo el protector de la vida y la salud de la persona en quien se
Ileve a cabo la investigacién biomédica.

2. Los sujetos deben ser voluntarios, ya sean personas sanas 0 pacientes para quienes el disefio
experimental no esté relacionado con la enfermedad de los mismos.

3. El investigador o el equipo de investigacion deben discontinuar la investigacion si, en su
opinién, continuarla pudiera resultar perjudicial para el individuo.

4. En la investigacion realizada en el hombre, los intereses de la ciencia y la sociedad nunca deben
tener prioridad sobre las consideraciones relacionadas con el bienestar del sujeto.
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APENDICE I

RESULTADOS DEL ANALISIS COMPARATIVO PARA DETERMINAR

CONTROL BAJO
One Way Analysis of Variance

Data source: Data 1 in Notebook

Normality Test:

Passed (P = 0.101)

Equal Variance Test: Failed (P =<0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun

Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks Thursday, October 20, 2005, 19:46:07

Data source: Data 1 in Notebook

Thursday, October 20, 2005, 19:46:07

POSIBLES DIFERENCIAS ENTRE ANALISTAS

Group N Missing Median 25% 75%
AlD1 2 0 1.226 1.226 1.226
AlD2 2 0 1.184 1.155 1.212
Al1D3 2 0 1.257 1.253 1.261
A2D1 2 0 1.198 1.181 1.214
A2D2 2 0 1.269 1.264 1.275
A2D3 2 0 1.234 1.230 1.237
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H = 10.575 with 5 degrees of freedom. (P = 0.060)
The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the

possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically
significant difference (P = 0.060)

CONTROL MEDIO

One Way Analysis of Variance Thursday, October 20, 2005, 19:47:27
Data source: Data 1 in Notebook

Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Failed (P =<0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks Thursday, October 20, 2005, 19:47:27

Data source: Data 1 in Notebook

Group N Missing Median 25% 75%
AlD1 2 0 6.002 5.909 6.094
AlD2 2 0 6.057 6.041 6.073
Al1D3 2 0 6.088 6.041 6.135
A2D1 2 0 6.048 6.026 6.071
A2D2 2 0 6.089 6.078 6.100
A2D3 2 0 6.059 5.951 6.168
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H = 2.296 with 5 degrees of freedom. (P = 0.807)
The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the

possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically
significant difference (P =0.807)

CONTROL ALTO

One Way Analysis of Variance Thursday, October 20, 2005, 19:47:45
Data source: Data 1 in Notebook

Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Failed (P =<0.001)

Test execution ended by user request, ANOVA on Ranks begun
Kruskal-Wallis One Way Analysis of Variance on Ranks Thursday, October 20, 2005, 19:47:45

Data source: Data 1 in Notebook

Group N Missing Median 25% 75%

AlD1 2 0 23.895 23.410 24.380
AlD2 2 0 24.011 23.980 24.043
Al1D3 2 0 23.971 23.927 24.015
A2D1 2 0 23.866 23.728 24.003
A2D2 2 0 24.047 23.835 24.258
A2D3 2 0 23.704 23.680 23.728
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H = 3.377 with 5 degrees of freedom. (P =0.642)

The differences in the median values among the treatment groups are not great enough to exclude the
possibility that the difference is due to random sampling variability; there is not a statistically
significant difference (P = 0.642)
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60



APENDICE III

PARAMETROS FARMACOCINETICOS

APENDICE 1l

VOLUNTARIO 1
Voluntario 1
Concentracion
Tiempo (h) (ug/ml)

0 0.000
0.25 24.931 PARAMETRO| VALOR
0.5 38.223 -
0.75 32.229 Dosis 500 mg

1 23.362 ABCo.t 54.2 ng*h/mL
1.25 17.805 ABCo..  |54.85 ug*h/mL
1.5 13.038 ke 0.683 h-!
1.75 10.705

3 4.273 Cmax 38.22 pg/mL

4 2.183 Tmax 05 h

5 1.126

6 0.743 ka |

7 0.444

CONCENTRACION (ng/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

45.0

TIEMPO

40.0 1
35.0 1
30.0
25.0 1
20.0 1
15.0 1
10.0 1

5.0 1
0.0

0

4
TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

4.0
35
3.0
25
2.0
15
1.0
0.5
0.0
-0.5
-1.0
-1.5

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

4 6
TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 2
Voluntario 2
Concentracion
Tiempo (h) (ug/mlL)

0 0.000
0.25 16.559 PARAMETRO VALOR

0.5 22.939 :
0.75 10.180 Dosis 500 mg

1 14.448 ABCo-t 32.1 pg*h/mL
1.25 10.390 ABCo.., 32.54 pg*h/mL
L5 8.399 ke 1.059 ht
1.75 6.023

3 2.385 Cmax 22.94 ng/mL

4 1.342 Tmax 05h

5 0.641 1

3 0.305 ka 2.881 h

7 NC

CONCENTRACION (ug/mL;

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

18.0

TIEMPO

16.0
14.0
12.0
10.0
8.0
6.0
4.0

LOG. CONC. (ug/mL)

TIEMPO (HORAS)

3.0

2.5 4
2.0 1
1.5
1.0
0.5
0.0
-0.5 4

-1.0

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

TIEMPO (HORAS)

4 5 6 7
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VOLUNTARIO 3
Voluntario 3
Concentracion
Tiempo (h) (ug/ml)

0 0.000
0.25 4.656 ~
05 17.320 PARAMETRO VALOR
0.75 19.767 Dosis 500 mg

1 17.517 ABCo.t 35.55 pg*h/mL
1.25 14.330 ABC 36.09 *h/ L
1.5 11.008 0o ~7 Hg h/m
1.75 8.413 ke 0.644 h-!

2 7.177 t1/2 1.075 h

3 3.808 Cmax 19.77 mL

4 2.225 Tmax 0 ;LSgﬁ

5 1.045 :

6 0.558 ka 6.409 h!

7 0.348

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

TIEMPO

25.0

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0

0

TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (nug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 4
Voluntario 4
Concentracion
Tiempo (h) (ug/ml)

0 0.000
0.25 4.646 =
05 12.684 PARAMETRO VALOR
0.75 17.165 Dosis 500 mg

1 14.169 ABCo.+ 25.66 ug*h/mL
125 9.938 ABC 2633 pe*h/mL
1.5 7.833 00 =20 Ug i/ m
1.75 6.498 ke 0.776 h-t

2 5.167 t1/2 0.893 h

3 2.617 Cmax 17.17 ug/mL

4 1.319 Tmax 0 ;LSg {1

5 0.520 :

6 NC ka 2.315 ht

7 ND

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

20.0

TIEMPO

18.0
16.0
14.0
12.0
10.0

TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

35

3.0
25
2.0
15
1.0
0.5
0.0
-0.5
-1.0

TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 5
Voluntario 5
Concentracion
Tiempo (h) (ug/mL)
0 0.000
0.25 0.788 =
0.5 4.544 PARAMETRO VALOR
0.75 10.135 Dosis 500 mg
125 13-6g§ ABCo. 36.24 pg*h/mL
1. 17.1 "
G 15560 ABCo 36.92 ug h/lmL
1.75 11.441 ke 0.851 hr
2 9.677 ti/2 0.814 h
3 7.738 Cmax 17.13 pg/mL
4 2.713 Tméx 1.75h
5 1.228 :
6 0.579 ka 0.511 ht
7 NC
GRAFICA DE CONCENTRACION VS GRAFICA DE LOG. DE
TIEMPO CONCENTRACION VS TIEMPO
180 35
E 1601 5 30
2 1401 E 25
% 12.0 4 3 2.0
Q 100 g 15
80 8 10
g o g
S 20l 05
0.0 ¢ . . " -1.0 . . . .
0 1 3 4 5 6 0 1 2 4 5 6 7
TIEMPO (HORAS) TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 6
Voluntario 6
Concentracion
Tiempo (h) (ng/mlL)
0 0.000
0.25 6.330 ~
05 16.571 PARAMETRO VALOR
0.75 14.461 Dosis 500 mg
1 10.779 ABCo. 25.69 ug*h/mL
1.25 7.940 ABC 26.43 pg*h/mL
1.5 4.343 0-o0 49 pg L/ m
1.75 7.604 ke 0.624 h!
2 5.271 ti/2 1110 h
3 2.851 Cmax 16.57 ug/mL
4 1.564 Tmax O%glr{
5 0.741 .
6 0.462 ka —
7 NC

GRAFICA DE CONCENTRACION GRAEICA DE LOG. DE
VS TIEMPO CONCENTRACION VS TIEMPO
18.0 3.0
16.0 0 25
14.0 % 20
12.0 =
10.0 8} 15
8.0 § 1.0
6.0 ) 0.5
4.0 % 0.0
2.0 -0.5
0.0 T T T T T -1.0 T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 0 1 2 3 4 5 6 7
TIEMPO(HORAS) TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 7
Voluntario 7
Concentracion
Tiempo (h) (ug/mL)

0 0.000
0.25 10.299 >
0.5 25.299 PARAMETRO VALOR
0.75 23.466 Dosis 500 mg

L 17.905 ABCox 37.02 pg*h/mL
1.25 13.736 ABC 3778 pgh/mL
1.5 10.717 000 /O pug h/m
1.75 8.266 ke 0.587 h-t

2 6.818 ti/2 1181 h

3 3.628 Cmax 25.3 pg/mL

4 1.393 Tmax olusg {1

5 0.624 .

6 NC ka 4268 ht

7 NC

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

25.0

TIEMPO

20.0

15.0

10.0

5.0 1

0.0

0 1

2

3 4 5 6
TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

35

3.0
25
2.0
15
1.0
0.5
0.0
-0.5
-1.0

TIEMPO (HORAS)

4 5 6 7
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CONCENTRACION (ug/mL)

N
a
o

n
o
o

N
o
o

=
o
o

o
o

o
o

VOLUNTARIO 8
Voluntario 8
Concentracion
Tiempo (h) (ug/mL)
0 0.000
0.25 3.984 .
05 16813 PARAMETRO VALOR
0.75 20.494 Dosis 500 mg
1 16.033 ABCo. 33.24 pg*h/mL
1.25 12.543 ABCo 33.73 pg*h/mL
1.5 10.870 o0 1O UG
1.75 9.412 ke 0.755 ht
2 7.624 ti/2 0918 h
3 3.467 Cmax 20.49 peg/mL
4 1.552 Tmax 0 ;LSg {1
5 0.737 .
6 0.370 ka 5.150 h!
7 NC
GRAFICA DE CONCENTRACION VS GRAFICA DE LOG. DE

TIEMPO

2

o
[

o @

3 4 5
TIEMPO (HORAS)

CONCENTRACION VS TIEMPO

LOG. CONC. (ug/mL)
N
o

3 4 5 6 7
TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 9
Voluntario 9
Concentracion
Tiempo (h) (ng/mlL)
0 0.000
0.25 16.556 >
0.5 21.616 PARAMETRO VALOR
0.75 20.495 Dosis 500 mg
1 15.372 ABCo.t 32.33 pg*h/mL
1.25 11.849 "
15 9083 ABCo_, 33.06 pg*h/mL
1.75 6.342 ke 0.837 ht
2 5.107 ti/2 0.828 h
3 2.415 Cmaéx 21.62 pg/mL
4 1.116 Tméx oiglf
5 0.549 .
6 NC ka 4.510 h1
7 NC

CONCENTRACION (ug/mL)

20.0
18.0
16.0
14.0
12.0
10.0
8.0
6.0
4.0
2.0
0.0

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

TIEMPO

0

3 4
TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 10
Voluntario 10
Concentracion
Tiempo (h) (ug/ml)
0 0.000
0.25 11.770 >
0.5 25.046 PARAMETRO VALOR
0.75 22.756 Dosis 500 mg
1 17.579 ABCo.t 35.25ug*h/mL
1.25 12.774 &
. . *
= 5 841 ABCo 35.8 pg*h/mL
1.75 8.625 ke 0.931 h
2 6.252 ti/2 0.744 h
3 2.818 Cmaéx 25.05 pg/mL
4 1.188 Tmax 0.5h
5 0.485 -
6 NC ka 7.085 h1
7 ND
GRAFICA DE CONCENTRACION VS GRAFICA DE LOG. DE
TIEMPO CONCENTRACION VS TIEMPO
- 25.0 3.5
5 15.0 f:’;’ 20
2 g 1.5
£ 1001 g 1o
H L] 0.5
g 50 9 o0
O -0.5
0.0 -1.0 r T
0 1 2 3 4 5 0 1 2 4 5 6
TIEMPO (HORAS) TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 11
Voluntario 11
Concentracion
Tiempo (h) (ng/mL)

0 0.000
0.25 19.172 .
0.5 26.865 PARAMETRO VALOR
0.75 24.215 Dosis 500 mg

L 16.213 ABCo 39.34 ug*h/mL
1.25 12404 ABC 40.22 pe*h/mL
1.5 9.532 0o 242 U8
1.75 7.866 ke 0.672 h't

2 6.206 t12 1.032 h

3 3.258 Cmax 26.86 pug/mL

4 1.741 Tmé oiglf

5 1.101 X :

6 0.591 ka —

7 NC

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

30.0

TIEMPO

25.0

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0

0 1

2

3 4 5 6
TIEMPO (HORAS)

(ng/mL)

9]

LOG. CON

-1.0

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

3.5

3.0 1
2.5 4
2.0
1.5 4

0.5
0.0
-0.5

TIEMPO (HORAS)

4 5 6 7
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VOLUNTARIO 12
Voluntario 12 PARAMETRO VALOR
Concentracion Dosis 500 mg
Tlemgo () ‘g%ég(‘)” ABCox 27.36 ug*h/mL
0.25 12.465 ABCoy.» 28.02 pg*h/mL
0.5 25.074 ke 0.986 h-!
0.75 18.760 t12 0.703 h
1 13.011 -
T35 3 005 Cmax 25.07 pg/mL
1.5 6.746 Tmax 0.5h
1.75 4.993 ka _
2 4.276
3 1.872
4 0.651
5 NC
6 ND
7 ND

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

30.0

TIEMPO

25.0
20.0
15.0
10.0

5.0 1

0.0

2 3 4
TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

TIEMPO (HORAS)

3 4 5
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VOLUNTARIO 13
Voluntario 13
Concentracion
Tiempo (h) (ng/mlL)
0 0.000
0.25 3.385 .
05 21705 PARAMETRO VALOR
0.75 13.927 Dosis 500 mg
1 16.710 ABCo.t 31.98ug*h/mL
1.25 14.885 *
G 13090 ABCo, 32.9 ug}l:l/mL
1.75 9.192 ke 0.8
2 6.903 t12 0.866 h
3 2.508 Cmax 21.7 pg/mL
4 1.568 Tmax 05 h
5 0.736
6 NC ka —
7 NC

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

25.0

TIEMPO

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0

LOG. CONC. (ug/mL)

0 1

2 3 4
TIEMPO (HORAS)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

35

3.0
25
2.0
15
1.0
0.5
0.0
-05

TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 14
Voluntario 14
Concentracion
Tiempo (h) (ng/mL)
0 0.000
0.25 5.814 .
0.5 19.548 PARAMETRO VALOR
0.75 26.024 Dosis 500 mg
L 20.872 ABCo 39.4 ug*h/mL
1.25 14.659 ABC 39.91 pe*h/mL
15 11.489 0-0 21 Hg
1.75 7.350 ke 1.025 h't
2 8.167 ti/2 0.676 h
3 4.074 Cmax 26.02 pg/mL
4 2.130 Tmax 0 ';LSgl’/l
5 0.956 '
6 0.513 ka —
7 0.358

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

25.0

TIEMPO

20.0 1

15.0 4

10.0 4

5.0

0.0

0 1

2 3 4 5 6

TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

35

3.0
25
2.0
15
1.0
0.5
0.0
-0.5
-1.0

TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 15
Voluntario 15
Concentracion
Tiempo (h) (ug/mL)

0 0.000
0.25 2.015 PARAMETRO VALOR
0.5 17.090 )
0.75 25.496 Dosis 500 mg

1 23.039 ABCox 42 26pg*h/mL
1.25 18.080 ABCo- 42.9 pg*h/mL
1> 4750 ke 0.711 h'l

3 4.231 Cmax 25.5 pg/mL

4 2.331 Tmax 0.75h

5 1.311 -

3 0 455 ka 3.730 h

7 ND

CONCENTRACION

(ng/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS
TIEMPO

0 1 2 3 4 5 6
TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

35

3.0
25
2.0
15
1.0
0.5
0.0
-0.5
-1.0

TIEMPO (HORAS)

4 5 6 7
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VOLUNTARIO 16
Voluntario 16
Concentracion
Tiempo (h) (ug/mL)

0 0.000
0.25 3.238 PARAMETRO VALOR
0.5 17.814 :
0.75 23.000 Dosis 500 mg

1 21.284 ABCo.¢ 36.15 pg*h/mL
1.25 15.900 ABCo., 36.53 pg*h/mL
L 2AT ke 0.900 h-l

3 3.198 Cmax 23 pg/mL

4 1.468 Tmax 0.75h

5 0.511 -

& 0321 ka 5.287 h

7 ND

GRAFICA DE CONCENTRACION VS
TIEMPO

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

CONCENTRACION (ug/mL)

30.0

25.0
20.0
15.0
10.0

5.0 1

0.0

0 1

2 3 4 5
TIEMPO (HORAS)

o
6

7

LOG. CONC. (ug/mL)

0 1 2

TIEMPO (HORAS)

4 5 6 7
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VOLUNTARIO 17
Voluntario 17
Concentracion
Tiempo (h) (ug/mL)

0 0.000
0.25 17.920 PARAMETRO VALOR
0.5 28.708 )
0.75 23.263 Dosis 500 mg

1 16.654 ABCo.¢ 34.41pg*h/mL
1.25 11.578 ABCo- 34.9 ug*h/mL
Lo 2598 ke 0.918 hl

3 2.034 Cmax 28.71 pg/mL

4 0.891 Tmax 05h

5 0.450

6 ND ka —

7 ND

CONCENTRACION

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

TIEMPO

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

4.0

35
3.0
25
2.0
15
1.0
0.5
0.0
-0.5
-1.0
-15

G 2

0 1 2 3 4
TIEMPO (HORAS)

TIEMPO (HORAS)

77



APENDICE ||| —

VOLUNTARIO 18
Voluntario 18
Concentracion
Tiempo (h) (ng/mlL)

0 0.000
0.25 12.759 PARAMETRO VALOR
0.5 27.742 .
0.75 21.504 Dosis 500 mg

1 14.369 ABCox 29.81 pg*h/mL
1.25 10.483 ABCo- 30.22 pg*h/mL
Lo L1526 ke 1.022 hl

D) 4541 t1/2 0.678 h

3 1.783 Cmax 27.74 pg/mL

4 0.463 Tmax 0.5h

5 ND

6 ND ka —

7 ND

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

30.0

TIEMPO

25.0 4

20.0 4

15.0 1

10.0 4

5.0 4

0.0

0 1

2 3 4
TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

0 1 2
TIEMPO (HORAS)

3 4 5
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VOLUNTARIO 19
Voluntario 19
Concentracion
Tiempo (h) (ug/mL)

0 0.000
0.25 3.955 PARAMETRO VALOR
0.5 18.432 )
0.75 21.197 Dosis 500 mg

1 15.253 ABCox 26.25 pg*h/mL
1.25 10.301 ABCo- 26.67 ug*h/mL
Lo 2028 ke 0.905 h-1

3 1.736 Cmax 21.2 pg/mL

4 0.872 Tmax 0.75h

5 0.380 -

‘ ND ka 8.519 h

7 ND

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

25.0

20.0 4

15.0 |

10.0 4

5.0

0.0

TIEMPO

o @

2 3 4
TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

TIEMPO (HORAS)

79



APENDICE |||  —

VOLUNTARIO 20
Voluntario 20
Concentracion
Tiempo (h) (ng/mlL)

0 0.000
0.25 1.031 PARAMETRO VALOR
0.5 8.624 X
0.75 14.620 Dosis 500 mg

1 13.026 ABCy. 30.27 pg*h/mL
1.25 11.122 ABCo- 30.84 pg*h/mL
11 '755 2;‘23 ke 0.805 h-!

3 5.342 Cmax 14.62 pg/mL

4 2.227 Tmax 0.75h

5 1.032 5

3 0459 ka 2.877 h

7 NC

CONCENTRACION

GRAFICA DE CONCENTRACION VS
TIEMPO

16.0
14.0
12.0
10.0
8.0
6.0
4.0
2.0
0.0

(ug/mL)

0 2 4 6 8
TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

3.0

25
2.0
15
1.0
0.5
0.0
-0.5
-1.0

TIEMPO (HORAS)

4 5 6 7
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VOLUNTARIO 21
Voluntario 21
Concentracion
Tiempo (h) (ug/mL)

0 0.000
0.25 6.665 PARAMETRO VALOR
0.5 18.490 )
0.75 16.141 Dosis 500 mg

1 11.877 ABCo.¢ 26.62ug*h/mL
1.25 8.799 ABCo- 27.1 pg*h/mL
11 '755 g;‘ij ke 0.733 h!

3 2.937 Cmax 18.49 pg/mL

4 1.438 Tmax 05h

5 0.577

6 0.352 ka E—

7 NC

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

TIEMPO

2 4 6 8
TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

TIEMPO (HORAS)

4 5 6 7
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VOLUNTARIO 22
Voluntario 22
Concentraciéon
Tiempo (h) (ug/mL)
0 0.000
0.25 28.407
0.5 34.201 ]
0.75 26.864 PARAMETRO VALOR
1 18.673 Dosis 500 mg
L35 e ABCo. 46.13 pg*h/mL
1_.75 1 1:197 ABCo. 46.57 pg*h/mL
2 9.222 ke 1.270 h1
3 1.441 t1/2 0.545 h
4 0.514 P
= 0662 Cma,lx 34.2 pg/mL
6 0.625 Tmax 0.5 h
7 0.559 ka —_

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

40.0

TIEMPO

35.0
30.0
25.0 4
20.0
15.0 |
10.0

5.0 §

0.0

4
TIEMPO (HORAS)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

LOG. CONC. (ug/mL)
=
(5]

4 6
TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 23
Voluntario 23
Concentracion
Tiempo (h) (ug/ml)

0 0.000
0.25 9.360 >
o5 36055 PARAMETRO VALOR
0.75 22.626 Dosis 500 mg

1 13.722 ABCox 27.68ug*h/mL
1.25 8.402 ABC 280 pgh/mL
1.5 6.260 000 Y HE
1.75 4.844 ke 0.941 ht

2 4.041 ti2 0.736 h

3 1.864 Cmax 26.05 mL

4 0.619 Tmax 0 lﬁ/

5 0.301 .

6 NC ka —

7 ND

CONCENTRACION (ug/mL)

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

30.0

TIEMPO

25.0 1

20.0

15.0

10.0

5.0

0.0

o
2 3 4 5
TIEMPO (HORAS)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

TIEMPO (HORAS)
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VOLUNTARIO 24
Voluntario 24
Concentracion
Tiempo (h) (ug/mL)
0 0.000
0.25 13.994 PARAMETRO VALOR
0.5 26.746 .
0.75 23.806 Dosis 500 mg
1 20.756 ABCox 51.53 pg*h/mL
1.25 17.672 ABCy.., 52.39 pg*h/mL
1.5 13.127 ke 0.610 h-!
1.75 13.012
3 6.155 Cmax 26.75 pg/mL
4 3.381 Tmax 05h
5 1.637
6 0.912 ka E—
7 0.525

GRAFICA DE CONCENTRACION VS

30.0

TIEMPO

25.0 4

20.0

15.0 1

10.0

5.0 1

CONCENTRACION (ug/mL)

0.0

0

4 6
TIEMPO (HORAS)

LOG. CONC. (ug/mL)

GRAFICA DE LOG. DE
CONCENTRACION VS TIEMPO

35

3.0 1
254
2.0
1.5
1.0
0.5
0.0
-0.5
-1.0

4 6 8

TIEMPO (HORAS)
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APENDICE IV

CONCENTRACIONES DE SUSPENSION DE CEFALEXINA
PARA CADA VOLUNTARIO A TIEMPOS DETERMINADOS

Tiempo (h) 0.25 0.5 0.75 1 1.25 1.5 1.75 2 3 4 5 6 7
Voluntario 1 16.559 | 30.649 | 27.703 | 22.315 [ 15.996 | 11.881 | 9.753 [ 9.090 | 5.163|2.998 | 1.286 | 0.787 | 0.447
Voluntario 2 0.446 | 8.196 | 15.475 | 14.839 | 11.568 | 9.057 | 7.484 | 5.681 [4.976 (2.229(0.919 | 0.466 [ NC
Voluntario 3 0.767 | 11.919 | 20.079 | 17.098 | 12.763 | 10.035 | 0.054 | 6.618 [ 3.258 [ 1.972 | 1.180 [ 0.650 | 0.390
Voluntario 4 1.455 | 16.201 | 17.688 | 13.222 | 9.821 | 7.429 | 5.921 | 4.533 [2.053 [ 0.930 | 0.460 [ NC [ ND
Voluntario 5 5.375 | 17.397 | 18.957 | 17.115 | 13.767 | 10.839 | 9.283 | 6.894 |3.700|1.530|0.680 | NC | ND
Voluntario 6 4.635 | 9.039 (13.881 | 10.856 | 10.292 | 5.838 | 8.003 | 6.500 |2.200|1.550|0.790 | 0.400 | NC
Voluntario 7 2132 | 15106 | 19.249 | 17.944 | 14.565 | 11.509 | 9.384 | 7.960 |4.460|1.740|0.850 | 0.450 | NC
Voluntario 8 7.840 | 20.154 | 16.977 | 13.045 | 10.476 | 8.636 | 7.376 | 6.103 [2.661 |1.379|0.678 [ 0.323 [ NC
Voluntario 9 2.769 | 13.350 [ 17.597 | 15.398 | 12.023 | 8.810 | 6.670 | 5.980 |2.860|1.310|0.610| NC | ND
Voluntario 10 7.495 | 21.273 | 22.384 | 17.169 | 12.730 | 9.660 | 8.500 | 6.520 [2.680 | 1.140|0.510 [ NC [ ND
Voluntario 11 14.454 | 24.642 | 18.912 | 13.630 | 9.480 | 7.330 | 5.840 | 4.740 |2.440|1.330|0.700 | 0.350 | ND
Voluntario 12 10.197 | 23.320 | 19.880 | 13.320 [ 9.050 | 6.320 | 5.090 | 4.130 |1.160|0.470| NC | ND | ND
Voluntario 13 6.028 | 10.830 | 19.830 | 13.390 | 8.400 | 6.770 | 5.550 | 4.540 [1.960 | 0.850 | 0.450 [ NC [ ND
Voluntario 14 10.520 | 23.740 | 20.970 | 17.730 | 11.380 | 8.630 | 4.720 | 4.800 |2.040|1.080|0.520| NC | ND
Voluntario 15 ND | 9.350 | 24.830 | 25.060 | 20.630 | 16.630 | 14.030 | 11.700 | 5.460 | 2.420 | 1.170 | 0.410 [ ND
Voluntario 16 3.970 | 19.610 | 26.300 | 22.160 | 15.470 | 11.050 | 8.682 | 6.700 |3.140|1.450|0.630|0.342 | ND
Voluntario 17 22.940 | 28.600 | 22.030 | 15.640 | 10.560 | 7.690 | 6.150 | 4.947 [2.750 (1.110 [0.461 | NC | ND
Voluntario 18 17.590 | 25.100 | 20.240 | 14.098 [ 11.150 | 7.740 | 5.610 | 4.050 |1.430|0.419| ND | ND | ND
Voluntario 19 3.900 | 17.220 | 17.640 | 13.960 | 11.160 | 9.090 | 6.370 | 4.420 |2.109|0.874|0.401 | ND | ND
Voluntario 20 10.755 | 18.850 | 18.570 | 14.690 [ 11.760 | 9.640 | 7.480 | 6.420 |2.9221.385]0.583]0.310 | NC
Voluntario 21 1.930 | 12.220 | 14.630 | 11.760 | 8.880 | 7.600 | 6.442 | 5.604 (3.995(2.135 | 0.948 [ 0.538 | 0.308
Voluntario 22 6.090 | 25.930 | 25.760 | 17.740 | 12.784 | 8.960 | 7.209 | 5.255 [2.344 (1.045|0.427 | NC | ND
Voluntario 23 5.630 | 26.700 | 22.090 | 14.230 | 9.493 | 6.892 | 5.169 | 4.087 |1.7760.699 | 0.350 | NC | ND
Voluntario 24 18.430 | 29.670 | 28.550 | 22.451 | 17.475 | 13.656 | 11.037 | 9.198 | 4.565 | 2.465 | 1.184 | 0.696 | 0.489
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APENDICE V
EVALUACION ESTADISTICA

ESTADISTICA PARA EVALUAR LASDIFERENCIAS DE GENERO
ANALISISDE VARIANZA PARA EL ABC 0Ot
One Way Analysis of Variance Thursday, October 20, 2005, 21:08:05
Data source: Data 1 in Notebook
Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.540)

Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
ABC 0-t 12 0 34.498 7.636 2.204
HOMBRE
ABC 0-t 12 0 35.208 8.142 2.350
MUJERES
Source of DF SS MS F P
Variation
Between 1 3.018 3.018 0.0484 0.828
Groups
Residual 22 1370.494 62.295
Total 23 1373.512

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is
not a statistically significant difference (P = 0.828).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.048

The power of the performed test (0.048) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.
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PRUEBA DE t PARA ABC 0-t (DIFERENCIAS DE GENERO)
t-test Thursday, October 20, 2005, 20:49:30
Data source: Data 1 in Notebook
Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.540)

Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
ABC 0- t 12 0 34.498 7.636 2.204
HOMBRE
ABC 0-t 12 0 35.208 8.142 2.350
MUJERES

Difference  -0.709

t =-0.220 with 22 degrees of freedom. (P = 0.828)

95 percent confidence interval for difference of means: -7.392 to 5.973

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the
possibility that the difference is due to random sampling variability. There is not a
statistically significant difference between the input groups (P = 0.828).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

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

ANALISISDE VARIANZA PARA EVALUAR LA DIFERENCIA DE GENERO
(ABC 0-inf)

One Way Analysis of Variance Thursday, October 20, 2005, 20:52:05
Data source: Data 1 in Notebook
Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.545)
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Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
ABC 0-inf 12 0 35.148 7.646 2.207
HOM
ABC 0- 12 0 35.744 8.223 2.374
INF MUJ
Source of DF SS MS F P
Variation
Between 1 2.136 2.136 0.0339 0.856
Groups
Residual 22 1386.879 63.040
Total 23 1389.015

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to

exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is

not a statistically significant difference (P = 0.856).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.048

The power of the performed test (0.048) is below the desired power of 0.800.

You should interpret the negative findings cautiously.

PRUEBA DE t PARA EVALUAR LA INFLUENCIA DE GENERO (ABC 0-inf)

t-test Thursday, October 20, 2005, 20:56:36
Data source: Data 1 in Notebook
Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.545)

Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
ABC 0-inf 12 0 35.148 7.646 2.207
HOM
ABC 0- 12 0 35.744 8.223 2.374
INF MUJ

Difference  -0.597

t =-0.184 with 22 degrees of freedom. (P = 0.856)
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95 percent confidence interval for difference of means: -7.319 to 6.126

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the
possibility that the difference is due to random sampling variability. There is not a
statistically significant difference between the input groups (P = 0.856).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

The power of the performed test (0.050) is below the desired power of 0.800.

You should interpret the negative findings cautiously.

ANALISISDE VARIANZA PARA EVALUAR LA INFLUENCIA DE GENERO
(Cmax)

One Way Analysis of Variance Thursday, October 20, 2005, 20:57:47
Data source: Data 1 in Notebook
Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.762)

Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
C MAX 12 0 23.016 5.945 1.716
HOM
C MAX 12 0 24.498 5.115 1.477
MUJ
Source of DF SS MS F P
Variation
Between 1 13.187 13.187 0.429 0.519
Groups
Residual 22 676.556 30.753
Total 23 689.742

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is
not a statistically significant difference (P = 0.519).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.048

The power of the performed test (0.048) is below the desired power of 0.800.

You should interpret the negative findings cautiously.
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APENDICE V

PRUEBA DE t PARA EVALUAR LA INFLUENCIA DE GENERO (C yax)
t-test Thursday, October 20, 2005, 20:59:58
Data source: Data 1 in Notebook
Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.762)

Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name

C MAX 12 0 23.016 5.945 1.716
HOM

C MAX 12 0 24.498 5.115 1.477
MUJ

Difference  -1.483

t =-0.655 with 22 degrees of freedom. (P = 0.519)

95 percent confidence interval for difference of means: -6.178 to 3.213

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the
possibility that the difference is due to random sampling variability. There is not a
statistically significant difference between the i nput groups (P = 0.519).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.050

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

ANALISISDE VARIANZA PARA EVALUAR LA INFLUENCIA DE GENERO
(to)

One Way Analysis of Variance Thursday, October 20, 2005, 21:03:05
Data source: Data 1 in Notebook

Normality Test: Passed (P > 0.200)
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Equal Variance Test: Passed (P = 0.477)

Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
t 1/2 HOM 12 0 0.927 0.127 0.0368
t 1/2 MUJ 12 0 0.833 0.166 0.0480
Source of DF SS MS F P
Variation
Between 1 0.0523 0.0523 2.383 0.137
Groups
Residual 22 0.483 0.0219
Total 23 0.535

The differences in the mean values among the treatment groups are not great enough to
exclude the possibility that the difference is due to random sampling variability; there is
not a statistically significant difference (P = 0.137).
Power of performed test with alpha = 0.050: 0.191
The power of the performed test (0.191) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.

PRUEBA DE t PARA EVALUAR LA INFLUENCIA DE GENERO (t 1)
t-test Thursday, October 20, 2005, 21:04:44
Data source: Data 1 in Notebook

Normality Test: Passed (P > 0.200)

Equal Variance Test: Passed (P = 0.477)

Group N Missing Mean Std Dev SEM
Name
t1/2 HOM 12 0 0.927 0.127 0.0368
t 1/2 MUJ 12 0 0.833 0.166 0.0480

APENDICE V  —
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APENDICE V

Difference  0.0933

t = 1.544 with 22 degrees of freedom. (P = 0.137)

95 percent confidence interval for difference of means: -0.0321 to 0.219

The difference in the mean values of the two groups is not great enough to reject the
possibility that the difference is due to random sampling variability. There is not a
statistically significant difference between the i nput groups (P = 0.137).

Power of performed test with alpha = 0.050: 0.191

The power of the performed test (0.191) is below the desired power of 0.800.
You should interpret the negative findings cautiously.
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