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1

RESUMEN

El presente trabajo presenta la optimizacion de un método analitico por cromatografia de
liquidos de alta resolucion (CLAR) para la cuantificacion de paracetamol en plasma
humano, utilizando una técnica de precipitacion de proteinas con evaporacion,

cuantificando el analito en un rango de de 0.1 a 40 pg/mL.

Se utilizd un detector de arreglo de diodos a una longitud de onda de 243 nm. La
separacion del analito se realiz6 empleando una columna X-Terra RP8 250 X 4.6 mm de

diametro interno y 5 um de tamario de particula.

El método se validé con base en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, que
establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento es
intercambiable, determinando los parametros de selectividad, sensibilidad, linealidad,
exactitud, precision, limite de deteccién (LD), limite inferior de cuantificaciéon (LIC),
recobro absoluto y estabilidad a diferentes condiciones de almacenamiento, por lo cual el

metodo demostrd ser confiable para su aplicacion en un estudio de biodisponibilidad.

El estudio de biodisponibilidad comparativa de paracetamol fue de tipo monocéntrico,
abierto, tres periodos, tres tratamientos, seis secuencias, cruzado, aleatorizado de dosis
Unica con la participacion de 42 voluntarios (23 hombres y 19 mujeres), y con un periodo
de eliminacién de farmaco (lavado) de 7 dias entre cada periodo. Se tomaron muestras
sanguineas en un periodo de 16 horas después de la administracién de los
medicamentos (A1: medicamento de referencia de diclofenaco, A2: medicamento de
referencia de paracetamol y B: Medicamento de prueba con la combinacién fija de
paracetamol y diclofenaco), estas muestras fueron centrifugadas a 4500 r.p.m por 5
minutos y posteriormente se separo el plasma para ser almacenado a -70 °C hasta ser
procesadas conforme al método analitico previamente validado.,se evaluaron los
parametros farmacocinéticos de Tmax (h), C max (ug/mL), ABC ¢t (h*ug/mL) , ABC o.inf
(h*ug/mL) , Ke (1/h) y t /2 (h)

La poblacién mexicana mostré para paracetamol un Tmax, Cmax, ABCo.+, ABCo.irt, Ke, T
Y2, de 0.75 (h), 11.52 (ug/mL), 26.78 (h*ug/mL), 27.89 (h*ug/mL), 0.203 (1/h), y 3.64 (h)

respectivamente para el medicamento de referencia de paracetamol (A2) y Tmax, Cmax,
15
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ABCy., ABCo.irr, Ke, T %2, de 0.80 (h), 12.06 (ng/mL), 26.41 (h*ug/mL), 27.42 (h*ug/mL),
0.214 (1/h), y 3.53 (h) respectivamente para el medicamento de prueba con la

combinacion fija de paracetamol y diclofenaco (B)

El comparativo de paracetamol fue realizado a través del calculo de los intervalos de
confianza al 90%, los cuales cumplieron con el criterio de 80-125% con datos

transformados logaritmicamente.

Con base en lo anterior se concluye que no existen diferencias estadisticamente
significativas en la biodisponibilidad de paracetamol al administrarlo solo y en

combinacion fija con diclofenaco.
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INTRODUCCION Y OBJETIVOS(2%49)

El dolor es una experiencia sensorial y emocional, generalmente desagradable, es una
sensacion desencadenada por el sistema nervioso y es la principal causa de consultas

meédicas.

El paracetamol es uno de los medicamentos de venta libre ampliamente utilizado para
combatir dolores musculares, dentales, de cabeza y cuadros febriles. En combinacién
con diclofenaco se logra un sinergismo teniendo un efecto rapido seguro y eficaz sobre el

alivio del dolor y la inflamacién.

Desde su introduccidn en el mercado en los anos 50’s ha aumentado su uso como
analgésico y antipirético, Es el medicamento de mayor uso después del acido

acetilsalicilico, y un ingrediente importante en numerosos medicamentos para resfriado y

gripe

A dosis terapéuticas el paracetamol se considera un analgésico relativamente seguro
particularmente porque no aumenta la posibilidad de ocasionar hemorragias digestivas,
no compromete la funcion renal ni aumenta la presion arterial, pero a dosis altas provoca
hepatoxicidad. El paracetamol tiene mas probabilidades de causar daino hepatico a las
dosis recomendadas si lo toman personas que consumen alcohol, incluso si no lo toman

al mismo tiempo que paracetamol.

Al igual que muchos otros farmacos, el paracetamol es metabolizado por el higado. Si la
via de eliminacién por reacciones de conjugacion (via normal) se ve saturada por una
dosis elevada, empieza a actuar otra via conocida como sistema enzimatico del
citocromo P450. Cuando esto sucede, se produce un metabolito toxico llamado N-acetil-

p-benzoquinona-imina (NAPQI) que puede causar la destruccion de células hepaticas.

El paracetamol es una de las causas principales de insuficiencia hepatica aguda en los
Estados Unidos, segun la FDA, hay mas de 50,000 visitas a centros de urgencias
meédicas y 100 muertes todos los afios en este pais por sobredosis de paracetamol,

muchas de las cuales son suicidios.
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Algunos de los beneficios del paracetamol se deben a que este principio activo no afecta
los mecanismos de coagulaciéon (agregacion plaquetaria) ni los mecanismos de
proteccion de la mucosa gastrica, no suele producir reacciones alérgicas y presenta

escasa interaccion medicamentosa con otros farmacos.

Debido a la importancia de este farmaco, el presente trabajo tiene como objetivos

generales:

e Optimizar un método analitico para la cuantificacion de paracetamol en plasma
humano por cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR).

¢ Validar el método analitico de acuerdo a los criterios de aceptacion establecidos en la
Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998.

e Aplicar el método analitico en un estudio en poblacion mexicana para evaluar la
biodisponibilidad de paracetamol de una dosis oral unica de 500 mg contenida en una

formulacién individual y en combinacién fija con diclofenaco.
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3 GENERALIDADES

3.1 Paracetamol

El paracetamol también conocido como acetaminofén, es un farmaco con propiedades
analgésicas y antipiréticas, con ligera actividad antiinflamatoria. Esta indicada en el
alivio de cefaleas, mialgias, neuralgias, resfriado comun dolores moderados
postoperatorios, dolores dentales, puede causar dafo renal y hepatico. Se puede
adquirir sin receta médica. Es considerado como un antiinflamatorio no esteroideo

(AINES) atipico porque es un inhibidor débil de la ciclooxigenasa (COX).

3.1.1 Propiedades Fisicoquimicas ©7#

Féormula condensada: CgHgNO,
Peso molecular: 151.17 g/mol

Estructura quimica de paracetamol:

T

O

H

N_ _CHjs

HO

Nomenclatura IUPAC: N-(4-hidroxifenil)etanamida

Apariencia: polvo blanco cristalino

Solubilidad: Soluble en agua, etanol, metanol y dimetilformamida
Pka: 9.51 a 25°C

Estabilidad: El paracetamol es estable a la luz, humedad, temperatura y a pH entre

4-7.
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3.1.2 Clasificacion Anatémica, Terapéutica, Quimica (ATC) (19

La clasificacion ATC del paracetamol es NO2BEO1
N: Sistema nervioso

02: Analgésico

B: Otros analgésicos y antipiréticos

E: Anilinas

01: Paracetamol

3.1.3 Clasificacion Biofarmacéutica ©°

En la literatura existe diferencia acerca de la clasificacion Biofarmacéutica de
paracetamol. En un articulo publicado por L.Kalantzi et al., en el 2006, el menciona
que el paracetamol esta clasificado en la Clase Il (Baja permeabilidad, Alta
solubilidad), aunque posee propiedades en el limite de Clase | (Alta permeabilidad,
Alta solubilidad), sin embargo, la BCS (Biopharmaceutics Classification System),

clasifica al paracetamol como clase |V (Baja permeabilidad, Baja solubilidad).

3.1.4 Dosis diaria definida (DDD)(%'"

La dosis diaria definida de paracetamol es de 3 g por via oral.

La dosis maxima de paracetamol en adultos es de 1 g por dosis y 4 g por dia, tomar

mas de esta dosis aumenta el riesgo de dafio hepatico

Si se toma mas de tres bebidas alcohdlicas al dia no exceder la dosis de 2 g al dia

3.1.5Farmacodinamia ©1%1112)

El paracetamol es un analgésico-antipirético usado ampliamente en la clinica,
ejerce su accion analgésica elevando el umbral del dolor en el SNC periférico,
normaliza la hipertermia al actuar sobre el centro hipotalamico responsable de

regular la temperatura corporal. El paracetamol es tan eficaz como el acido
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3.1.6 Farmacocinétic

acetilsalicilico en su accion analgésica y antipirética, pero sin las reacciones
adversas caracteristicas de los salicilatos. Por estas diferencias el paracetamol
puede ser usado en pacientes alérgicos al principio activo de referencia y/o a los de

numerosos AINEs.

Mecanismo de accidon: Se desconoce el mecanismo de accidon exacto del
paracetamol. Sé cree que aumenta el umbral al dolor inhibiendo las ciclooxigenasas
en el sistema nervioso central, enzimas que participan en la sintesis de las
prostaglandinas. Sin embargo, el paracetamol no inhibe las ciclooxigenasas en los
tejidos periféricos, razén por la cual carece de actividad antiinflamatoria. El
paracetamol también parece inhibir la sintesis y/o los efectos de varios mediadores
quimicos que sensibilizan los receptores del dolor a los estimulos mecanicos o

quimicos.

Los efectos antipiréticos del paracetamol tienen lugar bloqueando el pirégeno
endoégeno en el centro hipotalamico regulador de la temperatura inhibiendo la

sintesis de las prostaglandinas.
g (4.68,13,14,15)

Absorcion: El paracetamol se absorbe rapidamente en el tracto gastrointestinal,
empezando su accién analgésica entre los 15 y 30 minutos después de su

ingestion. Los antiacidos y los alimentos disminuyen la velocidad de absorcion.
Tmax: 0.17-1.2 h

Cmax: 6.11 yg/mL (4.66 — 8 pg/mL)*

*A una dosis de 500 mg.

Distribucion: Se distribuye uniformemente en los liquidos corporales de todos los

tejidos, con excepcion del adiposo.
Unidn a proteinas: 25-50 %

Volumen de distribucién: 0.69-1.36 L/Kg
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Metabolismo: Aproximadamente el 85 al 90% de la dosis se metaboliza en el
higado a través de reacciones de conjugacion, principalmente por glucuronidacion y

sulfatacion.Estos metabdlitos son excretados por la orina.

Aproximadamente del 5-10% es metabolizado a través de reacciones de oxidacion
por la enzima citocromo P450 (CYP1A2,CYP2A6,CYP2E1 y CYP3A4) esta reaccion
da como resultado la formacién del metabolito no téxico 3-hidroxi-acetaminofen vy
el N-acetil-p-benzoquinona-imina (NAPQI), metabolito téoxico del paracetamol
(Figura 1). A dosis terapéuticas este ultimo se forma en cantidades pequefas y se
conjuga rapidamente con glutatién y finalmente es excretado en la orina como

cisteina y acido mercapturico conjugado.

A dosis elevadas de paracetamol, el glutation se satura y el NAPQI libre se une a
macromoléculas en los hepatocitos provocando necrosis celular. La ingesta de

alcohol aumenta el riesgo de hepatoxicidad.
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Figura 1. Metabolismo del paracetamol a través de reacciones de oxidacion por la enzima citocromo P450

25



GENERALIDADES

Eliminacién: Se elimina por via renal como metabdlitos conjugados (glucorénidos y

sulfatos). El 5% de la dosis puede excretarse en forma inalterada.
Vida media: 1-4 horas

3.1.7 Tratamiento para sobredosis de paracetamol

¢ N-metilpirazole: disminuye significativamente la formacion del NAPQI, es
utilizado en el tratamiento de alcoholismo.

e Disulfiram: Inhibidor especifico del CYP2E, el cual a altas dosis de
paracetamol es el responsable de la formacion de NAPQI

¢ N-acetil-cisteina + cimetidina: La accion hepatoprotectora de la N-acetil-
cisteina (NAC) se debe a que aumenta la sintesis de glutation. Por otra parte
NAC esta asociada con numerosas reacciones adversas como nauseas,
vomito, estomatitis eritema y urticaria. La cimetidina produce un efecto
hepatoprotector inhibiendo el metabolismo oxidativo del paracetamol, por lo

tanto previene la formacién del metabolito hepatotoxico.

3.1.8 Contraindicaciones ('%?)

En paracetamol esta contraindicado en los siguientes casos:

Hipersensibilidad reconocida al paracetamol.
Alteracion de la funcion hepatica y/o renal.

Alcoholismo.

YV V VYV V

Durante el periodo de lactancia.

3.1.9 Reacciones Adversas ('%8)

El paracetamol es hepatotéxico aunque en la mayor parte de las ocasiones esta
toxicidad es el resultado de una sobredosis o de dosis excesivas administradas

cronicamente.

De manera ocasional pueden aparecer erupciones cutaneas y alteraciones

hematolégicas como (neutropenia, leucopenia y trombocitopenia), otras reacciones
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secundarias mas comunes son: nausea, vomito, dolor abdominal, prurito y

constipacion.

3.1.10 Interacciones Medicamentosas ®1112

Los agentes que inhiben el sistema enzimatico CYP2E1 o CYP2A6 pueden, en
principio, reducir el riesgo de hepatotoxicidad por el paracetamol al competir con él,
reduciendo la generacion del metabolito téxico.(NAPQI). Algunos farmacos que
inhiben dichas isoenzimas son la cimetidina, la claritromicina, la eritromicina, el
ketoconazol, algunas quinolonas como la ciprofloxacina y la levofloxacina, el

omeprazol y la paroxetina.

Salicilatos o acido acetilsalicilico (aspirina): El uso concomitante con

paracetamol puede aumentar el riesgo de nefropatia por analgésicos.

Barbituricos y carbamazepina: Aumentan el potencial hepatotéxico del
paracetamol y disminuyen su efecto, esto se debe a que aceleran el metabolismo
por CYP450 por consecuencia aumenta la produccion del metabolito hepatotéxico
(NAPQI).

Isoniazida y rifampicina: Aceleran el metabolismo por CYP2E1 aumentando la

formacion del metabolito toxico de paracetamol (NAPQI).

3.2 Cromatografia de liquidos de Alta Resolucién (CLAR) (1617:18)

La caracteristica que distingue a la cromatografia de la mayoria de los métodos fisicos y
quimicos de separacion, es que se ponen en contacto dos fases inmiscibles. Una fase
es estacionaria y la otra movil. La separacion cromatografica es el resultado de las
interacciones especificas entre las moléculas de la muestra con ambas fases. Una
muestra que se introduce en la fase movil es transportada a lo largo de la columna que
contiene una fase estacionaria. Al final del proceso los componentes separados
emergen en orden creciente de interaccién con la fase estacionaria. EI componente
menos retardado emerge primero, el retenido mas fuertemente eluye al ultimo. El
reparto entre las fases aprovecha las diferencias entre las propiedades fisicas y/o
quimicas de los componentes de la muestra.
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La Cromatografia de liquidos de Alta resolucién (CLAR), no esta limitada por la
volatilidad o la estabilidad térmica de la muestra, es capaz de separar macromoléculas
y especies ionicas, productos naturales labiles, materiales poliméricos y una gran

variedad de otros grupos polifuncionales de alto peso molecular.

La CLAR ofrece una mayor variedad de fases estacionarias, o que permite una mayor

gama de estas interacciones selectivas y mas posibilidades para la separacion.

3.2.1Instrumentos utilizados en cromatografia de liquidos de alta resolucion
(CLAR)

Para logar velocidades de flujo razonables con las fases estacionarias habituales en
cromatografia liquida, con un intervalo de tamafos de 3-10 um, se requieren
presiones de bombeo de varios centenares de atmdsferas. Como consecuencia de
esa presion tan alta, el equipo de HPLC tiende a ser mucho mas complejo y costoso

que el de otros tipos de cromatografia.

Se denomina elucién isocratica a la elucion con un unico disolvente o una mezcla
de disolventes de composicion constante. En la elucién en gradiente, se usan dos
0 mas sistemas de disolventes que difieren significativamente en su polaridad. Las
proporciones de los disolventes se varian de manera programada durante la

separacion, de forma continua o de un modo escalonado.

Sistema de bombeo: impulsa la fase mévil proveniente del reservorio del solvente
hacia el inyector y desde alli hacia la columna. Los requisitos de las bombas para

cromatografia liquida incluyen:

»  Capacidad para generar presiones de hasta 6000 psi (Ib/pulg?)

A\

Salida libre de pulsos para evitar generar en el detector inestabilidad de
la linea base

Velocidad de flujo de 0.1 — 10 mL

Generar un flujo constante y reproducible

Resistentes a la corrosion por diversos disolventes

vV V V V

Ser inertes respecto a los disolventes empleados
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Sistema de inyeccion de muestras: Es el dispositivo que permite introducir la
muestra en solucion (si es posible disuelto en la fase mdévil), sin interrumpir el
caudal de disolvente a través del sistema. Debe ser inerte al ataque quimico y
capaz de soportar altas presiones, debe ser preciso en cuanto a la cantidad de
muestra introducida en el sistema, no debe provocar dilucion importante de la

solucion inyectada y debe ser facil de operar.

Columna: La columna de separaciéon, proporciona versatilidad en los tipos de
analisis que pueden realizarse. Esta caracteristica, debida a la amplia gama de
seleccion de materiales para la fase mévil y estacionaria, permite separar moléculas

que difieren muy poco en sus propiedades fisicas y quimicas.

Las columnas usualmente se elaboran con tubos de acero inoxidable. La mayoria
de las columnas tienen una longitud de 3-30 cm y diametro interno de 2-5 mm. Los
empaques de las columnas suelen ser de particulas de 1.7-10 ym. El empaque mas
comun en cromatografia liquida se prepara con particulas de silice. Otros
materiales son las particulas de alumina, particulas de polimeros porosos o resinas

de intercambio idnico.

Precolumnas: Con frecuencia se coloca una precolumna pequefia previo a la
columna analitica para extraer particulas y contaminantes de los disolventes y
prolongar asi la vida de la columna. La precolumna también sirve para saturar la
fase movil con la fase estacionaria, de modo que se minimicen las pérdidas de la
fase estacionaria en la columna. La composicion de la precolumna suele ser similar
a la de la columna analitica, si bien el tamafio de particula tiende a ser mayor para

minimizar la caida de presion.

Termostatos para la columna: Cuando los cambios de temperatura deben
evitarse, las columnas de separacion deben estar alojadas en un sistema estable
con variaciones de temperatura menores a 0.1 °C. Muchos instrumentos
comerciales modernos estan equipados con hornos, que controlan la temperatura

de la columna, desde temperatura casi ambiental hasta 150 °C.
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Variar la temperatura puede provocar cambios significativos en los tiempos de
retencién, dificultando el analisis cualitativo y afectando la precision de las
mediciones cuantitativas. Las temperaturas elevadas son ventajosas por que la
disminucidon en la viscosidad de la fase movil, el aumento en la transferencia de
masa y el aumento en la solubilidad de la muestra dan como resultado en una mejor

resolucion o un analisis mas rapido.

Detectores: Los detectores de CLAR deben tener un volumen muerto bajo para
minimizar el ensanchamiento de banda adicional de la columna. El detector debe
ser pequefio y compatible con el flujo del liquido. El detector usado depende de la

naturaleza de la muestra.

Algunos de los detectores mas usados se enumeran a continuacion:

Absorbancia
Florescencia
Electroquimico
indice de refraccion
Conductividad

Espectrometria de masas

VvV V V VYV V V

Los detectores mas usados en cromatografia liquida se basan en la absorcion de

radiacion ultravioleta o visible.

3.3 Cuantificacion de farmacos en Fluidos Biolégicos ("1

Es importante conocer cual es la matriz biolégica apropiada para poder obtener la
informacion deseada del farmaco o del metabolito analizado. El primer problema para
cuantificar farmacos en matriz biolégica es separarlo de material endégeno tanto como
sea posible, ya que se puede encontrar inmerso en una mezcla compleja de
carbohidratos, proteinas lipidos y otros componentes, que pueden interactuar entre si
interfiiendo su determinacion. La sangre, el plasma, el suero y la orina son los fluidos
biolégicos mas comunmente utilizados para el analisis de farmacos, a continuacién se

menciona la técnicas de extraccion utilizada para cuantificar paracetamol en plasma.
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3.3.1 Técnica de precipitacion de proteinas!'’"°)

Existen diferentes métodos de desnaturalizacién de proteinas y precipitacion. Para
saber que método es el adecuado se necesita conocer, en qué condiciones es

estable el farmaco que se desea cuantificar.

En cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) que la matriz biolégica
contenga proteinas, lipidos, sales u otro material endégeno puede causar el
deterioro de la columna, por lo cual la desnaturalizacién de la muestra biolégica es

importante.

Existen dos procedimientos que difieren en su principio y pueden ser utilizados para

lograr la desnaturalizacion y precipitacion de proteinas:

»  El mas sencillo consiste en la adicion de acidos, sales o disolventes
organicos tales como acido tungstico, sulfato de amonio, &cido
tricloroacético, acido perclérico, acetonitrilo y metanol. Los problemas
asociados a este procedimiento es que el farmaco de interés puede
degradarse o precipitar junto con las proteinas presentes en la matriz
bioldgica.

»  Por otra parte, las proteinas pueden ser desnaturalizadas con la adicion
de enzimas proteoliticas como tripsina, papaina entre otras. Es un
procedimiento muy eficiente para liberar los farmacos que se encuentran
unidos a proteinas plasmaticas, sin embargo se necesitan condiciones de

temperatura y pH extremadamente controlados.

A continuacion se enlistan varios métodos utilizados para la desnaturalizacion y

precipitacion de proteinas y sus caracteristicas:

Calentamiento a 90 °C durante 5-15 min: No es muy eficiente y puede degradar el

analito de interés, por lo que no se recomienda para analitos termolabiles.

Saturacion con sulfato de amonio: Eficiencia moderada, alta concentracién de

sales en el sobrenadante, pH final aproximadamente de 7.
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Acido metafosforico: Eficiencia excelente, el reactivo necesita mantenerse frio, el

pH menor a 3 puede descomponer el analito.

Acido perclérico: Excelente eficiencia, el pH final (<3) puede descomponer al
analito de interés. La mayoria de los compuestos basicos son extraidos

exitosamente.

Metanol: Por cada volumen de plasma se requiere de dos volumenes de metanol
para una desnaturalizacion completa. Adecuado si el farmaco es inestable a pH

bajos.

Acetonitrilo: Se requiere de 1.5 volumenes para una desnaturalizacion completa.
Particularmente conveniente para inyectar inmediatamente después al sistema

cromatografico.

Después de adicionar el reactivo apropiado para precipitar las proteinas se observa
inmediatamente un precipitado blanco, algunas ocasiones la muestra se calienta
para garantizar una precipitacion completa. Posteriormente la muestra se centrifuga
aproximadamente a 3000 rpm por 10 a 20 min. Usualmente se obtiene un

sobrenadante claro.

3.4 Validacién de métodos analiticos #*"?)

Un método analitico se define como la descripcion de la secuencia de actividades,
recursos materiales y parametros que se deben cumplir, para llevar a cabo el analisis
de un componente especifico de la muestra. Un analito se define como un componente
especifico en una muestra a medir en un analisis; por lo que un método analitico mide
un componente especifico (analito) en una muestra y como todo proceso de medicion,

este debe ser confiable para ser utilizado con un propésito definido.

Cualquier método analitico puede estar constituido por técnicas de separacion,
extraccion etc., y por técnica de medicién (espectrofotometria, volumetria, colorimetria,

potenciometria, etc.) que permiten medir la respuesta del analito en la muestra.
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La validacion de métodos analiticos es el proceso por el cual se demuestra, por

estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los requisitos para la

aplicacion analitica deseada; es decir con su propésito

La norma oficial mexicana NOM-177-SSA1-1998. Que establece las pruebas y

procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable. Requisitos a

gue deben sujetarse los terceros autorizados que realicen las pruebas, menciona las

pruebas y criterios generales para la validaciéon de un método analitico cuya aplicacién

sera un estudio de biodisponibilidad y bioequivalencia.

Dentro de los parametros a considerar en una validacion se encuentra:

>

Exactitud: Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el valor de
referencia.

Linealidad: Capacidad de un método analitico, en un intervalo de trabajo, para
obtener resultados que sean directamente proporcionales a la concentracion del
compuesto en la muestra.

Limite de deteccion: Minima concentracién de un compuesto en una muestra el
cual puede ser detectado, pero no necesariamente cuantificado, bajo las
condiciones de operacion establecidos

Limite de cuantificacion: Concentracion mas baja del compuesto que puede
cuantificarse cumpliendo con la precision y exactitud establecidas en el método.
Precisiéon: Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales cuando
el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes porciones de una muestra

homogénea del producto, se evalua como repetibilidad y reproducibilidad.

>  Repetibilidad: Precision de un método analitico que expresa la variacion
dentro de un mismo laboratorio obtenida entre determinaciones
independientes realizadas en las mismas condiciones.

» Reproducibilidad intralaboratorio: Precisién de un método analitico
que expresa la variacién obtenida entre determinaciones independientes
realizadas en el mismo laboratorio, pero en diferentes condiciones de

analisis, tales como dias, equipo, columnas o analistas.
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» Recuperacion absoluta: A la eficiencia de un método analitico para cuantificar el
o los compuestos por analizar en la muestra biologica.

» Rango: Intervalo de un método analitico definido por las concentraciones
comprendidas entre los niveles superior e inferior del compuesto, en el cual se
hay demostrado que el método es preciso, exacto y lineal.

» Selectividad: Capacidad de un método analitico para cuantificar exactamente el
compuesto a analizar, en presencia de otros compuesto que pudieran estar
presentes en la muestra.

» Tolerancia: Capacidad del método analitico para obtener resultados precisos y
exactos ante variaciones pequefias pero deliberadas, en sus parametros y
condiciones de trabajo y que proporciona una indicacion de su confiabilidad

durante el uso normal.

3.5 Medicamentos Combinados®®

La Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (Cofepris) define
como un medicamento combinado aquel que en su formulacién contiene dos o mas

farmacos.

En los criterios de asignacion de medicamentos de referencia de la Cofepris se
menciona que se debe mostrar la evidencia de la eficacia y seguridad de la
combinacion resaltando las ventajas de uso de la combinacién fija en contra del empleo
de uno de los componentes por separado. Se debe presentar el perfil farmacocinético
de los farmacos de manera individual y de la combinacion fija. En el caso de no existir
concordancia entre la justificacion de la combinacién y los resultados farmacocinéticos,
se debera realizar un segundo estudio donde se presente una biodisponibilidad
comparativa entre la combinacion fija y la administracion por separado de cada uno de

los componentes de la formula.

La comparacion se realizara empleando la misma concentracién, forma farmacéutica y

formulacion del medicamento en combinacion fija.
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4 PARTE EXPERIMENTAL.

La parte experimental se llevo a cabo en dos etapas:

» Optimizacion y validacion del método analitico por CLAR para cuantificar el farmaco
en plasma.
> Aplicacion del método en el analisis de muestras plasmaticas provenientes de

voluntarios sanos en un estudio de biodisponibilidad en poblacién mexicana.

4.1 Material, equipos e instrumentos.

4.1.1 Material

Y

Espatula.

Guantes de nitrilo.

Matraces volumétricos calibrados 10, 20, 50 y 100 mL.
Pipetas Volumétricas 2, 5y 8 mL.

Propipeta.

Membranas de filtracion de Nylon 0.45 micras.

Frascos de vidrio con tapa de rosca de 1000 y 2000 mL.
Puntas de volumen variable para repetidora.

Vasos de precipitados de vidrio 20, 100, 250 y 100 mL.
Microtubos de 2 mL.

Viales para automuestreador.

vV V V V V V V V V VYV V

Agitador barra magnética.

4.1.2 Equipos e instrumentos

»  Balanza granataria marca Ohaus modelo Adventurer PRO.
Balanza analitica marca Ohaus modelo EP214C.
Agitador vortex marca Thermolyne, modelo Maxi Mix [l M37615.
Ultracongelador marca REVCO modelo ULT2186-5-A36.

Sistema de purificacion de agua marca Barnstead.

YV V VYV V V

Pipeta repetidora electronica marca Eppendorf, modelo Repeater Plus.
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»  Micropipeta volumen variable 100-1000uL marca Hirschmann Laborgerate, modelo

Hirschmann Labopette.

> Micropipeta volumen fijo 200 pL marca Hirschmann Laborgerate, modelo

Hirschmann Labopette.
Refrigerador Torrey R.
Centrifuga Hettich Rotanta 460.

Potenciometro Oakton Serie pH 1000.

vV V VY V¥V

Cromatografo de liquidos de alta resoluciéon , que consta de:
e Modulo de separaciones WATERS 2690 N, de serie B97SM4508 R
e Detector de arreglo de diodos 2996, No de serie H03296554M

»  Columna cromatografica X-Terra RP8, 4.6 x 250 mm, 5 pym.

4.1.3 Reactivos y disolventes

» Agua grado cromatografico obtenida del sistema de purificacion de agua marca

Barnstead.

Fosfato monobasico de sodio, J.T. Baker, grado reactivo.
Acetonitrilo (ACN), Mallinckrodt, grado cromatografico.
Acido fosférico, J.T. Baker, grado reactivo.

Metanol (MeOH), J.T Baker, grado cromatografico.

vV V VY VY V

Acido Perclérico J.T. Baker, grado reactivo.

4.1.4 Sustancia de referencia

»  Paracetamol estandar primario, COSUFAR, lote 70A1, potencia 100.25%.
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4.1.5 Preparacion de soluciones

Solucién amortiguadora de fosfato de sédio monobasico 10 mM pH 4.5

Pesar 1.38 g de fosfato de sodio monobasico, transferir a un matraz volumétrico de
1L, disolver y llevar a volumen con agua grado cromatografico. Ajustar el pH a 4.5

con hidréxido de sodio o acido fosférico diluido.

Solucién de referencia de paracetamol 1000 ug/mL

Pesar con exactitud el equivalente a 10 mg de sustancia de referencia de
paracetamol y transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 10 mL,

disolver y llevar a volumen con metanol grado cromatografico.

Soluciéon de referencia de paracetamol 100 pg/mL

Utilizando una pipeta volumétrica, transferir 2 mL de la solucién de referencia de
paracetamol de concentracion 1000 ug/mL y transferirlos cuantitativamente a un

matraz volumétrico de 20 mL, llevar a volumen con metanol grado cromatografico.

Solucion de referencia de paracetamol 10 pg/mL

Utilizando una pipeta volumétrica, transferir 5 mL de la solucion de referencia de
paracetamol de concentracion de 100 ug/mL y transferirlos cuantitativamente a un

matraz volumétrico de 50 mL, llevar a volumen con metanol grado cromatografico.

Fase movil para reconstituciéon. Solucién amortiguadora de fosfato de sodio
10 mM, pH 4.5: Acetonitrilo (92:8 v/v)

Transferir 8 mL de acetonitrilo grado cromatografico a un matraz volumétrico de 100
mL vy llevar a volumen con solucion amortiguadora de fosfato de sodio 10mM pH
4.5.
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Solucién para evaluar la adecuabilidad del sistema (paracetamol 50 ug/mL)

Transferir cuantitativamente 1000 uL de la solucion de 1000 pg/mL de paracetamol
a un matraz volumétrico de 20 mL vy llevar a volumen con fase moévil para
reconstitucion. Dividir la solucion en alicuotas de 1 mL y almacenarlas a —70°C.

Descongelar una de las alicuotas cada dia de trabajo a temperatura ambiente.

Solucién de referencia de diclofenaco de 100 pug/mL

Pesar con exactitud el equivalente a 10 mg de sustancia de referencia de
diclofenaco y transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de 100 mL,

disolver y llevar a volumen con MeOH:H20 (50:50 v/v).

4.2 Optimizaciéon del método analitico

Para la optimizacién se tomdé como referencia un método analitico que se habia
validado en el laboratorio de Investigacion Farmacolégica y Biofarmacéutica (IFaB) para
cuantificar paracetamol en plasma. Se modifico el agente precipitante, fase movil y

temperatura de la columna.

Los criterios considerados en la eleccion de las mejores condiciones cromatograficas

fueron las siguientes:

Sensibilidad.
Resolucion entre picos.
Simetria de los picos.

Eficiencia de la columna en la separacién de los compuestos.

YV V V V V

Tiempo de retencion del compuesto de interés con una corrida breve.

4.2.1 Condiciones del detector

El detector de arreglos de diodos utilizado durante la optimizacién, validacion y
analisis de muestras de voluntarios fue Waters modelo 2996 a una longitud de onda
de 243 nm .
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4.2.2 Columna cromatografica y fase movil

Se utilizé una columna X-Terra RP8 250 X 4.6 mm de diametro interno y 5 um de
tamano de particula. La fase movil ideal para la cuantificacion de paracetamol

consistio en una solucion amortiguadora de fosfato de sodio 10 mM pH 4.5: ACN
bajo una proporcién 92:8 v/v.

4.2.3Volumen de inyeccion y velocidad de flujo

Se utilizé un volumen de inyeccion de 10 uL y una velocidad de flujo de 1.2 mL/min,
bajo estas condiciones se obtuvo una buena resolucion y simetria del pico de

interés.En la siguiente tabla se resume el proceso de optimizacion del método
analitico de paracetamol

Tabla 1 Optimizacion del método analitico para cuantificar paracetamol en plasma

Caracteristica Referencia Modificada
Detector uv —
Longitud de onda().) 243 nm -——-
Columna X-Terra RP8, 4.6 x 250 mm, -
5 um.
Técnica de precipitacion Precipitacion de proteinas Precipitacion de proteinas
HCLO,* (MeOH :ACN) con
evaporacion **
Fase movil H,O 100% NaH2PO4 10 mM pH 4.5 :ACN
proporcion (90 :10 v/v) y (92:8
viv)
pL muestra plasmatica 250 pL 500 pL
Fase de lavado MeOH : H,O (50 :50 v/v) -
Fase de reconstitucion Sin reconstitucion NaH,PO4 10 mM pH 4.5 :ACN
(90 :10 v/v) y (92 :8 vIv)
Flujo 1.2 mL/ min -
Volumen de inyeccidén 10 uL -
Temperatura de la columna 38 °C 40y 45°C

----Sin modificacion
* Ver diagrama de flujo de la técnica de precipitacion con HCLO, en la siguiente pagina.

**Ver diagrama de flujo la técnica de precipitacion con MeOH :ACN en la siguiente pagina.
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A continuacién se describen las dos técnicas de precipitacién de proteinas utilizadas

durante la optimizacién del método analitico

* Diagrama de flujo del Técnica de precipitacionpor la técnica de precipitacion con HCLO4

Agitar 1 min en
. Inyectar 10 pL del
250 pL Adicionar 10 pL vorltex y sobrenadante al
muestra > HCLO, conc > centrifugar a > sistema
plasmatica 4 : 14000 rpm por 5 .
min cromatografico

** Diagrama de flujo del método de extraccion por la técnica de precipitacion con
MeOH :ACN

rﬁggsktj:; > AdICI?\;Er)?)HOO - »|  Agitar 2 min > Centrifugar a
plasmatica y 1000 uL ACN en vortex 14000 rrglr;l por 10
\ 4
e Transferir el sobrenadante a un tubo de
e < Reconstituir con 200 < ensayo y evaporar a sequedad a 50-

sobrenadante al sistema
cromatografico

HL de fase movil ) 60°C bajo corriente de aire

4.3 Validacion del método analitico

La validacion del método analitico, se llevd a cabo bajo lo establecido en la Norma

Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, en lo referente a validacion de métodos

analiticos y a los criterios y requisitos para el analisis quimico de muestras bioldgicas de

una prueba de bioequivalencia.

Antes de cada corrida se evalué la selectividad, inyectando un blanco de reactivos y

uno de plasma, los cuales se analizaron a las condiciones cromatograficas

establecidas. El blanco de plasma y blanco de reactivos al ser comparados con la

adecuabilidad no debian presentar interferencia con el pico de interés.
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4.3.1 Preparacion de la curva de calibraciéon y puntos control en plasma.

Se prepararon cada uno de los puntos de la curva de calibracién y puntos control tal
y como se muestra en la siguiente tabla, utilizando pipeta repetidora Eppendorf

electronica con punta de 500 pL para tomar las alicuotas correspondientes.

Depositar las alicuotas de la solucion de paracetamol correspondiente, en
microtubos axigen de 2 mL, afadir 950 yL de plasma para completar 1 mL y agitar

en vortex durante 30 segundos.

Tabla 2 Preparacion de la curva de calibracion y puntos control.

Volumen Volumen Volumen Volumen Volumen Concentracion
paracetamol | paracetamol | paracetamol MeoH plasma Paracetamol
(1000 pg/mL) | (100 pg/mL) (10 pg/mL) ML ML (ng/mL)

ML ML ML

- - 5 45 950 0.05***

- - 10 40 950 0.1**

- - 20 30 950 0.2

- - 30 20 950 0.3*

- 10 - 40 950 1

- 50 - - 950 5
15 - - 35 950 15
20 - - 30 950 20*
25 - - 25 950 25
30 - - 20 950 30*
35 - - 15 950 35
40 - - 10 950 40

*Puntos control de calidad bajo,medio y alto.

** Limite de cuantificacion *** Limite de deteccion

4.3.2 Linealidad

Se prepararon cinco curvas de calibracion a partir de pesadas independientes,
contemplando las concentraciones de 0.1, 0.2, 1.0, 5.0, 15.0, 25.0, 35.0 y 40.0
Mg/mL de paracetamol tal como se describe en la tabla 2, se procesaron de acuerdo
a la técnica de precipitaciéon (seccion 5.1). La relacion entre la respuesta
cromatografica con respecto a la concentracion en cada curva de calibracion, fue
ajustada a través de una regresion lineal de minimos cuadrados de la ecuacion

y= mx + b, donde la variable “y” es el area de paracetamol obtenida para la

concentracién nominal. Se consider6 que el método cumplia con este parametro, si
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al realizar el ajuste de cada una de las cinco curvas se obtenia un coeficiente de
correlacion mayor o igual a 0.99 y el coeficiente de variacién y la desviacion
porcentual de la concentracion recuperada (interpolada) con respecto a la nominal
(adicionada) era menor o igual al 15% en todos las muestras que constituyen la
curva de calibracién, a excepcion del limite de cuantificacion que no debia ser

mayor al 20%.

4.3.3 Repetibilidad de la curva de calibracion.

Se prepararon tres curvas de calibracion a partir de la misma pesada, con los
resultados obtenidos se determind el promedio, desviacién estandar y coeficiente
de variacion de la concentracion recuperada para las 3 determinaciones para cada

nivel de concentracion. El coeficiente de variacion no debia ser mayor al 15%.

4.3.4 Precision del método

Repetibilidad

A partir de una solucion de referencia se procesé y se cuantificd por sextuplicado
las muestras plasmaticas de control de calidad de paracetamol: LC, CC bajo, CC
medio, CC alto y LSC, tal y como se describe en la tabla 2 (preparaciéon de la curva
de calibracion y puntos control).Con los resultados obtenidos se determiné el
promedio, desviacién estandar y coeficiente de variacion de la concentracidon
recuperada para las 6 determinaciones en cada nivel. El coeficiente de variacion no

debia ser mayor al 15% (20% para el LC).

Reproducibilidad

Se prepard una curva de calibracion de paracetamol en plasma y las muestras de
control de calidad CC bajo, CC medio y CC alto por sextuplicado, de acuerdo a lo
establecido en la tabla 2 (preparacion de la curva de calibracion y puntos control) se
proces6 mediante la técnica de precipitacion de proteinas. Se realizé este
procedimiento durante tres dias, empleando cada dia una solucion de referencia de

paracetamol preparada recientemente.
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Se calculd el promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion de las
muestras de control de calidad (concentracién recuperada), tomando en cuenta las
determinaciones realizadas durante los tres dias. El coeficiente de variacion global

no debia ser mayor al 15% en cada nivel de concentracion.

4.3.5 Exactitud del método

La exactitud se evalu6 a partir de los datos de repetibilidad y reproducibilidad,
determinando la desviacion absoluta del valor promedio de las concentraciones
obtenidas de cada nivel, con respecto a la concentracién nominal de las muestras.
El valor promedio en cada nivel de concentracion de los puntos control durante las
pruebas realizadas para evaluar la repetibilidad y cdereproducibilidad, debian estar
dentro del + 15% de su valor nominal correspondiente (20% para el limite de

cuantificacion), haciendo uso de la siguiente ecuacion:

\ Concentracion nominal - Concentracion Recuperada\

Desv Abs % =100 x — .
Concentracion nominal

4.3.6 Recuperacion absoluta (%Recobro)

Se prepararon por sextuplicado las muestras plasmaticas de control de calidad de
paracetamol CC bajo, CC medio y CC alto y se procesaron de acuerdo al método

optimizado.

Se compararon las respuestas cromatograficas promedio (area de pico), con
respecto a las obtenidas en soluciones con el analito de interés, preparadas a

concentraciones equivalentes, (Tabla 3).

El recobro debia ser consistente en los niveles de concentracion evaluados,
ademas, los valores promedio individuales no debian desviarse del promedio total

en mas del 15%.
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Tabla 3 Preparacion de muestras de control de calidad en solucion

Volumen Volumen Fase de Concentraciéon
paracetamol (1000 paracetamol reconstitucion paracetamol
Mg/mL) (10 pg/mL) (uL) (ng/mL)
(uL) (uL)
75 - 925 75
50 - 950 50
- 75 925 0.75

4.3.7 Limite de cuantificacion

La sensibilidad del método se define como la concentracion minima cuantificable 6

limite de cuantificacion (LC).

Se prepararon por sextuplicado, muestras plasmaticas de paracetamol a la
concentracion mas baja del intervalo de trabajo (0.10 pg/mL) .Las cuales se
procesaron con la técnica ya establecida y se inyectaron en el sistema
cromatografico. Se calculé el coeficiente de variacion y el porciento de la desviacidon

absoluta. El coeficiente de variaciéon no debia desviarse mas del +20%

4.3.8 Limite de deteccion

Se prepararon por sextuplicado, muestras de paracetamol en plasma a la
concentracion de 0.05 pg/mL. Las cuales se procesaron con la técnica ya

establecido y se inyectaron en el sistema cromatografico.

4.3.9 Selectividad del método a la matriz biolégica

La selectividad del método fue determinada, analizando seis plasmas de voluntarios
sanos con certificado de sangre segura, los cuales se procesaron por duplicado con

la técnica de precipitacion descrita en la seccién 5.1

Se consider6 que el método analitico era selectivo si no se presentaba

interferencias en el tiempo de retencién de paracetamol.

También se determiné que el método era selectivo analizando plasma lipémico y
hemolizado sometiéndolos por duplicado a la técnica de precipitacion vya

45



PARTE EXPERIMENTAL

establecida. Se consideré que el método analitico era selectivo si no se
presentaban picos de interferencia en los tiempos de retencién del pico de interés.
La interferencia enddgena en los blancos de plasma utilizados, no debia ser mayor

al 10% con respecto a la respuesta mostrada por el limite de cuantificacion.

4.3.10 Selectividad a farmacos de uso comun y anticoagulantes

Se analizaron muestras de farmacos de uso comun a las concentraciones
plasmaticas reportadas, como naproxeno (50 ug/mL), acido salicilico (300 ug/mL),
cafeina (4 ug/mL). De la misma manera se analiz6 el anticoagulante (Heparina 143
unidades USP). No debia presentarse interferencia en el tiempo de retencién de

paracetamol.

4.3.11 Selectividad a diclofenaco

Se prepararon por duplicados muestras de diclofenaco en plasma a la
concentraciéon de 3000 ng/mL (se tom6 30 pyL de la solucion de 100 ug/mL de
diclofenaco, se afadié 20 yL de solucion de MeOH: H20 (50:50 v/v) y se llevé a 1

mL de plasma). Se aplico la técnica de precipitacion de proteinas antes descrita.

El método analitico para cuantificar paracetamol en plasma se considera selectivo a
diclofenaco si al compararse las muestras plasmaticas de diclofenaco (procesadas
con la técnica de precipitacion de proteinas) con la muestra de adecuabilidad no

presenta interferencia en el tiempo de retenciéon de paracetamol.

4.3.12 Estabilidad

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

en la matriz bioldgica.

Se evaluo la concentracion del plasma bajo las siguientes condiciones:
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Estabilidad a temperatura ambiente: Se prepararon por sextuplicado las muestras
de control de calidad (0.3, 20 y 30 uyg/mL) de paracetamol y se mantuvieron a
temperatura ambiente. Dicha serie se procesé a las 48 horas con la técnica de

precipitacion ya establecida (seccion 5.1).

Estabilidad en refrigeracion: Se prepararon por sextuplicado las muestras de
control de calidad (0.3, 20 y 30 pg/mL) de paracetamol y se almacenaron en
refrigeracion. Dicha serie se proceso a las 48 horas con la técnica de precipitacion

ya establecida. (seccion 5.1).

Estabilidad en ciclos congelacion-descongelacion: Se prepararon por
sextuplicado las muestras de control de calidad (0.3, 20 y 30 pg/mL) de
paracetamol y se almacenaron en el ultracongelador (-70°C) dejando las muestras
un periodo minimo de 12 horas a -70°C entre cada ciclo, después de su exposicion
a tres ciclos de congelacion/descongelacion, se procesd con la técnica de

precipitacion ya establecida (seccion 5.1).

Estabilidad muestra procesada: Se prepararon por sextuplicado las muestras de
control de calidad (0.3, 20 y 30 pg/mL), las cuales se sometieron a la técnica de
precipitacion, se inyectaron al sistema cromatografico (tiempo cero). Las muestras
se almacenaron en el automuestreador y se inyectaron de nuevo a las 24 y 48

horas después de su procesamiento.

Estabilidad a largo plazo: Se prepararon por sextuplicado una serie de las
muestras de control de calidad (0.3, 20 y 30 pg/mL) de paracetamol y se
almacenaron en el ultracongelador (-70°C) dejando las muestras durante un lapso
de 387 dias, al cumplir el lapso las muestras. Se procesaron empleando el método

analitico previamente validado.

Se considerd que paracetamol fue estable bajo las condiciones evaluadas si la
desviacion absoluta y el C.V eran menores al +15% al ser comparadas con

muestras control a la misma concentracion preparadas recientemente.
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4.3.13 Integridad de la dilucién (Concentracion dentro de la curva de calibracién)

Se prepararon por sextuplicado las muestras de control de calidad alto (30 pg/mL)
de paracetamol en plasma. Se aplicé la técnica de precipitaciéon empleando 100 uL
de la muestra y se complet6 el volumen a 500 yL con plasma blanco (dilucion 1:5
v/v). La concentracion interpolada y multiplicada por un factor de diluciéon de 5 no
debia desviarse mas del 15% con respecto al valor nominal con un C.V menor o

igual al 15%.

4.3.14 Integridad de la dilucion (Concentracion por encima de la curva de
calibracion)

Se prepararon por sextuplicado las muestras de paracetamol en plasma, a una
concentraciéon de 50 ug/mL (se tomd6 50 uyL de la solucion de 1000 ug/mL de
paracetamol y se llevd a 1 mL de plasma). Se aplicé la técnica de precipitacion
empleando 100 pL de la muestra y se completé el volumen a 500 pyL con plasma
blanco (dilucion 1:5 v/v). Se determind la concentracion del analito en las muestras.
La concentracién interpolada multiplicada por un factor de dilucién de 5 no debia

desviarse mas del 15% con respecto al valor nominal.

4.3.15 Cambio de anticoagulante

Se preparé por sextuplicado las muestras de control de calidad (0.3, 20 y
30 ug/mL), limite de cuantificaciéon (LC) 0.1 yg/mL y limite Superior de
cuantificacion (LSC) 40 pg/mL, utilizando plasma con anticoagulante heparina,
posteriormente se procesd con la técnica de precipitacion ya descrita. Con los
resultados obtenidos se determind el promedio, desviacion estandar y coeficiente
de variacion de la concentracidon recuperada para las 6 determinaciones en cada
nivel. Los resultados fueron comparados contra los obtenidos utilizando CPDA
como anticoagulante. El coeficiente de variacion no debia ser mayor al 15% (20%

para el LC).

4.3.16 Estabilidad de las soluciones estandar de paracetamol.

Se evalué la estabilidad de las soluciones estandar con las que se prepararon las

curvas de calibracion y muestras control de calidad. Para ello se realizaron 6
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inyecciones de 5 L de las soluciones de 10, 100 y 1000 ug/mL de paracetamol. Se
comparo el area del pico correspondiente a las soluciones recién preparadas y
aquéllas preparadas 6 dias antes y que fueron almacenadas en congelacién a -

70°C. El porcentaje de la desviacion absoluta no debia ser mayor al 15%.

4.4 Aplicacion del método analitico en un estudio de biodisponibilidad

El método analitico se aplicé a un estudio de biodisponibilidad de tipo monocéntrico,
abierto, tres periodos, tres tratamientos, seis secuencias, cruzado, aleatorizado de dosis
oral unica de 500 mg de paracetamol contenida en una formulacion individual y en una
combinacion fija con diclofenaco. La parte clinica del estudio se realiz6 en el area
clinica del centro de Investigacion Farmacolégica y Biofamacéutica (IFaB). Se llevo
acabo de acuerdo a los lineamientos sefalados en la Ley General de Salud en materia

de investigacion para la salud.

4.4 1 Criterios de inclusion.

»  La participacion de los sujetos en el estudio de Paracetamol fue de manera
voluntario.

»  Seincluyeron solamente voluntarios sanos de entre 18 y 46 afos de edad.

»  Elindice de masa corporal de los voluntarios sanos, estuvo entre 19-27 Kg/m2

»  Cada voluntario contaba con un buen estado de salud determinado por los

resultados de una historia clinica completa realizada por médicos capacitados.

Los exdmenes de laboratorio realizados a los voluntarios fueron los siguientes:

»  Electrocardiograma.

»  Hematologia: hemoglobina, hematocrito, cuenta total de gldbulos blancos
con diferencial y cuenta de plaquetas.

»  Quimica sanguinea

»  Marcadores para hepatitis By C.

»  Deteccion de VIH.

»  Examen general de orina.

»  Prueba de abuso de drogas al inicio del estudio.
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> Prueba de embarazo al inicio del estudio.

el estudio de paracetamol participaron 42 voluntarios sanos (23 hombres y 19

mujeres).Cada voluntario recibio los tratamientos bajo estudio de acuerdo a la tabla de

aleatorizacion (Anexo |).

4.4.2 Criterios de exclusion.

>

No se incluyeron los sujetos que mostraron antecedentes de drogadiccion o de
abuso de farmacos.

Los sujetos que revelaron resultado positivo a la prueba de embarazo.
Voluntarios que requirieran medicamento durante el estudio, aparte de
paracetamol.

Voluntarios que fueron hospitalizados por cualquier problema durante los cuatro
meses previos al inicio del estudio.

Voluntarios que hayan recibido farmacos en investigacién dos meses antes del
presente estudio.

Sujetos que donaron o perdieron 450 mL o mas de sangre dentro de los dos

meses antes del presente estudio.

4.4.3 Retiro de voluntarios del estudio.

Los sujetos podrian ser retirados del estudio por no cumplir con el protocolo o en
opinion del médico por razones médicas (eventos adversos), estos sujetos no
podran ser reemplazados. Cualquier sujeto podia dejar de participar en el estudio si

asi lo deseaban en cualquier momento.

En caso del retiro de algun voluntario, todos los datos y muestras para
biodisponibilidad, deben ser enviados a la valoracién analitica y anexar la razon del

porque se retiraron del estudio.

4.4.4 Evolucion del estudio de biodisponibilidad.

Los voluntarios sanos fueron admitidos en la unidad clinica de I|FaB, siendo
hospitalizados entre las 18:00 y 19:00 hrs del dia previo a la administracion del

farmaco. Una vez ingresado los voluntarios y asignando su lugar dentro del estudio,
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se verificd su adecuado estado de hidratacion, signos vitales y se realizd prueba de
abuso de drogas a todos los voluntarios y a las mujeres se les realizo la prueba de
embarazo. Recibieron cena y permanecieron en ayuno a partir de las 22:00 hrs. Al
otro dia por la mafana, los voluntarios fueron canalizados mediante un catéter en
alguna de las venas del brazo y se tomo la muestra correspondiente al tiempo 0.
A cada voluntario se le administr6 el medicamento correspondiente (Af1:
medicamento de referencia de diclofenaco, A2: medicamento de referencia de
paracetamol o B: Medicamento de prueba con la combinacion fija de paracetamol y
diclofenaco) con 250 mL de agua, después de por lo menos 10 horas de ayuno y 3

horas antes del desayuno. (Anexo | tabla de aleatorizacion).

Las muestras sanguineas fueron recolectadas y procesadas para obtener el plasma
a los siguientes tiempos: 0.167, 0.25, 0.333, 0.5, 0.667, 0.833, 1, 1.25, 1.5, 1.75, 2,
25, 3, 3.5 4, 6, 8 10, 12 y 16 horas, después de la administracion de cada
medicamento. Se efectud registro de signos vitales durante cada una de las tomas

de las muestras.

Los voluntarios no tomaron ningun otro medicamento durante el tiempo que duro el
estudio. Los sujetos debieron reportar al personal médico de la conduccién del

estudio cualquier sintoma que presentaron.

4.4.5 Analisis de las muestras plasmaticas

Se realizé el andlisis de 1764 muestras correspondientes a 42 voluntarios, las
cuales fueron procesadas y cuantificadas utilizando el método de cromatografia de

liquidos de alta resolucion previamente desarrollado y validado.

Durante cada corrida analitica se evalu6 la adecuabilidad del sistema
cromatografico realizando inyecciones consecutivas de la solucion de

adecuabilidad.

Cada dia de analisis se comprobd que no existieran interferencias en el pico de
interés con la matriz bioldgica utilizada (blanco de plasma), al igual que el blanco de

reactivos.

51



PARTE EXPERIMENTAL

Las muestras del estudio se analizaron junto con la curva de calibracién y puntos de
control de calidad 0.3, 20 y 30 pg/mL de paracetamol. Para evaluar la validez de la
corrida analitica se demostré la consistencia de las curvas de calibracion con
respecto a la pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlacion en cada dia
de analisis, las muestras de los puntos control de calidad cumplieron con los

criterios de precision y exactitud establecidos en la validacion del método.

4.4.6 Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos fueron determinados a través de métodos no

compartimentales (modelo independiente), considerando los siguientes aspectos:

»  Cmax: Concentracion plasmatica maxima obtenida de manera grafica, a
partir del perfil de concentracion plasmatica con respecto al tiempo.

» Tmax: Tiempo transcurrido desde la administracion hasta que se
produce la concentracién plasmatica maxima, obtenido de manera
grafica a partir del perfil de concentracién plasmatica con respecto al
tiempo

> ABC o Area bajo la curva de la concentracion plasmatica desde la
administracion hasta el tiempo t (ultimo tiempo de muestreo) calculada
por el método trapezoidal. El procedimiento para el calculo de este

parametro se describe en la siguiente férmula:

ABCO—t _ Z (Ci +Ci12)(ti _ti—l)
i=1

Donde:

n= numero de tiempos de muestreo utilizados en el perfil plasmatico.
ti= tiempo en que se realiza la iésima toma de muestra

Ci= Concentracion obtenida en el iésimo tiempo de muestreo.

>  ABC o.nf: Area bajo la curva de la concentracién plasmaética desde la

administracion al tiempo extrapolado al infinito.
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ABC ¢.ir = ABC o+ + Ci/Ke

Donde:
Cf= Concentracion de la Gltima muestra

Ke= Constante de eliminacién

»  Constante de eliminacion (Ke): se estima a partir de la porcién lineal
terminal del perfil de concentracién plasmatica con respecto al tiempo (en
escala semilogaritmica)

» Vida media de eliminacion: mediante el cociente de Ln(2)/Ke

»  TMRy.ins: Tiempo medio de residencia extrapolado a tiempo infinito

ABCM, iy

TMR s = ABC
0—inf

>  ABCM g.ins: Area bajo la curva del primer momento extrapolado a tiempo

infinito

ABCM. . . — g (tnCn+tn—1Cn-1)(tn_tn-1)+thf N Ct
O-inf ;=4 2 Ke  ke2

Donde:

tr= Tiempo de la ultima muestra

Cf = Concentracion de la ultima muestra

La estadistica descriptiva con las cuales se pudo caracterizar la farmacocinética de
paracetamol en poblacion mexicana se muestra en la tabla 30. En el anexo IV se
encuentran los resultados de los parametros farmacocinéticos independientes para

cada voluntario.
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4.4.7 Analisis de Varianza (ANADEVA) y Estadistica de Biodisponibilidad Relativa.

El analisis estadistico aplicado en el presente informe, da cumplimiento a los
aspectos sefalado en la Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, los cuales

se citan a continuacion:

Analisis de Varianza (ANADEVA).

A partir de los parametros farmacocinéticos se aplicé un analisis de varianza al
logaritmo de los parametros farmacocinéticos: ABC y Cmayx; utilizando un diseno
cruzado al azar, para dos tratamientos, tres periodos y seis secuencias, para tal fin
se utilizé el paquete computacional WinNonlin® version 5.2.1, considerando la

suma de cuadrados tipo lll, para evaluar los siguientes efectos:

v' Secuencia
v" Periodo

v Formulacioén

Se determina que no existe efecto de la formulacion, del periodo y de la secuencia,

si el valor de la probabilidad obtenido era mayor a 0.05.

Estadistica de biodisponibilidad relativa

La estadistica para determinar la biodisponibilidad relativa promedio debe evaluar la
diferencia entre los medicamentos administrados oralmente, mediante Ia
comparacion logaritmica de los parametros farmacocinéticos: Cmax, ABC O-t y
ABC 0-inf.

a) Intervalos de confianza.

Se realiz6 el analisis estadistico para determinar la biodisponibilidad relativa de los
medicamentos a partir de la construccidén de intervalos de confianza Clasicos y de
Westlake, los cuales concluyen a favor de la similitud si los limites calculados estan

incluidos en el intervalo preestablecido de 80 a 125 % para datos transformados
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logaritmicamente. Estos fueron analizados con un nivel de confianza del 90% con

una potencia de la prueba estadistica mayor a 0.8.

b) Pruebas limite

Las pruebas limite se basan en el rechazo de la hipétesis nula de bioinequivalencia
para concluir con un nivel de significancia alfa (0.05) y nivel de confianza al 90%,
que los productos son bioequivalentes. Las pruebas limite que se aplicaron, son la
prueba de t doble unilateral de Shuirmann y la prueba de Anderson Hauck sobre el
cociente entre los promedios de los medicamentos de prueba y de referencia, para

los parametros farmacocinéticas de Cmax, ABC 0-t y ABC 0-inf

Las pruebas limite concluyen a favor de la similitud si la probabilidad de que el

cociente sea inferior a 80% y superior a 125 %, es menor a 0.05.
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5

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

5.1.1 Técnica de precipitacién

La técnica de precipitacion se determind en funcidén del recobro constante en el

rango de concentraciones de trabajo como a la sensibilidad del método analitico

Al utilizar el acido perclorico como agente precipitante, no se obtenia la sensibilidad

a las concentraciones mas bajas de la curva de calibracion (0.1 y 0.2 ug/mL), por lo

que se descartd este agente precipitante, sin embargo, utilizando (MeOH:ACN) con

evaporacion alcanzé la sensibilidad requerida con un recobro constante de

aproximadamente el 80 %.

Las condiciones cromatograficas establecidas después de realizar la optimizacion

del método analitico fueron las que se describen a continuacion:

Tabla 4 Condiciones cromatograficas

Parametro Descripcién
Detector uv
Longitud de onda 243 nm
Columna X-Terra RP8, 4.6 x 250 mm, 5 pm.
Fase movil Solucion amortiguadora de fosfato de
sodio 0.01 M, pH 4.5:acetonitrilo (92:8
v/v)
Velocidad de flujo 1.2 mL/min
Volumen de inyeccion 10 gL
Temperatura columna 45°C
Temperatura del automuestreador 15 °C

Solucion de lavado del sistema

MeOH : H,O (50 :50 v/v)

Tiempo de retencion aproximado

Paracetamol 4.7 — 5.7 minutos
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La técnica de precipitacion con la que se obtuvieron mejores resultados se decribe

a continuacion:

500 L de muestra plasmatica

Agitar en vortex durante 30 segundos

Adicionar 300 pL de metanol y 1000 pL de acetonitrilo

\ 4

Agitar en voértex durante 2 minutos

v

Centrifugar 14 000 rpm durante 10 minutos

y

Transferir el sobrenadante a un tubo de ensayo y evaporar
a sequedad a 50-60°C bajo corriente de aire

\ 4

Reconstituir con 200 yL de fase movil

Inyectar 10 pL al sistema cromatografico

Figura 2. Diagrama del método de extraccion

5.2 Resultados de la validacion
5.2.1 Selectividad inicio de corrida

Durante cada dia de corrida en los dias de validacion se evalu6 la selectividad
inyectando un blanco de reactivos y un blanco de plasma al ser comparados con la
adecuabilidad no presentaron interferencias en el tiempo de retencion de

paracetamol en ninguna corrida.

5.2.2 Selectividad del método

El método mostré ser selectivo para los compuestos evaluados al no presentarse
interferencias al tiempo de retencién de paracetamol. A continuacion se muestran
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SELECTIVIDAD (INICIO DE CORRIDA)
RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

)

Tino de muestras:  Unknown . sample ot q\éun CIOND1 14 07 2009

viPs cromatogramasscoerespondientes a\/a@&); lancos provenientes de 6

Inyecciones #:, 1.5 Fecha de inyeqcion:, 14/07/2009 07:02:55 p.m., 14/07/2009

ﬁé@m@@gm&:q_@qu‘t@@s la prueba de selgg %a@ﬁ aGia gapmacos de uso comun y la
prueba de selectividad a diclofenaco.

SELECTIVIDAD (Inicio de Corrida)

0.104 ADECUABILIDAD o
] o
0.00—

0.101

AU

F_520

AU

i

0.00-!
0.10

F_521

AU

0.00-!
0.10

F_522

0.057
2 ] F_523
0.00-
0.05
2 ] F_524
0.00-
0.10
2 F_525
0.00
2 0.20-) POOLMO099
0.00 I I T T T I I
1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00

Minutes

SampleName ADECUABILIDAD ; Date Acquired 14/07/2009 07:02:55 p.m.
SampleName F 520 1; Date Acquired 14/07/2009 07:57:10 p.m.
SampleName F_521_1; Date Acquired 14/07/2009 08:12:27 p.m.
SampleName F_522_2; Date Acquired 14/07/2009 08:35:27 p.m.
SampleName F 523 1; Date Acquired 14/07/2009 08:43:05 p.m.
SampleName F_524 _1; Date Acquired 14/07/2009 08:58:24 p.m.
SampleName F_525 2; Date Acquired 14/07/2009 09:21:18 p.m.
SampleName POOL M099_1; Date Acquired 14/07/2009 09:28:58 p.m.

Figura 3 Selectividad del método para la mezcla de plasma y los plasmas individuales

Report Method: SELECTIVIDAD CORRIDA
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Muestras: A SALICILICO_1, ADECUABILIDAD , Inyectado por: A SALAZAR

Tipo de muestras: ~ Unknown, Control Sample set: VALIDACION 17_07_2009, VALIDACION
Vial: 1,15, 66, 68, 79, 81, 83, 85 Método: PARACETAMOL

hyeccones# 1,5 RESUJeEABROS YT4A@Q_(1®I?S5 PE RESWLTADOS

SELECTIVIDAD (Inicio de Corrida)

0107 ADECUABILIDAD
0.00-

0.207 POOLM099 JL
0.00-
0.20-

] HEPARINA M
0.00
0.151

{ NAPROXENO
0.20-
0.00
0.201

] CAFEINA ﬂ]!ﬂ
0.00-.
0101  BCO LIPEMICO rﬁ/k—h/\
0.00-
0.20

| BCO HEMOLIZADO M
0.00-——— — . - ‘

1.00 2.00 3.00 4.00 5.00 6.00
Minutes

——— SampleName ADECUABILIDAD;  Date Acquired 14/07/2009 07:02:55 p.m.
——— SampleName POOL M099_1;  Date Acquired 14/07/2009 09:28:58 p.m.
——— SampleName HEPARINA _1;  Date Acquired 15/07/2009 06:03:59 a.m.

——— SampleName NAPROXENO_1; Date Acquired 15/07/2009 06:19:14 a.m
——— SampleName A SALICILICO_1; Date Acquired 15/07/2009 06:34:30 a.m.
——— SampleName CAFEINA_1; Date Acquired 15/07/2009 06:49:48 a.m.

——— SampleName BCO LIPEMICO_1;  Date Acquired 17/07/2009 11:10:01 p.m.
——— SampleName BCO HEMOLIZADO_1;  Date Acquired 17/07/2009 11:25:18 p.m.

AU

-

AU

AU

AU

AU

AU

AU

AU

Figura 4 Selectividad del método para farmacos de uso comun

Report Method: SELECTIVIDAD_CORRIDA
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ADECUABILIDAD

BCO REACTIVOS

BCO PLASMA

SEL. DICLOFENACO

SEL. DICLOFENACO

BCO PLASMA

Figura 5 Selectividad del método para diclofenaco
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

En la tabla 5 se muestran los resultados de la prueba de linealidad para las cinco

curvas de calibracion en plasma, la relacién entre la respuesta cromatografica con

respecto a la concentracion en cada curva de calibracion, fue ajustado a través de

una regresion lineal por minimos cuadrados a la ecuaciéon y = mx + b, con

ponderacién 1/x? donde la variable “y” es la respuesta analitica area de paracetamol

obtenida para su respectiva concentracion nominal “x”.

El método fue lineal en el intervalo de concentraciones de 0.1 a 40 pg/mL; todos los

valores de "r" obtenidos fueron mayores a 0.99. En cada punto de la curva de

calibracion se dio cumplimiento a los criterios establecidos para precision y

exactitud, es decir C.V% y desviacion absoluta porcentual menor o igual al 15%

respectivamente y 20% para el limite de cuantificacion.

Tabla 5 Linealidad del método analitico para cuantificar paracetamol en plasma

Conc.
Nominal 0.1 0.2 1 5 15 25 35 40
(ng/mL)
Curva 1 0.099 0.202 1.003 4.936 15.076 25.199 35.082 39.547
Curva 2 0.101 0.199 0.877 4.838 16.129 26.945 33.798 41.083
Curva 3 0.101 0.195 1.008 5.087 15.718 23.279 34.563 40.844
Curva 4 0.096 0.217 1.020 5.036 13.801 23.358 36.201 41.758
Curva 5 0.100 * 1.003 4.956 13.915 25.613 36.881 40.001
Promedio 0.099 0.203 0.982 4.971 14.928 24.879 35.305 40.647
D.E 0.002 0.010 0.059 0.096 1.047 1.564 1.241 0.879
C.V (%) 2.086 4.726 6.029 1.930 7.014 6.286 3.514 2.163
Des& f‘bs' 0.600 1.625 1.780 0.588 0.481 0.485 0.871 1.617
Rango de
cumplimiento
(0.080 - (0.170 - (0.850 - (4.250 - (12.750 - (21.250 - (29.750 - (34.000 -
(minimo, 0.120) 0.230) 1.150) 5.750) 17.250) 28.750) 40.250) 46.000)

maximo)
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LINEALIDAD DEL METODO ANALITICO
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«
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Concentracion Nominal (ug/mL)

Figura 6 Grafico de linealidad del método

Tabla 6 Parametros de linealidad del método analitico para cuantificar paracetamol en plasma

Conc. nominal (ug/mL) Pendiente Ordenada r
Curva 1 70904.757 -815.546 1.0000
Curva 2 66640.352 267.887 0.9975
Curva 3 75501.709 655.505 0.9993
Curva 4 64947.800 -1.166 0.9980
Curva 5 70763.234 1381.739 0.9992
Promedio 69751.571
D.E 4128.356
C.V (%) 5.919
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5.2.4 Repetibilidad de la curva de calibracién

En la tabla 7 se ilustran los resultados correspondientes a la repetibilidad del

meétodo para cuantificar paracetamol en plasma.

Tabla 7 Repetibilidad de la curva de calibraciéon para cuantificar paracetamol en plasma

Conc. Nominal

(Mg/mL) 0.1 0.2 1 5 15 25 35 40
Curva 1 0.101 0.195 1.008 5.087 15.718 23.279 34.563 40.844
Curva 2 0.100 * 1.004 5.202 14.026 25.850 32.111 42.816
Curva 3 0.099 0.207 0.940 4.634 14.006 25.619 36.710 44.015
Promedio 0.100 0.201 0.984 4.974 14.583 24916 34.461 42.558
D.E 0.001 0.008 0.038 0.300 0.983 1.422 2.301 1.601
C.V (%) 1.000 4.222 3.878 6.037 6.739 5.709 6.678 3.762
Desv. Abs. (%) 0.000 0.500 1.600 0.513 2.778 0.336 1.539 6.396
Rango de
cumplimiento
(0.080 - (0.170 - (0.850 - (4.250 - (12.750 - (21.250 - (29.750 - (34.000 -
(minimo, 0.120) 0.230) 1.150) 5.750) 17.250) 28.750) 40.250) 46.000)
maximo)

*Valor que esta fuera del £15% de su concentracién nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos.

(REPETIBILIDAD DE LAS CURVAS DE CALIBRACION)
Conc. nominal (ug/mL) Pendiente Ordenada r
Curva 1 75501.709 655.505 0.9993
Curva 2 74568.106 1009.197 0.9984
Curva 3 76458.140 14.330 0.9976
Promedio 75509.318
D.E 945.040
C.V (%) 1.252

El método es repetible ya que el coeficiente de variacion de la concentracidn

recuperada en las tres curvas de calibracion fue menor al £ 15%.

64



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

5.2.5Precisién y exactitud del método analitico.

Repetibilidad y exactitud del método

En la tabla 8 se ilustran los resultados correspondientes a la repetibilidad, en los

cuales se puede observar que el coeficiente de variacién en cada uno de los niveles

de concentracion evaluados fue menor al 15% y menor al 20 % para el LC

Tabla 8 Repetibilidad del método analitico para cuantificar paracetamol en plasma

LC Control bajo Control medio Control alto LSC
Muestra
(0.1 pg/mL) (0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL) (40 pg/mL)
1 0.100 0.299 19.063 31.130 40.870
2 0.087 0.297 20.630 31.114 42.436
3 0.096 0.261 20.782 29.630 32.514*
4 0.110 0.247* 20.984 28.664 35.273
5 0.103 0.296 21.229 31.610 38.607
6 0.110 0.296 19.394 31.238 35.824
Promedio 0.101 0.290 20.347 30.564 38.602
D.E 0.009 0.016 0.896 1.154 3.108
C.V (%) 8.722 5.571 4.401 3.774 8.052
Desv. Abs. (%) 1.000 3.400 1.735 1.881 3.495
Rango de
cumplimiento
- (0.080 - 0.120) (0.255 - 0.345) (17.000 - 23.000) (25.5000 - 34.500) (34.000 - 46.000)
(minimo,
maximo)

* Valor que esta fuera del +15% de su concentracién nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos

Reproducibilidad y exactitud del método

En la tabla 9 se muestran los resultados de la reproducibilidad del método y

exactitud correspondiente. De acuerdo con los resultados generados, el método fue

repetible, reproducible y exacto entre dias al cumplir con los criterios de un

coeficiente de variaciéon y una desviacién absoluta % no mayores al 15% para la

concentraciéon plasmatica promedio.
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Tabla 9 Reproducibilidad del método analitico para cuantificar paracetamol en plasma

Concentracion recuperada
Dia Control bajo Control medio Control alto
(0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL)
0.299 19.063 31.130
0.297 20.630 31.114
. 0.261 20.782 29.630
Dia 1
0.247* 20.984 28.664
0.296 21.229 31.610
0.296 19.394 31.238
0.299 21.510 31.209
0.288 20.538 32.238
. 0.296 19.979 30.498
Dia 2
0.297 21.435 32.984
0.302 18.446 32.227
0.305 20.734 32.627
0.292 18.752 30.765
0.258 21.098 32.574
. 0.295 18.205 31474
Dia 3
0.291 21.460 31.617
0.275 21.236 31.952
0.286 21.561 31.699
Promedio 0.290 20.391 31.403
D.E 0.013 1.128 1.066
C.V (%) 4.621 5.534 3.395
Desv. Abs. (%) 3.275 1.954 4.676
Rango de cumplimiento
(minimo, (0.255 - 0.345) (17.000 - 23.000) (25.5000 - 34.500)
maximo)

* Valor que esta fuera del £+15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos

5.2.6 Recuperacion absoluta (%Recobro)

El recobro del método analitico para cuantificar paracetamol en plasma fue
constante en las concentraciones evaluadas (puntos control bajo, medio y alto),
dando como resultado un recobro global del 84.26% y una desviacién de los
promedios individuales con respecto al global, menor al 15%. Los resultados se

muestran en la tabla 10:
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 10 Recobro absoluto de método analitico para cuantificar paracetamol en plasma

Nivel de AREAS Recobro % desv
concentracion SISTEMA METODO
24588 20352
; 25140 20230
Control bajo 25084 17725
(0.3 pg/mL) 24340 16688*
24424 20167
24311 20157
Promedio 24647.833 19726.200 80.032 5.015
1661941 1350847
1659779 1461931
Control medio ™ 5367 1472728
(20 pg/mL) 1665876 1487058
1658342 1504412
1655562 1374321
Promedio 1659561.167 1441882.833 86.883 3.117
2609237 2206435
2509459 2205347
Corraleie 2513426 2100112
(30 pg/mL) 2513208 2031597
2481262 2240495
2512720 2214130
Promedio 2523218.667 2166352.667 85.857 1.898
Promedio Global 84.257

*Valor que esta fuera del £15% de su concentracién nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos

5.2.7 Limite de cuantificacion y deteccion

La sensibilidad del método fue determinada a partir de la concentracion minima
cuantificable ¢ limite de cuantificacién (LC) y del limite de deteccién (LD). En la

tabla 11 se muestran los resultados:
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 11 Evaluacion del limite de detecciéon y de cuantificacion de paracetamol

Concentraciéon recuperada
Limite de
Muestra Limite de deteccion cuantificacion
(0.05 pg/mL)

(0.10 pg/mL)
1 0.061 0.100
2 0.060 0.087
3 0.049 0.096
4 0.060 0.110
5 0.058 0.103
6 0.061 0.110
Promedio 0.058 0.101
D.E 0.005 0.009
C.V (%) 7.947 8.722
Desv. Abs. (%) 16.333 1.000

La Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA1-1998, indica que el LC es la
concentracién mas baja del rango de trabajo cuyo valor promedio no se desvia mas
del £ 20% del valor nominal (concentracion adicionada), con un coeficiente de
variacion menor o igual que 20%; mientras que el LD se define como Ia
concentracion a la cual la sefal del compuesto por analizar en la matriz bioldgica se
distingue del nivel de ruido (aproximadamente tres veces mayor) y el coeficiente de
variacion de la concentracién recuperada (precision) y/o la desviacion absoluta por

ciento (exactitud) son mayores al 20%.

En este caso 0.10 pg/mL fue considerado como el limite de cuantificacion (C.V.%=
8.72 y Desv. Abs%= 1.00). La concentracion de 0.05 pg/mL es considerada como el
limite de deteccion ya que aun cuando presenta un CV% de 7.95% tiene una
relacion sefal/ruido de 3.20.

La figura 6 muestra el cromatograma caracteristico de las muestras preparadas

para evaluar el limite de cuantificacion y de deteccion.
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Muestras: LD-1, LIC_1, POOL M099_1 Inyectado por: A_SALAZAR

Tipo de muestras:  Unknow n, Control Sanple set: VALIDACION D1 14_07_2009

Vial: 15, 25, 31 Método: PARACETAMOL

Inyecciones #: 1 Fecha de inyeccion:  14/07/2009 09:28:58 p.m., 14/07/2009
Tiempos de corrida: 6.8 minutos Volumen de inyeccid

RESUL TADOS V'ANALISIS DE RESULTADOS

SELECTIVIDAD (Inicio de Corrida)

0.0Gui
] Blanco de
0-0047 plasma
o}
<<
0.002:
0.006
1 Limite
0.0047 deteccion
] (0.05 pg/mL)
2
0.002:
0.00! .
Limite
0.004- cuantificacion
(0.10 pg/mL)
2 0.002—:
0.000{
-0-00"7““\‘“‘\““\“"\““\““\““\““\‘“‘\““\““\“
0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.00 5.50
Minutes

SampleName POOL M099_1; Date Acquired 14/07/2009 09:28:58 p.m.
SampleName LD-1; Date Acquired 14/07/2009 10:53:34 p.m.
SampleName LIC_1; Date Acquired 14/07/2009 11:39:27 p.m.

Figura 7 Limite de deteccién y cuantificacion

5. 3B ERIShiTTds g/ ™A corRon

Temperatura ambiente y refrigeracion después de 48 hrs

En las tablas 12 y 13 se muestran los resultados del analisis de las muestras
anteriores. Se puede observar que las muestras almacenadas a temperatura
ambiente y en refrigeracion fueron estables durante 48 horas, ya que para todos los
controles se presenta una desviacién absoluta menor a 15% con respecto al valor

de muestras control de calidad recién preparadas.
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Tabla 12 Estabilidad de paracetamol en plasma (temperatura ambiente de 24-27°C)

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Control bajo Control medio Control alto
Muestra
(0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL)

1 0.277 19.852 31.347

2 0.310 20.429 24 .897*

3 0.304 18.885 31.585

4 0.311 19.009 30.925

5 0.310 18.703 30.354

6 0.298 20.588 31.932
Promedio 0.302 19.578 31.229
D.E 0.013 0.823 0.611
C.V. (%) 4.331 4.205 1.956

Concentraciones plasmaticas después de 48 h

1 0.301 21.891 32.563

2 0.339 21.302 33.187

3 0.325 21.838 31.454

4 0.320 18.967 33.047

5 0.276 19.718 33.258

6 0.319 21.791 30.510
Promedio 0.313 20.918 32.337
D.E 0.022 1.261 1.117
C.V. (%) 7.017 6.028 3.456
Desv. Abs. (%) 3.867 6.845 3.548

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

*Valor que esta fuera del +15% de su concentracién nominal y que no fue tomado en cuenta para los célculos
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 13 Estabilidad de paracetamol en plasma (refrigeracion 4-8°C)

Concentraciones plasméticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra
(0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL)

1 0.277 19.852 31.347
2 0.310 20.429 24 897

3 0.304 18.885 31.585

4 0.311 19.009 30.925

5 0.310 18.703 30.354

6 0.298 20.588 31.932
Promedio 0.302 19.578 31.229

D.E 0.013 0.823 0.611
C.V. (%) 4.331 4.205 1.956

Concentraciones plasmaticas después de 48 h

1 0.329 19.374 33.051

2 0.278 21.907 32.984

3 0.319 20.957 31.969

4 0.355 21.349 32.101

5 0.321 19.206 32.641

6 0.328 21.536 32.886
Promedio 0.322 20.722 32.605
D.E 0.025 1.152 0.465
C.V. (%) 7.765 5.557 1.426
Desv. Abs. (%) 6.630 5.843 4.409

*Valor que esta fuera del £15% de su concentracién nominal y que no fue tomado en cuenta para los célculos

Ciclos de congelacion — descongelaciéon

En la tabla 14 se muestran los resultados del analisis de las muestras después de

ser sometidas a tres ciclos de congelacién-descongelacion ya descritos.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 14 Estabilidad de paracetamol en plasma (ciclos congelacion — descongelacion)

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra
(0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL)
1 0.288 19.619 29.806
2 0.296 20.756 27.865
3 0.305 18.763 27.719
4 0.282 20.228 30.488
5 0.376* 19.561 29.771
6 0.311 20.334 28.701
Promedio 0.296 19.877 29.058
D.E 0.012 0.709 1.136
C.V. (%) 4.010 3.566 3.911
Concentraciones plasmaticas después del CICLO 3
1 0.289 19.683 28.040
2 0.300 20.033 26.344
3 0.300 20.634 29.480
4 0.289 20.124 30.611
5 0.268 20.363 30.324
6 0.326 20.573 30.853
Promedio 0.295 20.235 29.275
D.E 0.019 0.360 1.763
C.V. (%) 6.445 1.779 6.021
Desv. Abs. (%) 0.360 1.802 0.747

*Valor que esta fuera del £15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos

Como se puede observar los coeficientes de variacién fueron menores al 15% vy
presentaron una diferencia no mayor al 15% con respecto al valor de referencia
(muestras recién preparadas) por lo que se puede concluir que las muestras
plasmaticas conteniendo paracetamol fueron estables después de tres ciclos

congelacion-descongelacion a una temperatura de -70°C.

Muestra procesada

Los resultados se presentan en la tabla 15,16 y 17 se puede observar que
paracetamol fue estable en la solucion de inyeccion durante 72 horas después de

Su preparacion.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 15 Estabilidad de la muestra procesada de paracetamol después de 24 horas

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas
Control bajo Control medio Control alto
Muestra
(0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL)
1 0.299 21.510 31.209
2 0.288 20.538 32.238
3 0.296 19.979 30.498
4 0.297 21.435 32.984
5 0.302 18.446 32.227
6 0.305 20.734 32.627
Promedio 0.298 20.440 31.964
D.E 0.006 1.133 0.932
C.V. (%) 1.963 5.543 2.916
Concentraciones plasmaticas después de 24 h
1 0.318 20.216 32.681
2 0.304 21.624 33.110
3 0.266 22.137 30.627
4 0.249* 22.265 31.920
5 0.301 22.846 33.441
6 0.302 20.894 33.822
Promedio 0.298 21.664 32.600
D.E 0.019 0.967 1.168
C.V. (%) 6.461 4.463 3.583
Desv. Abs. (%) 0.123 5.985 1.991

*Valor que esta fuera del £15% de su concentracién nominal y que no fue tomado en cuenta para los célculos
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Tabla 16 Estabilidad de la muestra procesada de paracetamol después de 48 horas

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Control bajo Control medio Control alto
Muestra
(0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL)
1 0.292 18.752 30.765
2 0.258 21.098 32.574
3 0.295 18.205 31.474
4 0.291 21.460 31.617
5 0.275 21.236 31.952
6 0.286 21.561 31.699
Promedio 0.283 20.385 31.680
D.E 0.014 1.496 0.593
C.V. (%) 4.967 7.339 1.871
Concentraciones plasmaticas después de 48 h
1 0.272 18.146 29.135
2 0.270 19.291 29.361
3 0.236* 19.734 26.448
4 0.229* 19.682 29.390
5 0.267 20.086 29.431
6 0.270 18.281 27.756
Promedio 0.270 19.203 28.587
D.E 0.002 0.808 1.227
C.V. (%) 0.764 4.209 4.291
Desv. Abs. (%) 4.626 5.798 9.764

*Valor que esta fuera del £15% de su concentracién nominal y que no fue tomado en cuenta para los célculos
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 17 Estabilidad de la muestra procesada de paracetamol después de 72 horas

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Control bajo Control medio Control alto
Muestra
(0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL)
1 0.288 19.619 29.806
2 0.296 20.756 27.865
3 0.305 18.763 27.719
4 0.282 20.228 30.488
5 0.376* 19.561 29.771
6 0.311 20.334 28.701
Promedio 0.296 19.877 29.058
D.E 0.012 0.709 1.136
C.V. (%) 4.010 3.566 3.911
Concentraciones plasmaticas después de 72 h
1 0.229 19.546 23.195*
2 0.268 17.833 29.731
3 0.280 18.254 28.936
4 0.281 17.907 29.297
5 0.279 19.148 30.803
6 0.273 19.206 29.689
Promedio 0.268 18.649 29.691
D.E 0.020 0.740 0.701
C.V. (%) 7.415 3.967 2.360
Desv. Abs. (%) 9.469 6.177 2.178

*Valor que esta fuera del £15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los célculos
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Estabilidad largo plazo (congelacion -70 °C): La tabla 18 muestra los resultados de la

estabilidad a largo plazo de paracetamol.

Tabla 18 Estabilidad a largo plazo (-70°C) de paracetamol después de 387 dias

Concentraciones plasmaticas de muestras recién preparadas

Control Bajo Control Medio Control Alto
Muestra
(0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL)
1 0.294 19.765 30.096
2 0.296 19.777 29.310
3 0.299 18.373 30.706
4 0.290 11.042* 29.067
5 0.286 21.818 30.198
6 0.281 20.134 30.038
Promedio 0.291 19.973 29.903
D.E 0.007 1.232 0.606
C.V. (%) 2.300 6.168 2.028
Concentraciones plasmaticas después de 387 dias
Control Bajo Control Medio Control Alto
Muestra
(0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL)
1 0.317 20.771 31.739
2 0.300 21.047 30.207
3 0.306 19.808 31.288
4 0.299 20.439 29.170
5 0.311 20.761 33.261
6 0.307 20.407 12.364*
Promedio 0.307 20.539 31.133
D.E 0.007 0.430 1.552
C.V. (%) 2.208 2.092 4.984
Desv. Abs. (%) 5.384 2.831 4.115

*Valor que esta fuera del £15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos

Las muestras plasmaticas conteniendo paracetamol fueron estables después de ser
almacenadas a -70°C a lo largo de 387 dias ya que los coeficientes de variacion
fueron menores al £ 15% vy la diferencia no fue mayor al + 15% con respecto al valor

de referencia (muestras recién preparadas).

5.2.9 Integridad de la diluciéon (Concentraciéon dentro de la curva de calibracion):

La prueba de la integridad de la dilucion (1:5) realizada sobre muestras con
concentracion dentro de la curva de calibracién dio cumplimiento con los criterios de

precision y exactitud.
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Tabla 19 Integridad de la dilucién (concentracion dentro de la curva de calibracion)

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

PARACETAMOL (VALOR NOMINAL DE 30 pg//mL)
CONCENTRACION
INTERPOLADA
MUESTRA# CONSIDERANDO EL FACTOR
DE DILUCION DE 5
1 28.068
2 26.895
3 27.781
4 29.148
5 28.918
6 29.367
Promedio 28.363
D.E 0.950
C.V (%) 3.350
Desv. Abs. (%) 5.457

5.210 Integridad de la dilucion (Concentracion por encima de la curva de

calibracién):

Los resultados nos muestran que en caso de que alguna muestra presentara

concentracion por encima del punto mas alto de la curva de calibracion, se podria

utilizar un volumen de 100 pL y anadir 400 yL de plasma para procesarla ya que el

valor que se genera cumple con los parametros de exactitud establecidos.

Tabla 20 Integridad de la dilucién (concentracién por encima de la curva de calibracion)

PARACETAMOL (VALOR NOMINAL DE 50 pgimL)
CONCENTRACION
INTERPOLADA
MUESTRA # CONSIDERANDO EL FACTOR
DE DILUCION DE 5
1 47574
2 46782
3 46203
4 47685
5 47357
6 48323
Promedio 47.321
D.E 0.741
C.V (%) 1.565
Desv. Abs. (%) 5.359
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5.2.11

Cambio de anticoagulante

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

En las tablas 21 y 22 se ilustran los resultados correspondientes a la evaluacion del

método al realizar un cambio en el anticoagulante de la matriz biolégica. En la tabla

21 se puede observar que el CV% en todos los casos fue menor al 15 % (20 %

para el LC). Por otro lado, al comparar los resultados de CPDA y los de heparina la

desviacion entre los resultados fue menor a 8.27%.

Tabla 21 Evaluacion de la precision y exactitud del método al realizar un cambio de anticoagulante en la
matriz biologica

LC Control bajo Control medio Control alto LSC
Muestra
(0.1 pg/mL) (0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL) (40 pg/mL)
1 0.068* 0.281 22.022 31.807 37.638
2 0.102 0.322 22.434 32.744 43.264
3 0.110 0.303 20.862 33.611 35.534
4 0.094 0.313 21.898 29.468 40.415
5 0.100 0.312 22.179 32.532 38.115
6 0.124* 0.252* 18.415 33.033 43.463
Promedio 0.102 0.306 21.302 32.199 39.738
D.E 0.007 0.016 1.513 1.464 3.209
C.V (%) 6.510 5.098 7.105 4.545 8.075
Desv. Abs. (%) 1.500 2.067 6.508 7.331 0.655
Rango de
cumplimiento
R IE (0.080 - 0.120) (0.255 - 0.345) (17.000 - 23.000) (25.5000 - 34.500) (34.000 - 46.000)
maximo)

*Valor que esta fuera del £15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los célculos

78




RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 22 Evaluacién del cambio de anticoagulante en la matriz biolégica utilizando CPDA como
anticoagulante

Control bajo Control medio Control alto
Muestra
(0.3 pg/mL) (20 pg/mL) (30 pg/mL)
1 0.292 18.752 30.765
2 0.258 21.098 32.574
3 0.295 18.205 31.474
4 0.291 21.460 31.617
5 0.275 21.236 31.952
6 0.286 21.561 31.699
Promedio 0.283 20.385 31.680
D.E 0.014 1.496 0.593
C.V (%) 4.967 7.339 1.871
UTILIZANDO HEPARINA COMO ANTICOAGULANTE
1 0.281 22.022 31.807
2 0.322 22434 32.744
3 0.303 20.862 33.611
4 0.313 21.898 29.468
5 0.312 22179 32.532
6 0.252* 18.415 33.033
Promedio 0.306 21.302 32.199
D.E 0.016 1.513 1.464
C.V (%) 5.098 7.105 4.545
Desv. Abs. (%) 8.262 4.495 1.638

* *Valor que esta fuera del +15% de su concentracion nominal y que no fue tomado en cuenta para los calculos.

5.2.12 Estabilidad de las soluciones estandar de paracetamol

La desviacién absoluta % no fue mayor al 15% en ninguno de los casos por lo tanto
las soluciones estandar de paracetamol fueron estables durante 6 dias. Los

resultados obtenidos se muestran en las tablas 23-28.
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 23 Estabilidad de las soluciones estandar de paracetamol 10 pg/mL Dia 1

Muestra Inyeccion Area T.R (min) Simetria de Pico | Platos Tedricos
Estandar 10 pg/mL D1 1 169218 5.205 1.11 5303
Estandar 10 ug/mL D1 2 166116 5.201 1.12 5306
Estandar 10 pg/mL D1 3 167644 5.206 1.12 5326
Estandar 10 pg/mL D1 4 168479 5.204 1.11 5328
Estandar 10 ug/mL D1 5 165892 5.201 1.12 5326
Estandar 10 ug/mL D1 6 166469 5.207 1.12 5362

PROMEDIO 167303.000 5.204 5.204 5325.167
D.E. 1361.024 0.003 0.003 21.094
C.V. (%) 0.814 0.049 0.049 0.396

Tabla 24 Estabilidad de las soluciones estandar de paracetamol 10 pg/mL Dia 6

Muestra Inyeccion Area T.R (min) Simetria de pico | Platos teéricos
Estandar 10 ug/mL D6 1 167144 5.203 1.12 5319
Estandar 10 ug/mL D6 2 165924 5.202 1.12 5323
Estandar 10 ug/mL D6 3 167452 5.200 1.13 5285
Estandar 10 ug/mL D6 4 166626 5.206 1.12 5329
Estandar 10 ug/mL D6 5 167335 5.203 1.11 5320
Estandar 10 ug/mL D6 6 165688 5.199 1.12 5317

PROMEDIO 166694.833 5.202 1.120 5315.500
D.E. 747.997 0.002 0.006 15.515
C.V. (%) 0.449 0.048 0.565 0.292
Desv. Abs. (%) 0.364 0.035 0.299 0.182
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 25 Estabilidad de las soluciones estandar de paracetamol 100 pg/mL Dia 1

Muestra Inyeccion Area T.R (min) Simetria de Pico | Platos Teoricos
Estandar 100 pg/mL D1 1 1676164 5.205 1.13 5375
Estandar 100 pg/mL D1 2 1730170 5.202 1.13 5320
Estandar 100 pg/mL D1 3 1721528 5.213 1.14 5357
Estandar 100 pg/mL D1 4 1673594 5.203 1.13 5390
Estandar 100 pg/mL D1 5 1686707 5.202 1.13 5324
Estandar 100 pg/mL D1 6 1706167 5.196 1.14 5321

PROMEDIO 1697632.600 5.205 1.133 5353.200
D.E. 26399.793 0.005 0.006 30.817
C.V. (%) 1.555 0.089 0.509 0.576

Tabla 26 Estabilidad de las soluciones estandar de paracetamol 100 pg/mL Dia 6

Muestra Inyeccion Area T.R (min) Simetria de Pico | Platos Teodricos
Estandar 100 pg/mL D6 1 1725069 5.203 1.14 5336
Estandar 100 pg/mL D6 2 1711868 5.199 1.13 5302
Estandar 100 pg/mL D6 3 1700554 5.196 1.14 5354
Estandar 100 pg/mL D6 4 1705704 5.195 1.14 5331
Estandar 100 ug/mL D6 5 1709620 5.201 1.13 5311
Estandar 100 pg/mL D6 6 1700235 5.199 1.13 5306

PROMEDIO 1708841.667 5.199 1.135 5323.333
D.E. 9227.090 0.003 0.005 20.334
C.V. (%) 0.540 0.058 0.483 0.382
Desv. Abs. (%) 0.660 0.118 0.147 0.558
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RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Tabla 27 Estabilidad de las soluciones estandar de paracetamol 1000 pg/mL Dia 1

Muestra Inyeccion Area T.R (min) Simetria de Pico | Platos Tedricos
Estandar 1000 pg/mL D1 1 17056498 5.204 1.14 5324
Estandar 1000 pg/mL D1 2 17110759 5.201 1.14 5311
Estandar 1000 ug/mL D1 3 17098484 5.195 1.14 5307
Estandar 1000 pg/mL D1 4 17011127 5.193 1.14 5304
Estandar 1000 pg/mL D1 5 17157164 5.200 1.14 5282
Estandar 1000 pg/mL D1 6 17099053 5.196 1.13 5313

PROMEDIO 17088847.500 5.198 1.140 5306.833
D.E. 49862.288 0.004 0.000 13.963
C.V. (%) 0.292 0.080 0.000 0.263

Tabla 28 Estabilidad de las soluciones estandar de paracetamol 1000 pg/mL Dia 6

Muestra Inyecciéon Area T.R (min) Simetria de Pico | Platos Teéricos
Estandar 1000 ug/mL D6 1 18148513 5.202 1.15 5323
Estandar 1000 pg/mL D6 2 18092758 5.200 1.14 5294
Estandar 1000 pg/mL D6 3 18371569 5.194 1.14 5266
Estandar 1000 ug/mL D6 4 18331387 5.192 1.15 5300
Estandar 1000 ug/mL D6 5 18346647 5.197 1.14 5285
Estandar 1000 pg/mL D6 6 18284465 5.191 1.14 5268

PROMEDIO 18262556.500 5.196 1.143 5289.333
D.E. 114899.963 0.004 0.005 21.388
C.V. (%) 0.629 0.085 0.452 0.404
Desv. Abs. (%) 6.868 0.042 0.292 0.330
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5.3 Etapa Clinica

5.3.1 Estadistica demografica descriptiva

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

De los voluntarios incluidos en este estudio se calcularon los siguientes parametros:

media, desviacion estandar (Desv. Est), Minimo (min), Mediana, Maximo (Max) y

coeficiente de variacion (C.V. %) de las variables demograficas de edad, peso, talla

e indice de masa corporal (IMC).Los datos demograficos individuales se encuentran

en el anexo Il

Tabla 29 Estadistica descriptiva de las variables demograficas

Variable | Género | N | Media Cg | B | Min | Mediana | Max | CV%
Hombres | 23 | 2939 | 6.68 | 1.39 | 19.00 | 2800 | 46.00 | 2273
Edad Mujeres | 19 | 2874 | 632 | 145 | 1800 | 2900 | 40.00 | 22.00
(afos) Global 42 | 2910 | 6.45 | 1.00 | 18.00 28.00 46.00 | 22.17
Hombres | 23 | 69.43 | 6.68 | 139 | 5710 | 69.00 | 83.80 | 9.62

Peso Mujeres | 19 | 5768 | 491 | 1.13 | 5030 | 56.80 7100 | 8.52
(Kg) Global 42 | 6412 | 834 | 129 | 50.30 62.75 83.80 | 13.01
il Hombres | 23 | 171.91 | 717 | 150 | 157.00 | 173.00 | 186.00 | 4.17
Mujeres | 19 | 156.79 | 4.84 | 1.1 | 149.00 | 157.00 | 170.00 | 3.09

(cm) Global | 42 | 165.07 | 9.79 | 151 | 149.00 | 163.00 | 186.00 | 5.93
Hombres | 23 | 2353 | 216 | 045 | 1908 | 2399 | 2670 | 9.17

e Mujeres | 19 | 2347 | 179 | 041 | 2043 | 2306 | 27.05 | 7.61
(Kg/m?) Global 42 | 2350 | 1.97 | 030 | 19.08 2353 27.05 | 8.40
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5.3.2 Estadistica descriptiva de
respecto al tiempo

los datos de concentracién plasmatica con

En la tabla 30 y 31 se presenta la estadistica descriptiva para los datos promedio de

concentracion plasmatica con respecto al tiempo de paracetamol para el tratamiento

A2 (Medicamento de Referencia) y el tratamiento B (medicamento de prueba)

respectivamente. Los datos individuales se presentan en el anexo Il

Tabla 30 Estadistica descriptiva para las concentraciones plasmaticas de paracetamol con respecto al
tiempo para el tratamiento A2 (Medicamento de referencia de paracetamol)

Tiempo (h) N Media Desv. Est Error Est Min Mediana Max CV%
(ng/mL) (ng/mL) (mg/mL) | (ug/mL) | (pg/mL) | (pg/mL)

0 42 0.01 0.04 0.01 0.00 0.00 0.23 457.27
0.167 42 2.96 4.57 0.71 0.00 0.68 18.32 154.50
0.25 42 5.65 5.85 0.90 0.00 3.1 20.13 103.57
0.333 42 7.16 5.71 0.88 0.00 7.31 20.94 79.82
0.5 42 7.25 4.31 0.66 0.22 8.18 19.86 59.44
0.667 42 7.16 3.07 0.47 0.99 7.14 13.87 4295
0.833 42 6.75 2.63 0.41 1.07 7.00 14.00 38.97
1 42 6.77 2.93 0.45 1.66 6.32 16.19 43.24
1.25 42 5.82 2.06 0.32 1.74 5.50 10.54 35.39
1.5 42 5.16 1.70 0.26 1.71 4.88 10.77 32.91
1.75 42 4.67 1.28 0.20 217 4.53 7.93 27.37
2 42 4.36 1.22 0.19 2.37 417 8.27 27.90
25 42 3.81 1.12 0.17 2.21 3.51 7.26 29.40
3 42 3.27 0.89 0.14 1.79 2.99 5.97 2719
3.5 42 2.75 0.77 0.12 1.47 2.48 5.1 27.94
4 42 2.40 0.77 0.12 1.31 2.16 4.80 31.98
6 42 1.37 0.50 0.08 0.64 1.23 2.89 36.73

8 42 0.80 0.35 0.05 0.37 0.69 2.08 43.35
10 42 0.51 0.24 0.04 0.22 0.45 1.36 46.64
12 42 0.35 0.18 0.03 0.16 0.31 0.98 50.46
16 42 0.16 0.12 0.02 0.00 0.15 0.50 73.25
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Tabla 31 Estadistica descriptiva para las concentraciones plasmaticas de paracetamol con respecto al

tiempo para el tratamiento B (Medicamento de prueba)

Tiempo | N Media Desv. Est | Error Est Min Mediana Max CV%
(h) (ng/mL) | (pug/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (pg/mL) | (ug/mL)

0 42 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.167 42 0.87 2.10 0.32 0.00 0.00 11.49 239.94
0.25 42 3.19 4.96 0.77 0.00 0.92 22.37 155.38
0.333 42 5.67 6.06 0.94 0.00 2.78 22.20 106.84
0.5 42 8.12 5.03 0.78 0.94 9.17 21.87 62.01
0.667 42 8.41 3.86 0.60 1.39 8.18 22.24 45.89
0.833 42 7.63 2.84 0.44 1.81 7.33 13.79 37.22
1 42 6.98 2.42 0.37 2.32 6.91 13.60 34.76
1.25 42 5.94 1.51 0.23 2.95 5.96 8.74 25.41
1.5 42 5.25 1.30 0.20 3.21 5.01 8.39 24 67
1.75 42 4.71 1.06 0.16 2.68 4.55 6.69 22.59
2 42 4.48 1.27 0.20 2.56 4.23 9.67 28.37
25 42 3.74 0.88 0.14 2.18 3.55 6.72 23.66
3 42 3.22 0.84 0.13 1.80 3.03 6.30 26.12
3.5 42 2.81 0.85 0.13 1.43 2.55 5.70 30.23
4 42 2.36 0.74 0.11 1.15 2.25 5.05 31.22
6 42 1.31 0.49 0.08 0.54 1.23 3.20 37.08

8 42 0.77 0.32 0.05 0.33 0.69 1.81 41.53
10 42 0.48 0.21 0.03 0.19 0.45 1.13 42.92
12 42 0.33 0.16 0.02 0.13 0.29 0.91 48.35
16 42 0.16 0.12 0.02 0.00 0.15 0.55 73.53
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5.3.3 Concentracion plasmatica promedio con respecto al tiempo (escala normal y
semilogaritmica)

Con la finalidad de visualizar las posibles diferencias entre los tratamientos se
graficaron los perfiles promedios de concentracion plasmatica (+ error estandar) con
respecto al tiempo, obtenidos en los voluntarios participantes y en donde se puede
observar que los perfiles del medicamento de referencia y prueba se superponen.

En el anexo VIl se presentan los perfiles farmacocinéticos comparativos para cada

voluntario.

Perfil farmacocinético comparativo de paracetamol

=
=1

A2
A2 Error
B

— B Error

N oW RN ©
¥+ ¢

—

Concentraciéon plasmatica {ug/mL)

=

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (hr)

Figura 8 Perfil farmacocinético promedio de paracetamol * error estandar en escala normal (A2
medicamento de referencia, B medicamento de prueba)

86



RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Perfil farmacocinético comparativo de paracetamol

1 10.000
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- 0100 - A2 Error
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0 = B
T 1
€ 0.0108 — B Error
ot
c
O
'L E S
c
o)
O 0.001
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo (hr)

Figura 9 Perfil farmacocinético promedio de paracetamol % error estandar en escala semilogaritmica (A2
medicamento de referencia, B medicamento de prueba)

5.3.4 Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos fueron determinados a través de métodos no
compartimentales (modelo independiente). La estadistica descriptiva se presenta a
continuacion en la tabla 32 .en donde queda una vez mas de manifiesto las

similitudes en los pardmetros de Cmax y ABC promedio entre los tratamientos A2 y
B.
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Tabla 32 Estadistica descriptiva de los parametros farmacocinéticos de paracetamol por tratamiento
(A2 Medicamento de referencia, B Medicamento de Prueba)

Error

Variable Tratamiento N Media Desv. Est Est Min Mediana Max C\V.%
Tmax A 42 0.75 0.74 0.11 0.17 0.50 4.00 | 9853
(h) B 42 0.80 0.61 0.09 0.25 0.67 3.50 | 77.06
Cmax A 42 11.52 4.15 0.64 3.66 1157 | 2094 | 36.01
(ug/mL) B 42 12.06 4.58 0.71 4.50 1165 | 2237 | 37.93
ABCO-t A 42 26.78 6.15 0.95 1837 | 2526 | 4454 | 22.98
*

(h*pg/mL) B 42 | 2641 552 085 | 1381 | 2548 | 4112 | 20.91
ABCO-inf A 42 27.89 6.63 1.02 1892 | 26.49 | 4747 | 2378
(h*pg/mL) B 42 | 27.42 5.08 092 | 1437 | 2621 | 4569 | 21.80
Constante de A 42 0.203 0.050 0.008 | 0.111 | 0.203 | 0.289 | 24.55

eliminacion
Ke (1/h) B 42 0.214 0.055 0.009 | 0.077 | 0.209 | 0.331 | 25.85
Vida Media de A 42 3.64 1.00 0.15 2.40 3.41 6.22 | 27.37

eliminacion
(h) B 42 3.53 1.28 0.20 2.10 3.31 9.04 | 36.18
TMRO-inf A 42 4.20 0.95 0.15 2.80 4.06 7.00 | 22.61
42 4.13 0.91 0.14 2.82 3.93 6.75 | 22.16

(h)

5.4 Analisis de varianza (ANADEVA) y estadistica de biodisponibilidad relativa

Para el analisis del efecto del periodo, secuencia y tratamiento, se utilizé el paquete

computacional WinNonlin® version 5.2.1.En la tabla 33 se presenta la prueba de

ANADEVA para los parametros farmacocinéticos en los que se basa la decision de

la posible similitud, es decir, ABCo-t, ABCo-inf y Cmax.
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Tabla 33 Prueba de ANADEVA para paracetamol

Grados de
Grados de : F Valor de
libertad
Parametro I:’l;t:ir;tceig: libertad e
numerador . estadistica P
denominador
Secuencia 5 384 0.56 0.7275
Ln(Cmax)
Tratamiento 1 39.0 0.69 0.4109
(Hg/mL) Periodo 2 39.0 0.99 0.3797
Secuencia 5 36.7 1.34 0.2698
Ln(ABCo-t)
Tratamiento 1 39.0 0.54 0.4649
(h"ug/mL) Periodo 2 39.0 0.68 0.5139
Secuencia 5 36.6 1.29 0.2896
Ln(ABCo-inf)
Tratamiento 1 39.0 0.93 0.3401
*
ATt Periodo 2 39.0 0.46 0.6322

Con base a la tabla anterior el analisis de varianza aplicado para la evaluacién de
paracetamol, no detecté efectos de la secuencia, tratamiento y periodo al evaluar
los parametros de Cmax, ABCo-t y ABCo-inf, todos ellos con un nivel de

significancia de p < 0.05.

5.4.1Intervalos de confianza y pruebas limites para determinar la biodisponibilidad
relativa promedio

En la tabla 34 se presentan los resultados de las pruebas estadisticas aplicadas a
los parametros farmacocinéticos de Cmax, ABCo-t y ABCo-inf de paracetamol, con
la finalidad de evaluar las posibles diferencias entre los tratamientos, lo anterior

aplicando un nivel de confianza del 90%.

Con los intervalos de confianza clasicos y de Westlake, se concluye a favor de la
similitud ya que los limites calculados estan incluidos en el intervalo preestablecido
de 80 a 125 % para datos transformados logaritmicamente.Las pruebas limites de t
doble unilateral, de Shuirmann y la prueba de Anderson Hauck concluyen a favor de
la similitud ya que la probabilidad de que el cociente sea inferior a 80% y superior a

125 %, es menor a 0.05.
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CONCLUSIONES

6 CONCLUSIONES

Se optimizé un método analitico para cuantificar paracetamol en plasma empleando una
técnica de precipitacion de proteinas con evaporacion, la cual es sencilla. EIl método
analitico obtenido para cuantificar paracetamol en plasma fue validado de acuerdo a los
parametros de validacion establecidos en la norma oficial mexicana NOM-177-SSA1-
1998 que establece las pruebas y procedimientos para demostrar que un medicamento

es intercambiable

El método demostro ser:

e Lineal, preciso, exacto, repetible y reproducible en un rango de concentraciones
de 0.1 a 40 png/mL.

e Selectivo, al no presentarse interferencia al tiempo de retencién de paracetamol.

e Exacto y repetible cuando se diluye la muestra utilizando un volumen de
muestra de 100 pL.

e Exacto y repetible cuando se utilizan muestras plasmaticas lipemicas,

hemolizadas o cambio de anticoagulante.

Las muestras plasmaticas de paracetamol demostraron ser:

e Estable a temperatura ambiente (24-27°C) en muestra plasmatica durante 48
hrs.

e Estable en refrigeracion (4-8 °C) en muestra plasmatica durante 48 hrs.

e Estable a tres ciclos congelacion-descongelaciéon

e Estabilidad Largo Plazo durante 387 dias

e La muestra procesada contenida en el automuestreador (10°C) fue estable por
72 horas.

e Recobro del 84 %.

e Estabilidad por 6 dias de las soluciones estandar de paracetamol

Las pruebas estadisticas aplicadas sobre los parametros farmacocinéticos de Cmax, ABCO-t

y ABCO-inf no mostraron diferencias significativas, por lo que se concluye que la velocidad y
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grado de absorcion de paracetamol son semejantes, después de administrar una dosis oral
unica de 500 mg del medicamento de referencia de paracetamol (A2) y el Medicamento de
prueba con la combinacion fija de paracetamol y diclofenaco (B).Los resultados muestran

que la farmacocinética del paracetamol no se ve afectada al combinarse con diclofenaco.

El método analitico por cromatografia de liquidos de alta resolucion para cuantificar
paracetamol en plasma que se optimizd y valido sirvié para evaluar la biodisponibilidad de
paracetamol de una dosis oral unica de 500 mg contenida en una formulacion individual y en

combinacion fija con diclofenaco.
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ANEXOS

7

ANEXOS

7.1

ANEXO I. Tabla de aleatorizacion.

No. de Fase | Fase Il Fase Il
voluntario

1 A1 A2 B

2 A2 B A1

3 A2 Al B

4* B Al A2

5 B A2 Al

6 A1 B A2

7 A1 B A2

8 A2 B A1

T 9 A1 B A2
K 10 B A1 A2
B 11* B A1 A2
L 12 A1 A2 B
A 13* B A1 A2
14* A1 A2 B

D 15* B A2 A1
E 16 A2 B A1
17* B A2 A1

A 18 B A2 A1
L 19* B A1 A2
E 20* A1 B A2
A 21 A2 A1 B
T 22 A B A2
0 23" A2 A1 B
'f 24> B A2 A1
S 25 A1 A2 B
A 26 A2 A1 B
c 27* B A2 A1
[ 28* A2 A1 B
o 29* A1 A2 B
N 30* A1 B A2
31 A2 B A1

32 A2 B A1

33 A2 A1 B

34 A2 B A1

35 A2 B A1

36" B A1 A2

37~ A1 A2 B

38* B A1 A2

39 A1 A2 B

40 A2 A1 B

41 B A2 A1

42 A1 B A2

*Mujeres

A1 Medicamento de referencia de diclofenaco
A1 Medicamento de referencia de Paracetamol

B Medicamento de Prueba
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7.2 ANEXO Il .Datos demograficos de los participantes del estudio.

Sexo Voluntario (Eggg) Peso (Kg) | Talla (cm) (Klg;g\z)
1 31 65.5 164 24.35
2 28 75.5 177 24.10
3 19 67.7 169 23.70
6 21 70.3 181 21.46
7 25 71.3 180 22.01
8 23 69.0 173 23.05
9 33 62.0 157 25.15
10 38 72.0 172 24.34
12 24 70.7 174 23.35
16 23 83.8 180 25.86
18 28 60.0 171 20.52

Hombres 21 40 67.5 159 26.70
22 28 57.1 173 19.08
25 32 63.0 168 22.32
26 46 68.8 162 26.22
31 25 62.5 169 21.88
32 24 61.6 168 21.83
33 38 79.0 173 26.40
34 25 76.0 178 23.99
39 32 78.7 177 25.12
40 27 73.5 168 26.04
41 32 68.0 186 19.66
42 34 73.5 175 24.00
4 29 57.2 158 22.91
5 40 61.0 162 23.24
11 25 55.4 155 23.06
13 40 64.1 160 25.04
14 35 60.1 157 24.38
15 18 53.0 157 21.50
17 19 51.0 158 20.43
19 25 59.0 153 25.20
20 21 56.8 158 22.75
Mujeres 23 31 60.0 152 25.97
24 33 63.3 170 21.90
27 27 55.2 149 24.86
28 30 57.5 155 23.93
29 34 50.3 154 21.21
30 33 55.5 158 22.23
35 25 71.0 162 27.05
36 23 55.0 155 22.89
37 31 54.0 157 21.91
38 27 56.5 149 25.45

ANEXOS
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7.3 ANEXO lll Concentraciones plasmaticas de paracetamol para cada voluntario
en los diferentes tiempos de muestreo para el tratamiento A2 (medicamento de
referencia de paracetamol).

Tiempo Vol. 1 Vol. 2 Vol. 3 Vol. 4 Vol. 5 Vol. 6
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) ug/mL pg/mL pug/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 11.56 0.00 1.26 0.11 1.79
0.25 0.19 9.92 0.00 2.1 0.98 12.32
0.33 0.93 8.94 0.31 2.42 1.78 16.46
0.5 2.80 6.73 0.83 3.47 5.18 9.82
0.67 8.59 6.19 1.01 5.15 6.59 8.00
0.83 7.14 5.35 1.52 6.76 10.73 6.97
1 5.96 4.70 1.85 6.69 12.09 6.12
1.25 4.96 4.22 2.81 5.76 9.99 5.21
1.5 4.48 4.05 2.68 5.06 8.75 4.89
1.75 412 3.65 3.33 4.69 7.69 4.52
2 3.57 3.36 3.36 4.92 6.72 4.17
2.5 2.81 2.87 4.51 5.03 5.38 3.74
3 2.33 2.37 4.14 3.65 4.85 3.09
3.5 2.14 2.27 3.48 3.14 4.05 2.70
4 1.96 1.89 2.76 2.45 3.30 2.52
6 1.06 1.10 1.61 1.17 1.79 1.57
8 0.67 0.64 0.89 0.63 1.06 1.02
10 0.38 0.39 0.55 0.37 0.61 0.67
12 0.24 0.28 0.38 0.22 0.40 0.41
16 N.C 0.13 0.21 N.C 0.22 0.23
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Tiempo Vol. 7 Vol. 8 Vol. 9 Vol. 10 Vol. 11 Vol. 12
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) pug/mL ng/mL pg/mL pg/mL pug/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 11.65 1.68 18.32 7.67 6.03
0.25 1.76 19.32 5.92 20.13 4.74 12.52
0.33 3.26 20.94 11.72 16.47 10.64 12.70
0.5 5.34 9.99 11.70 10.98 10.35 8.54
0.67 11.59 8.11 9.90 8.39 8.63 6.37
0.83 8.94 6.37 7.95 7.06 7.35 5.57
1 6.14 5.72 6.65 6.31 6.43 4.99
1.25 5.75 4.52 5.70 5.25 5.64 4.39
1.5 5.26 3.90 5.16 4.59 5.34 3.85
1.75 5.16 3.70 4.54 4.31 4.67 3.75
2 4.60 3.19 4.19 3.95 4.23 3.27
2.5 3.64 2.83 3.71 2.85 3.56 2.98
3 3.07 2.45 3.33 2.87 3.03 2.37
3.5 2.63 1.98 2.96 242 2.39 2.27
4 2.15 1.69 2.51 2.09 2.37 2.04
6 1.45 1.09 1.36 1.08 1.05 1.21
8 0.79 0.63 0.83 0.70 0.62 0.78
10 0.47 0.39 0.49 0.40 0.34 0.51
12 0.43 0.32 0.30 0.26 0.26 0.35
16 0.23 0.14 0.13 0.11 0.14 0.18

ANEXOS
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Tiempo Vol. 13 Vol. 14 Vol. 15 Vol. 16 Vol. 17 Vol. 18
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) ug/mL ug/mL ug/mL pg/mL pg/mL ug/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 0.00 0.00 0.39 4.20 1.47
0.25 5.77 0.20 0.00 2.54 8.15 14.28
0.33 16.41 1.27 0.66 4.59 10.67 14.19
0.5 9.53 2.86 1.83 4.42 8.84 10.15
0.67 8.60 3.64 5.30 4.00 8.37 7.00
0.83 7.19 3.95 7.22 3.21 8.47 5.40
1 5.94 4.39 7.52 3.04 8.39 4.46
1.25 5.09 8.30 8.50 3.03 6.47 3.84
1.5 4.62 10.77 6.96 3.88 5.53 3.45
1.75 3.73 7.54 7.10 3.69 5.22 3.04
2 3.42 6.74 8.27 3.76 4.66 2.59
2.5 2.88 5.56 6.89 2.94 3.55 2.21
3 2.49 4.56 5.97 2.53 2.88 1.79
3.5 2.01 3.88 5.11 2.21 2.32 1.47
4 1.71 2.99 4.54 2.22 1.96 1.31
6 0.81 1.70 2.57 1.26 1.02 0.64
8 0.47 0.96 1.54 0.75 0.58 0.37
10 0.30 0.65 1.00 0.56 0.35 0.22
12 0.21 0.43 0.76 0.34 0.21 0.16
16 N.C 0.22 0.47 0.19 0.15 N.C
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Tiempo | Vol.19 | Vol.20 | Vol. 21 Vol.22 | Vol.23 | Vol. 24
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL png/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.37 5.10 0.00 0.11 0.00 11.41
0.25 2.27 9.74 0.00 0.65 0.44 14.06
0.33 3.74 12.18 0.00 1.79 2.42 11.71
0.5 9.22 11.74 0.22 3.03 4.92 8.97
0.67 11.48 10.07 1.49 3.56 7.06 7.74
0.83 7.97 8.66 1.07 6.66 7.73 6.71
1 6.83 8.21 16.19 12.74 7.03 6.32
1.25 6.34 7.35 9.94 7.81 5.19 5.37
1.5 5.40 6.46 6.20 5.68 4.99 4.83
1.75 4.70 5.94 4.72 4.27 4.60 4.53
2 4.39 5.54 417 3.75 4.26 4.07
2.5 3.48 4.49 3.32 2.92 3.87 3.38
3 2.96 3.84 2.87 2.73 3.37 2.90
3.5 2.32 3.41 2.38 2.44 2.53 2.47
4 2.04 2.97 2.11 2.18 2.16 1.95
6 1.07 1.87 1.33 1.26 1.03 1.07
8 0.51 1.12 0.69 0.66 0.52 0.63
10 0.32 0.75 0.46 0.38 0.29 0.41
12 0.18 0.53 0.25 0.23 0.18 0.27
16 N.C 0.26 0.13 0.10 0.12 0.14
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Tiempo | Vol.25 | Vol.26 | Vol.27 | Vol.28 | Vol.29 | Vol. 30
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) Hg/mL Hg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.16 7.89 0.00 0.90 1.39 0.00
0.25 1.34 14.07 0.48 4,58 10.16 0.00
0.33 7.46 12.16 0.72 7.16 9.98 0.74
0.5 15.42 9.78 1.21 19.86 9.92 3.98
0.67 12.97 7.21 2.86 11.27 8.99 5.38
0.83 8.17 5.63 3.15 8.06 8.10 6.86
1 7.32 5.44 2.85 6.74 6.57 11.26
1.25 6.42 4.62 2.97 5.61 5.98 10.54
1.5 5.80 4.36 2.95 4.87 6.19 7.60
1.75 5.37 3.69 2.94 4.29 5.12 6.20
2 5.17 3.42 3.26 3.87 4.92 5.32
2.5 4.81 2.80 7.26 3.30 4.10 4.58
3 4.73 2.39 4.67 2.71 3.46 3.74
3.5 4.21 2.03 3.70 2.10 2.49 3.00
4 4.80 1.60 3.19 1.67 2.16 2.42
6 2.89 0.91 1.42 0.81 1.15 1.27
8 2.08 0.55 0.63 0.42 0.62 0.74
10 1.36 0.28 0.45 0.25 0.37 0.45
12 0.98 0.19 0.30 0.18 0.30 0.22
16 0.50 0.13 N.C 0.12 0.19 0.15
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Tiempo Vol. 31 Vol. 32 Vol. 33 Vol. 34 Vol. 35 Vol. 36
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) png/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pug/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.68 12.70 0.00 1.07 5.38 9.13
0.25 2.69 14.63 0.64 2.53 6.93 12.83
0.33 3.18 12.37 2.36 3.68 8.97 10.42
0.5 5.62 8.75 4.43 4.03 7.71 9.34
0.67 7.47 6.63 4.85 4.13 7.92 8.54
0.83 8.83 5.11 4.22 6.08 7.04 7.84
1 9.12 5.22 4.92 5.61 7.18 6.99
1.25 7.13 4.41 4.08 5.44 5.85 5.55
1.5 4.49 4.21 3.16 4.40 5.44 5.18
1.75 4.89 3.45 3.66 3.96 5.02 4.65
2 4.60 3.63 3.31 3.80 4.52 4.41
25 3.43 2.93 3.90 3.14 3.77 3.39
3 3.30 2.62 3.40 2.73 3.18 2.63
3.5 2.69 2.15 2.57 2.42 2.52 2.14
4 2.36 1.84 2.21 2.04 1.90 1.80
6 1.42 1.00 1.67 1.35 1.05 0.74
8 0.84 0.58 0.79 0.84 0.56 0.46
10 0.46 0.35 0.61 0.51 0.40 0.31
12 0.31 0.24 0.52 0.37 0.31 0.20
16 0.14 N.C 0.31 0.16 0.17 N.C
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Tiempo Vol. 37 Vol. 38 Vol. 39 Vol. 40 Vol. 41 Vol. 42
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.68 0.11 0.00 0.34 0.00 0.78
0.25 3.54 0.34 0.25 8.67 0.00 5.59
0.33 9.60 1.97 0.79 11.00 0.19 11.59
0.5 14.28 9.44 1.83 7.83 0.57 8.94
0.67 13.87 12.32 5.29 6.88 0.99 6.19
0.83 13.69 14.00 7.40 6.28 1.44 5.53
1 10.46 12.72 4.92 5.55 1.66 5.17
1.25 8.57 10.44 4.26 4.99 1.74 4.48
1.5 7.25 8.89 4.83 4.58 1.71 4.10
1.75 6.43 7.93 5.13 4.49 217 3.56
2 5.83 7.37 4.39 3.95 2.37 3.81
2.5 4.60 6.03 3.62 3.37 3.08 2.73
3 4.20 5.29 2.95 2.88 3.20 2.80
3.5 3.53 4.54 2.38 2.51 3.42 2.34
4 3.29 3.98 1.98 2.11 3.66 1.80
6 1.84 2.46 1.19 1.44 2.55 1.18
8 1.02 1.62 0.65 0.8 1.54 0.82
10 0.66 1.01 0.46 0.51 1.07 0.56
12 0.43 0.73 0.32 0.34 0.71 0.41
16 0.19 0.40 0.14 0.19 0.36 0.20
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ANEXOS

ANEXO IV Concentraciones plasmaticas de paracetamol para cada voluntario
en los diferentes tiempos de muestreo para el tratamiento B (Medicamento de

prueba)

Tiempo Vol. 1 Vol. 2 Vol. 3 Vol. 4 Vol. 5 Vol. 6
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) ug/mL pg/mL pug/mL pg/mL pg/mL pg/mL

0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 0.31 0.12 0.00 4.89 0.66
0.25 0.99 6.40 0.45 2.33 22.37 10.14
0.33 2.18 15.15 0.83 9.34 22.20 17.22
0.5 4.95 9.58 4.67 11.99 14.25 12.9
0.67 8.38 6.43 6.78 11.33 11.64 8.56

0.83 7.00 5.18 7.03 10.37 9.49 6.91

1 5.83 4.44 7.48 7.94 8.13 5.61
1.25 5.29 3.77 7.08 6.88 7.23 4.50
1.5 4.63 3.46 4.82 6.35 6.68 4.64
1.75 3.98 3.27 4.05 5.56 6.02 4.02

2 3.59 3.00 3.94 4,95 5.40 3.81

2.5 3.31 2.55 3.39 4.23 4.77 3.31

3 2.83 2.26 2.44 3.46 3.84 2.84
3.5 2.23 1.94 2.34 2.80 3.29 2.53

4 1.87 1.82 1.79 2.32 2.88 2.27

6 1.10 0.97 0.91 1.24 1.70 1.34

8 0.73 0.56 0.50 0.68 0.95 0.91

10 0.43 0.32 0.33 0.38 0.57 0.56
12 0.27 0.25 0.28 0.23 0.33 0.39
16 0.13 0.15 0.17 0.11 0.16 0.19
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Tiempo Vol. 7 Vol. 8 Vol. 9 Vol. 10 Vol. 11 Vol. 12
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.25 0.00 2.49 0.38 0.00 0.13
0.25 0.44 0.18 4.47 5.12 0.00 15.92
0.33 0.47 0.87 7.25 9.90 0.46 13.41
0.5 1.37 2.25 12.32 19.25 2.17 9.99
0.67 5.19 2.37 8.15 11.70 4.69 7.38
0.83 4.72 3.21 7.30 9.21 3.92 5.90
1 5.77 4.07 6.58 7.24 7.87 5.22
1.25 7.39 3.90 5.70 6.08 8.66 4.68
1.5 6.52 3.49 5.20 5.25 8.39 4.06
1.75 4.87 3.31 4.83 4.62 6.63 4.02
2 4.60 9.67 4.47 4.20 5.53 3.47
25 3.57 4.57 3.90 3.55 4.75 3.10
3 3.14 3.40 3.50 2.94 3.70 2.70
3.5 2.58 3.16 3.09 2.42 3.17 2.44
4 2.15 2.31 2.72 2.30 2.55 2.03
6 1.25 1.40 1.62 1.31 1.19 1.22
8 0.76 0.81 1.01 0.75 0.64 0.71
10 0.49 0.45 0.55 0.54 0.30 0.44
12 0.33 0.38 0.36 0.35 0.20 0.37
16 0.15 0.14 0.14 0.13 0.17 0.28

105



ANEXOS

Tiempo Vol. 13 Vol. 14 Vol. 15 Vol. 16 Vol. 17 Vol. 18
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.

(h) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.25 0.00 0.14 0.20 1.32 0.59 0.88
0.33 0.23 0.49 0.64 5.84 2.89 2.46
0.5 1.17 1.57 2.23 3.69 6.24 4.20
0.67 1.97 1.39 3.53 6.44 7.97 5.65
0.83 8.51 1.81 3.76 4.64 7.71 6.12
1 13.60 2.32 4.69 4.11 7.17 4.71
1.25 8.24 3.64 6.15 3.74 7.48 3.83
1.5 5.88 4.29 5.90 3.64 7.37 3.21
1.75 5.12 4.58 5.97 3.66 6.69 2.68
2 4.34 4.25 6.93 3.52 5.67 2.56
25 3.78 4.84 6.72 3.08 4.62 2.18
3 2.69 4.85 6.30 2.87 3.90 1.80
3.5 2.26 5.38 5.70 2.58 3.13 1.43
4 1.79 4.11 5.05 2.26 2.69 1.15
6 0.79 2.04 3.20 1.27 1.52 0.54
8 0.39 1.15 1.74 0.81 0.83 0.33
10 0.25 0.69 1.13 0.53 0.48 0.19
12 0.24 0.44 0.77 0.38 0.30 0.13
16 N.C 0.21 0.53 0.21 0.16 N.C
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Tiempo Vol. 19 Vol. 20 Vol. 21 Vol. 22 Vol. 23 Vol. 24
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.28
0.25 0.39 0.27 0.00 0.14 0.11 3.24
0.33 1.07 0.99 0.00 1.06 0.73 8.68
0.5 4.47 3.95 0.94 6.24 12.58 11.37
0.67 6.47 6.76 22.24 14.27 12.34 8.40
0.83 10.35 7.36 13.60 12.91 8.51 7.09
1 12.99 8.03 8.42 8.84 9.17 6.28
1.25 7.21 8.74 5.98 5.64 6.45 4.94
1.5 5.66 8.04 4.63 4.57 5.01 4.72
1.75 6.26 6.69 4.03 4.07 4.02 4.31
2 5.35 5.96 3.77 3.53 3.59 3.86
25 5.1 4.71 3.15 2.88 2.83 3.42
3 3.91 4.05 2.74 2.85 2.49 2.93
3.5 3.30 3.33 2.51 2.19 2.20 2.50
4 2.86 2.94 2.02 2.02 1.90 1.98
6 1.53 1.72 0.99 1.14 0.79 1.08
8 0.86 0.94 0.64 0.67 0.39 0.64
10 0.51 0.61 0.42 0.31 0.24 0.33
12 0.28 0.36 0.26 0.26 0.14 0.14
16 N.C 0.22 0.12 0.11 N.C N.C
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Tiempo Vol. 25 Vol. 26 Vol. 27 Vol. 28 Vol. 29 Vol. 30
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 4.58 3.65 0.11 0.70 0.00
0.25 0.10 5.14 9.88 0.96 1.95 0.00
0.33 1.72 7.76 11.65 7.08 5.05 0.15
0.5 21.87 11.83 11.71 10.89 11.33 1.59
0.67 10.62 7.00 10.86 11.54 10.47 7.57
0.83 8.58 5.89 9.84 8.47 8.47 11.60
1 7.39 4.92 8.54 7.60 7.31 11.52
1.25 6.76 4.69 6.53 6.69 6.51 8.34
1.5 5.19 3.83 6.39 6.42 5.77 7.05
1.75 5.27 3.39 5.41 5.55 5.09 5.74
2 5.51 3.1 4.61 4.75 4.44 5.33
25 4.59 2.55 3.95 3.53 3.75 4.21
3 4.34 2.09 3.06 3.06 3.12 3.20
3.5 4.29 1.81 2.57 2.73 2.97 3.14
4 3.77 1.54 2.23 2.25 2.26 2.34
6 2.58 0.79 1.15 1.04 1.20 1.30
8 1.81 0.43 0.57 0.55 0.58 0.74
10 1.11 0.26 0.38 0.33 0.35 0.48
12 0.91 0.15 0.24 0.19 0.24 0.30
16 0.55 0.12 0.14 N.C 0.15 0.14
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Tiempo Vol. 31 Vol. 32 Vol. 33 Vol. 34 Vol. 35 Vol. 36
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.
(h) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 2.23 2.64 1.52 0.00 0.00 11.49
0.25 4.56 10.10 7.74 0.22 1.08 12.37
0.33 6.48 19.80 11.23 1.20 2.67 10.56
0.5 10.15 12.82 10.14 5.62 13.12 10.08
0.67 9.52 8.20 7.01 6.24 10.30 8.97
0.83 8.73 6.45 5.94 6.42 7.98 7.53
1 7.17 5.60 5.23 5.80 6.32 6.65
1.25 5.45 4.47 4.42 5.29 5.95 5.82
1.5 4.59 4.01 3.87 5.10 5.01 5.04
1.75 4.02 3.54 3.63 4.52 4.59 4.76
2 3.73 3.54 2.91 4.02 4.11 4.55
25 3.17 2.98 3.12 3.54 3.49 3.56
3 2.76 2.30 2.79 3.12 3.09 2.71
3.5 2.33 1.99 2.34 2.66 2.31 2.29
4 2.05 1.18 2.05 2.27 2.25 2.00
6 1.25 0.87 1.16 1.24 1.00 0.99
8 0.63 0.48 0.67 0.87 0.58 0.58
10 0.45 0.29 0.43 0.51 0.42 0.36
12 0.27 0.17 0.33 0.37 0.27 0.23
16 0.17 N.C 0.25 0.16 0.13 0.10
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Tiempo Vol. 37 Vol. 38 Vol. 39 Vol. 40 Vol. 41 Vol. 42
Nominal Conc. Conc. Conc. Conc. Conc. Conc.

(h) pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
0 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
0.17 0.00 0.25 0.00 0.00 0.00 0.00
0.25 2.21 1.45 0.00 0.14 0.00 0.14
0.33 6.33 4.35 0.26 16.51 0.00 1.21
0.5 9.83 8.75 8.49 10.39 1.32 6.70
0.67 10.95 15.37 9.39 7.30 2.07 9.75
0.83 13.79 13.50 7.09 6.33 2.73 8.59
1 10.39 10.58 5.87 5.38 2.64 7.60
1.25 7.90 8.24 6.26 4.94 2.95 5.25
1.5 6.84 7.56 4.54 4.30 3.93 4.86
1.75 6.28 6.65 4.04 3.86 4.06 4.24
2 5.99 6.07 3.85 3.68 4.50 3.57
25 4.66 4.86 3.04 2.95 4.09 2.75
3 4.00 4.63 2.37 2.76 4.24 3.01
3.5 3.46 4.04 2.14 2.47 3.70 2.33
4 2.84 3.50 1.85 2.09 3.30 1.75
6 1.48 1.60 0.99 1.36 2.14 1.08
8 0.79 1.37 0.61 0.84 1.40 0.67
10 0.51 0.84 0.37 0.55 0.89 0.53
12 0.35 0.63 0.26 0.35 0.62 0.37
16 0.19 0.31 0.12 0.16 0.28 0.17
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7.5 ANEXOV Parametros farmacocinéticos de paracetamol obtenidos para cada
voluntario tratamiento A2 (Medicamento de referencia)

Tmax Cmax ABC o ABC o.in Ke T% | TMR oinf
Vol. (h) (ng/mL) | (h*pg/mL) | (h*pg/mL) | (1/h) (h) (h)
1 0.67 8.59 19.74 20.67 0.26 | 2.67 3.89
2 0.17 11.56 23.12 23.85 0.18 | 3.83 3.87
3 2.50 4.51 21.58 22.92 0.16 | 4.41 5.80
4 0.83 6.76 23.78 24.62 0.26 | 2.64 3.65
5 1.00 12.09 35.51 36.78 0.17 | 4.07 4.27
6 0.33 16.46 30.07 31.16 0.21 3.35 4.29
7 0.67 11.59 26.42 27.42 0.23 | 2.98 4.41
8 0.33 20.94 26.38 27.06 0.21 3.30 3.42
9 0.33 11.72 28.56 29.13 0.22 | 3.10 3.68
10 0.25 20.13 28.80 29.35 0.21 3.31 3.16
11 0.33 10.64 26.41 27.31 0.15 | 4.58 3.73
12 0.33 12.70 24.81 25.82 0.18 | 3.94 4.25
13 0.33 16.41 21.83 22.84 0.21 3.36 3.26
14 1.50 10.77 31.12 32.34 0.18 | 3.80 4.65
15 1.25 8.50 40.89 44.60 0.13 | 5.49 6.14
16 0.33 4.59 20.61 21.54 0.21 3.33 4.99
17 0.33 10.67 26.22 26.75 0.28 | 2.51 3.31
18 0.25 14.28 18.37 18.92 0.29 | 2.40 2.80
19 0.67 11.48 23.56 24.24 0.26 | 2.63 3.19
20 0.33 12.18 35.92 37.38 0.18 | 3.90 4.37
21 1.00 16.19 23.52 24.04 0.25 | 2.80 4.05
22 1.00 12.74 23.24 23.62 0.27 | 2.62 3.75
23 0.83 7.73 22.41 22.81 0.29 | 240 3.60
24 0.25 14.06 26.62 27.40 0.18 | 3.77 3.58
25 0.50 15.42 44.49 47.47 017 | 4.14 5.74
26 0.25 14.07 22.94 23.43 0.27 | 2.58 3.26
27 2.50 7.26 22.46 24.06 0.19 | 3.70 4.70
28 0.50 19.86 24.35 25.47 0.11 6.22 3.69
29 0.25 10.16 27.61 29.28 0.11 6.11 4.45
30 1.00 11.26 27.81 28.34 0.28 | 2.50 3.7
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Tmax Cmax ABC ABC g.int Ke T% | TMR g.nt
Vol. (h) (ug/mL) | (h*ug/mL) | (h*ug/mL) | (1/h) (h) (h)
31 1.00 9.12 26.45 27.18 0.20 | 3.53 4.08
32 0.25 14.63 23.47 24.31 0.28 | 2.47 3.13
33 1.00 4.92 23.59 26.23 0.12 | 5.96 6.59
34 0.83 6.08 22.74 23.46 0.22 | 3.16 4.54
35 0.40 8.97 25.82 26.96 0.15 | 4.69 4.07
36 0.25 12.83 24.34 25.29 0.21 3.29 3.02
37 0.50 14.28 37.51 38.40 0.21 3.29 3.81
38 0.83 14.00 44.54 4717 0.15 | 4.52 5.08
39 0.83 7.40 21.56 22.25 0.20 | 3.45 4.45
40 0.33 11.00 25.72 26.88 0.16 | 4.26 4.47
41 4.00 3.66 25.78 27.77 0.18 | 3.82 7.00
42 0.33 11.59 23.92 25.08 0.18 | 3.96 4.65
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7.6 ANEXO VI Parametros farmacocinéticos de paracetamol obtenidos para cada

voluntario tratamiento B (Medicamento de prueba)

Tmax Cmax ABC o ABC g.in Ke T% | TMR gins
Vol. (h) (ng/mL) | (h*pg/mL) | (h*pug/mL) | (1/h) (h) (h)
1 0.67 8.38 21.87 22.45 0.22 | 3.10 4.11
2 0.33 15.15 20.93 22.11 0.13 | 5.46 4.44
3 1.00 7.48 21.22 22.81 0.1 6.37 5.01
4 0.50 11.99 28.82 29.31 0.21 3.26 3.36
5 0.25 22.37 37.12 37.75 0.25 | 2.74 3.35
6 0.33 17.22 27.90 28.95 0.18 | 3.83 4.21
7 1.25 7.39 23.24 23.99 0.20 | 3.51 4.45
8 2.00 9.67 23.77 24.40 0.23 | 3.03 4.54
9 0.50 12.32 29.52 30.07 0.25 | 2.74 3.91
10 0.50 19.25 29.31 29.85 0.24 | 2.89 3.55
11 1.25 8.66 25.68 26.23 0.30 | 2.31 3.78
12 0.25 15.92 25.55 29.19 0.08 | 9.04 6.75
13 1.00 13.60 20.94 21.66 0.33 | 2.10 3.26
14 3.50 5.38 28.23 29.27 0.20 | 3.47 5.23
15 2.00 6.93 40.95 43.50 0.21 3.36 5.83
16 0.67 6.44 22.11 23.52 0.15 | 4.59 5.31
17 0.67 7.97 29.16 29.74 0.28 | 2.50 3.89
18 0.83 6.12 13.81 14.37 0.24 | 2.94 3.37
19 1.00 12.99 29.00 29.94 0.29 | 2.37 3.63
20 1.25 8.74 30.71 31.65 0.24 | 2.92 4.31
21 0.67 22.24 24.79 25.37 0.21 3.28 3.65
22 0.67 14.27 24.19 24.62 0.26 | 2.69 3.57
23 0.50 12.58 21.93 22.49 0.25 | 2.74 2.93
24 0.50 11.37 23.26 23.69 0.32 | 2.15 3.1
25 0.50 21.87 41.12 45.69 0.12 | 5.80 6.54
26 0.50 11.83 20.09 20.53 0.27 | 2.56 3.30
27 0.50 11.71 29.00 29.77 0.18 | 3.90 3.42
28 0.67 11.54 25.63 26.38 0.26 | 2.68 3.14
29 0.50 11.33 26.47 27.50 0.14 | 4.90 3.94
30 0.83 11.60 27.58 28.29 0.20 | 3.39 3.93
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Tmax Cmax ABC o ABC g.in Ke T% | TMR g.in¢
Vol. (h) (ug/mL) | (h*ug/mL) | (h*ug/mL) | (1/h) (h) (h)
31 0.50 10.15 25.09 25.78 0.24 | 2.88 3.81
32 0.33 19.80 22.26 22.90 0.26 | 2.64 2.82
33 0.33 11.23 23.92 25.09 0.21 3.26 4.40
34 0.83 6.42 23.86 24.65 0.21 3.38 4.50
35 0.50 13.12 24.72 25.43 0.19 | 3.72 3.80
36 0.25 12.37 26.74 27.25 0.21 3.38 3.21
37 0.83 13.79 33.00 34.22 0.16 | 4.36 4.01
38 0.67 15.37 38.33 40.16 0.17 | 4.10 4.68
39 0.67 9.39 21.62 22.22 0.19 | 3.57 3.94
40 0.33 16.51 25.41 26.19 0.21 3.35 4.17
41 2.00 4.50 27.42 28.76 0.21 3.34 5.85
42 0.67 9.75 23.07 23.97 0.19 | 3.66 4.39
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7.7 ANEXO VII Perfiles farmacocinéticos comparativos de concentraciéon
plasmatica en escala normal con respecto al tiempo para cada voluntario.
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Perfil farmacocinético comparativo de paracetamol (escala normal)
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