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INTRODUCCION

La Hidroclorotiazida (HCTZ), es un diurético de la familia de las
tiazidas utilizada en el tratamiento de la hipertensién, la falla cardiaca
congestiva y el edema; es ampliamente prescrita en México en instituciones
como el Instituto Nacional de Cardiologfa y en Estados Unidos ocupa el lugar #
17 entre los tdrmacos mds empleados. Es relativamente insoluble en fluidos
acuosos y por lo tanto tiene e! potencial de ser pobremente absorbido en el
tracto gastrointestinal.

Multiples reportes de organismos regulatorios de los continentes
Americane y Europeo: FDA, OMS, Eurodocument, Prescription Drugs, Federal
Register y Hew Publications; han catalogado a ta HCTZ como un farmaco con
problemas potenciales de biodisponibilidad, no solamente por su baja
solubllidad, sino también por influencia de la formulacién en la biodisponibilidad
del fdrmaco.

En México la Hidroclorotiazida sélo existe en combinacion con
otros principios activos: amilorida, lisinopril, triamtereno. metroprolol, timolol,
captopril, enalapril y metildopa. Asi mismo, en la literatura cientifica
internacional existe escasa informacién acerca de la biodisponibilidad de estos
productos combinados, por lo que el objetivo del presente trabajo fue evaluar la
bioequivalencia de las combinaciones de la Hidroclorotiazida en productos
naclonales: productos conteniendo 50 mg de Hidroclorotiazida y § mg de
Amilorida; en relacién al producto innovador, Hidrodiuryl, conteniendo 50 mg de
Hidroclorotiazida.



"
GENERALIDADES

2.1 BREVE RESENA HISTORICA

La bioequivalencia o biodisponibilidad relativa ha llamado la atencién durante los
ultimos 25 afos, después de que se hizo evidente que los productos
comerciales que contenfan la misma cantidad de farmaco podfan exhibir
marcadas diferencias en sus respectivas respuestas terapéuticas, En muchos
casos, estas diferencias fueron relacionadas a los diferentes niveles en sangre
del principio activo debido a una absorci6n incompleta.

Histéricamente, sin embargo, las primeras observaciones sobre la
bioequivalencia, estuvieron encaminadas hacia las pruebas de desintegracién
de las capsulas, tabletas y tabletas con capa entérica. Muchas de estas
preparaciones farmacéuticas se utilizaron para demostrar lo que se habfa
descrito como “el efecto del todo o nada®. Si una capsula o una tableta"
recubierta se desintegraba apropiadamente en el tracto gastrointestinal, se
asumfa que el farmaco se habfa absorbido y se obten(a la respuesta bioldgica
esperada, por otro lado, si la preparacién no se desintegraba in vivo, y llegaba
intacta a las heces, entonces era un claro caso de falta de efectividad.

La posibilidad de contar con formas farmacéuticas sdlidas no
desintegrantes de algunos farmacos representaba un caso extremo de la
bioinequivalencia, donde la eficiencia clinica variaba dramaticamente, llegando
incluso a no tener efecto(1){2). Sin embargo, se encontraron serias deficiencias
en la disponibilidad fisiolégica de los medicamentos aun cuando la tableta se
desintegraba por completo in vivo(3). Los trabajos pioneros de Melnick et a/(4),
fueron cruciales al establecer el procedimiento det recobro de farmaco en orina
como un método cuantitativo y confiable para monitorear ia bioeguivalencia. Sin
embargo, fue hasta el final de ios afios 50's, cuando el método fué utilizado para
evaluar la bioequivalencia de productos vitaminicos comerciales. Morrison et
ak5), estudiaron la disponibilidad fisiolégica de la riboflavina en tabletas
multivitaminicas recubiertas con capa entérica y con cubierta de azicary mostré
que el rango de disponibilidad variaba . de 14 a 81%, dependiendo de! lote
empleado, En 1960, Levy(6)(7), inici6 los estudios sobre tabletas de aspirina,
encontrando una relacién entre la velocidad de absorcién y la incidencia y
severidad de la irritacién gdstrica localizada, después de la administracién de las

2



tabletas de aspirina, lo cual estd en funcién de su velocidad de disolucion y
apunté que el tiempo de desintegracién no era un buen indicador de la
velocidad de absorcién de las tabletas estudiadas. La comparacién de los
tiempos de desintegracién y las velocidades iniciales de absorcién de los tres
productos probados indicé que el producto con el mayor tiempo de
desintegracién era el mas rédpidamente absorbido por lo que concluyé que ta
desintegracién retardada influfa sobre la absorcién no solamente por su efecto
en la disolucién(8), por lo que se sugirié el reemplazamiento de la prueba de
desintegracién por la prueba de disolucién,

En 1962(9)(10), los reportes de la ineficacia clfnica del producto “Tiroide
USP" fueron contirmados por la determinacién del iodo unido a protelnas. La
substitucién por Levotiroxina USP en los mismos pacientes que padecfan de
hipotiroidismo, produjo una elicacia clinica satisfactoria

En 1963, Carter(11) y Carminetsky(12) fueron los primeros en reportar la
ineficacia clinica de algunos genéricos de tabletas de tolbutamida. Los
problemas de bioinequivalencia fueron confirmados posteriormente por
Levy(13). También en un estudio posterior(14), de 26 Iotes de Tolbutamida de
21 laboratorios diferentes, se demostré que el tiempo para que el 50% del
farmaco se disolviera in vitro variaba desde 3 hasta 120 minutos. La in-{plicacién
de tales diferencias de disolucién en la efectividad clfnica del fdrmaco con
cambiar de un lote a otro, era evidente. En base a estos resultados se reforzé la
importancia de la disolucién y la biodisponibilidad en !a eficacia clinica de los
medicamentos.

Varley(15), condujo posteriormente un estudio clinico bien controlado
para demostrar el efecto de pequefios cambios en la formulacién sobre la
biodisponibilidad y eficacia clinica del medicamento. El estudio mostré que es
muy posible producir diferencias significativas tanto en la biodisponibilidad del
farmaco como en la utilidad terapéutica con solo hacer pequefios cambios en la
formulacién. De esta forma la FDA, reconocié a la tolbutamida como un farmaco
con problemas potenciales de biodisponibilidad.

Las tabletas de prednisona, también representan uno de los casos de
bioinequivalencia. En 1963, Campagna et ak16) reportaron que las tabletas de
prednisona habfan sido usadas exitosamente para controlar cierta enfermedad
en un p Sin embargo, al cambiar de marca comercial, las nuevas
tabletas no produjeron efecto alguno. Cuando el paciente tomé nente las
tabletas originales, se obtuvo una respuesta clinica completa. Los autores
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encontraron que la disolucién de las tabletas bioldgicamente inactivas era
significativernente mds lenta al compararla con las tabletas de la marca eoriginal.
Un caso similar a este, en un paciente artritico, fue reportado un afio mas tarde
por Levy{17). Md&s estudios sobre biodisponibilidad de las tabletas de
prednisona de diferentes laboratorios confirmaron los hechos anteriores y
demostraron claramente que las tabletas de prednisona tenfan problemas de
biodisponibilidad(18)(19)(20).

Posteriormente se repoité el caso de la bicequivaiencia de los productos
que contenian cloramfenicol. Basado en fos niveles sangufneos y en datos de
excrecién urinaria y sus metabolitos, Glazko et af(21) demostraron que la
absorcién del cloramfenicol a partir de un producto genérico después de una
administracién oral era solamente una tercera parte de la que presentaba el
innovador. Un afio mds tarde, otros dos importantes antibidticos, la
oxytetraciclina y la tetraciclina, fueron catalogados como productos con serios
problemas de bioequivalencia({22)(23)(24).

La biodisponibilidad es particularmente importante en farmacos tales
como la digoxina{25), dado su estrecho [ndice terapéutico, por lo que
fluctuaciones significantes en los niveles sanguineos pueden resultar en una
respuesta subclinica o en una respuesta téxica.. Para la digoxina este problema
es ain mas grande debido a su baja solubilidad en agua e incompleta absorcion
en el tracto gastrointestinal(26). La variacién en la biodisponibilidad de los
productos tales como la digoxina asi como la demostracién de sus
consecuencias en la seguridad y eficacia terapéutica del fArmaco impulsaron a
que la bioequivalencia de ser un mero tdpico académico llegara a tener un
mayor impacto entre los farmacéuticos, productores de medicamentos y
agencias gubernamentales y privadas. Muchos mds farmacos de los aquf
presentados han sido identfficados como propensos a problemas de
biodisponibilidad y como resultado de esto se ha generado una lista de
tarmacos con problemas de biodisponibilidad (27)(28){29).

2.2 DEFINICIONES

Se ha definido la biodisponibilidad como la medida de la cantidad relativa
de farmaco que akanza la circulacién general y la velocidad a lo que esto
ocurre. En el caso de los medicamentos que se administran de manera crénica,
la cantidad total de fA&rmaco absorbido es, por lo general, mas decisiva que su
velocidad de absorcién. Sin embargo, para los 14 s que deberdn ser
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efectivos después de una sola dosis, el pardmetro farmacocinético de incidencia
mds critica puede ser la velocidad de absorcién ( més que la magnitud de la
misma). Un medicamentc que alcanza la circulacién muy rdpidamente, puede
provocar, al principio, reacciones adversas si los niveles resultan excesivos. Por
ofro lado, si el medicamento se absorbe con demasiada lentitud puede no llegar
a alcanzar los niveles necesarios para producir el efecto o la intensidad del
efecto que se espera , aun en el caso de que la dosis se haya absorbido por
completo. De manera similar resulta evidente que el inicio de la respuesta
farmacoldgica tras una dosis Gnica de medicamento depende directamente de la
velocidad a la que éste se hace disponible.

La Biodisponibilidad es un concepto que est4 basado en ei supuesto de
que los niveles de farmaco en plasma u orina pueden cofrelacionarse con la
eficacia clinica.

Cuando se compara la biodisponibilidad entre dos o més formulaciones
que contienen el mismo principio activo tomando un patrén de referencia, la
primer formulacién que demostré ser clfnicamente eficaz (conocido como
Innovador), se obtiene lo que se conoce como estudio de Bioequivalengia.

Para homogeneizar los conceptos mencionados anteriormente se dan las
siguientes definiciones:

jodis; ibilidad, is, ibili i I j ibjli isiolégi

Todos estos términos son intercambiables y denotan la medida de la
velocidad y grado (cantidad total) de fArmaco que alcanza la circulacién
sistémica después de la administracién de una forma farmacéutica.

Biodisponibilidad Absoluta.

Este término indica que la biodisponibilidad es determinada al comparar
la velocidad y grado de absorcién de un fdrmaco de un forma farmacéutica con
la velocidad y grado de absorcién de una administracidén intravenosa del
fdrmaco.

Este es un término comparativo, el cual presume que un producto
f éutico es similar respecto a una fstica especlfica o funcién a otro

producto farmacéutico, o a un conjunto definido de estdndares. Existen

diferentes tipos de equi ia:




*Equivalencia Qulmica.- Este término implica que dos o mds productos
tienen la misma substancia quimica como principio activo y que cumplen con los
requerimientos de control de calidad.

*Bioequivalencia.- Término relativo que indica que el td&rmaco en dos o
més formulaciones similares alcanza la circulacién sistémica a la misma
velocidad relativa y en la misma cantidad; en otras palabras, los periles de
niveles sanguineos después de la administracién de los productos son
superponibies dentro de una variacién estadisticamente esperada.

*Equivalencia Cifnica.- Término que denota que el fdrmaco en dos o més
formas farmacéuticas muestra una respuesta farmacolégica idéntica y puede
controlar los sintomas de una enfermedad en el mismo grado.

*Equivalencia terapéutica.- Un medicamento es terapéuticamente
equivalente a otro producto, si éste contiene la misma sustancia activa o
molecula terapéutica y muestra clinicamente la misma eficacia y seguridad que
el primer producto para el cual la eficacia y seguridad han sido establecidas.
Considerando que la bioequivalencia mide los niveles plasmaticos y la
equivalencia terapéutica determina la eficacia clfnica, estoss términos no son
intercambiables.

*Bioinequivalencia.- Es un término que indica que existen diferencias
estadisticamente significativas en la biodisponibilidad de dos o mas
formulaciones teniendo el mismo principio activo.

2.3 DETERMINACION DE LA BIOEQUIVALENCIA Y ASPECTOS
REGULATORIOS

2.3.1. Conslderaclones regulatorias al determinar la blodisponibliidad y

bloequivalencia

£l 7 de enero de 1977, la FDA (Food and Drug Administration), establecié
los requerimientos para los estudios de Biodisponibilidad y Bioequivalencia in
vivo, efectivos a partir de julio del mismo afio. De acuerdo a tal reglamentacién,
cada estudio debe incluir la evidencia que demuestre la biodisponibilidad in vivo
del medicamento o la informacién adecuada que le permita aprobar tales
reglamentos. Ademds, cualquier cambio en la formulacién o en el proceso de
manufactura, nuevas inidicaciones para el uso del medicamento o cualquier
cambio en la dosificacién para establecer un nuevo regimen de dosificacién,



también deberdn documentar la biodisponibilidad, Tales reglamentaciones
aparecieron en el Federal Register, 21 CFR, Capftulo 1 (Ed. 4-8), parte 320(30).

2.3.2.Sugerenclas para determinar [a Blodisponibllidad /n vivo

a) Determinar las concentraciones del fdrmaco y/o sus metabolitos en un fluido
bioldgico en funcién del tiempo.

b) Medir la cantidad de farmaco excretada en orina y/o sus metabolitos en
funcién del tiempo.

¢) Medir el efecto farmacolégico adecuado en funcién det tiempo, si tal efecto
puede ser medido con sufuciente exactitud, sensibilidad y reproducibilidad Esta
sugerencia es aplicable cuando no existan métodos analiticos disponibles para
medir la concentracién del farmaco en el fluido bioldgico.

d) Ensayos clinicos bien controlados en humanos que establezcan la seguridad
y efectividad de! medicamento. Esta sugerencia debe ser considera como la
menos exacta, sensible y menos reproducible de todas las formas de determinar
la biodisponibilidad in vivo, en humanos y sélo aplicable cuando no existan
métodos analiticos disoonibles.

2.3.3. Medlcamentos que no requieren demostrar bloldisponibilidad o
bloequlvalencia(31)

a) Preparaciones para uso intravenoso.

b) Preparaciones tépicas, cuyos efectos sean locales, tales como cremas o

ungiientos.

c) Formas para dosificacién oral que no sufran absorcién sistémica tales como

los antidcidos y medios radiopacos de contraste.

d) Productos administrados por inhalacién en forma de gas o vapor, como los

anestésicos.

e) Soluciones orales, elixires, tinturas, jarabes u otras forma solubilizadas

similares conteniendo un principio activo previamente aprobado y sin

excipientes que pudieran afectar la absorcién del activo.

f) Medicamentos que hayan demostrado ser efectivos mediante un Estudio de

Eficacia Clinica y que no se encuentre incluido en la lista de la FDA como

tarmaco con problemas de biodispanibilidad,

g) Productos parenterales que han sido efectivos en al menos una indicacién en

estudios de eficacia clinica o que demuestren contener los mismos ingredientes



activos y excipientes que un producto similar que haya side aprobado
previamente, a excepcién de algunos fdrmacos como en el caso de ia Fenitolna.

2.3.4. Productos que requleren de estudlos de blodisponibllidad o
bloequivalencia ‘
Se debe demostrar fa biodisponibilidad/bicequivalencia de productos
cuando:
a) Se tenga evidencia, de estudios clinicos bien controlados en humanos, que
tales productos no presenten un efecto terapéutico comparable.
b) Evidencia de que el producto tiene un estrecho Indice terapéutico.
¢) Evidencia clfnica que indique problemas de bioequivalencia durante la
terapia. .
d) Ciertos factores relacionados a propiedades fisicoqufmicas del farmaco
afecten la velocidad y grado de absorcién, como:
1.-Baja solubilidad en agua (<Smg/mi).
2.-La disolucidn en el estémago es ciftica para !a absorcién.
3.-El volumen de Ifquido requerido para disolver al principio activo excede
en gran medida al volumen de! fluido g4strico (100ml aproximadamente
en adultos).
4.-El tamafio de partlcula y/o area superficial es critico para Ja
absorcién.
5.-Ciertas caracterfsticas estructurales tales como formas poliméificas,
solvatos o complejos que se disuelven pobremente y pueden afectar la
disolucién o la biodisponibilidad,
6.-El medicamento tiene una alta relacién excipientes/principio activo, por
ejemplo 5:1.
7.-Los excipientes en la formulacién tienen propiedades hidrofflicas o
hidrofébicas muy aftas y son afiadidos para mejorar la absorcién, o si
la presencia de tales excipientes puede interferir en la absorcion.
e) Evidencia de estudios farmacocinéticos indicando que:
1.-El f&rmaco es absorbido principalmente en un sitio muy particular del
tracto gastrointestinal. :
2.-E) grado de absorcién del fdrmaco es muy bajo (<50%) comparado con
una administracion intravenosa, atn cuando e! farmaco es administrado
en solucién.



3.-Indicaciones de que el fArmaco se metaboliza rdapidamente en la pared
intestinal o en higado durante e} proceso de absorcitn de tal forma que
la respuesta bioldgica del farmaco es dependiente tanto de la velocidad
como del grado de absorcién,

4.-Ef tdrmaco es excretado o metabolizado rdpidamente y por lo tanto
se requiere una absorcién rapida para Ia efectividad dei farmaco.

5.-El tA&rmaco es inestable en dreas especificas del tracto gastrointestinal
y requiere de un recubtimiento o formulacién especiales.

6.-El fa&rmaco muestra una cinética dosis-dependiente en o cerca del
rango terapéutico y por ello la velocidad y grade de absorcién son
importantes para la efectividad clinica.

2.3.5, Bases para establecer la bloequivalencla o blodisponiblildad

a) Dos productos serdn bicequivalentes cuando no existan diferencias
significativas en la velocidad y grado de absorcién al comparar con el patrén de
referencia, apoyado por un disefio estadistico que permita observar tales
diferencias.

Los estudios de biodisponibilidad en humanos proveen el método més
confiable para determinar la bioequivalencia. Para veriticar la biodisponibilidad
es necesario comparar los niveles sangulnecs del fdrmaco en sangre y/o la
cantidad acumulada excretada en orina después de la administracion de la
forma farmacéutica bajo prueba con los niveles que se obtienen de ta forma
farmacéutica utilizada como referencia o innovador.

Los mejores estudios in vivo son aquellos disefiados para revelar
cualquier diferencia en la velocidad y eficiencia de absorcién y la magnitud de
tales diterencias.

.os niveles sangulneos y/o las cantidades excretadas en orina pueden
ser medidas después de:

*la administracién de una dosis Gnica del medicamento

*durante un intervalo de dositicacién en el estado estacionario, después

de la administracién de una dosis miiltiple del medicamento

*después de la primer dosis y durante un intervalo de dosificacién en el

estado estacionario después de una dosis multiple.
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La necesidad de efectuar estudios de bicequivalencia en productos ya
existentes para propdsitos de comparacién han sido realzados por los
comentarios de *The Drug Price Compettion® y por *Patent Term Restoration
Act® en 1984, E| acta permite evaluar a los duplicados de alguin producto que
haya salido al mercado después de 1962, con la premisa de que el
medicamento demuestre ser bioequivalente al original, Lo anterior indica que en
muchos ‘de los casos, se deberdn efectuar estudios de biodisponibilidad
comparativa in vivo. Para establecer la bioequivalencia es r io que la
absorcién neta de los productos no presente diferencias significativas y que las
velocidades de absorcion sean tan cercanas que los perfiles de niveles
sangufneos sean muy parecidos.

€l protocolo para los estudios de bicequivalencia es mds simple que los
que se requieren para otros estudios farmacocinéticos de un fArmaco nuevo,
dado que(32):

a) Al mismo grupo de voluntarios se le administraran las mismas formulaciones,
por lo que los pardmetros farmacocinéticos tales como el volumen aparente de
distribucién, las microconstantes de velocidad que controlan la transferencia
entre los compartimientos y la vida media de eliminacién pueden ser
considerados constantes.

b) Los voluntarios estdn sujetos al mismo protocolo de ayuno en el estudio, la
eficiencia de absorcién del fArmaco, después de que es liberado por la forma
farmacéutica y ha sido disuelto en el fluido corporal, puede ser considerado
tentativamente como la misma. Por lo tanto, las diferencias en la absorcién neta
del farmaco pueden ser airibuidas a diferencias en las caracteristicas de
liberacién de la forma farmacéutica.

Se recomienda que el diseiio del estudio sea cruzado, para detectar las
diferencias entre las formas de dosificacién en un 20% 6 maés.



Existe cierta controversia en cuanto a cual producto se considera como
*referencia® o “producto estdndar". Generalmente el primer producto en salir al
mercado, conocido como innovador, se considera como la referencia.

Los intentos regul: ios para est criterios especlficos para juzgar
la bioequivalencia han generado debates acalorados dada la naturaleza del
tépico y sus aplicaciones. El asunto es complicado, ya los conceptos generales
y procedimientos para la medicién de la bioequivalencia estan basados en los
conocimientos de otras dos disciplinas: Biofarmacia y Farmacocinética.

Dos puntos de mayor interés, y que son los que causan los debates, son
los siguientes(33):

1S1 ISTI

Un tépico critico es el andlisis estadfstico empleado. Entre estos se
encuentra la regla de 75/75, donde la biodisponibilidad relativa del producto de
prueba debe ser mayor o igual al 76% y menor o igual al 125% en al menos el
75% de los sujetos, en relacién al patrén de ref ia. Algunos fios han
demostrado que la regla puede aceptar productos disimil o no pt
productos “similares, especialmente cuando el estudio sufre de una gran
variabilidad intra e interindividual.

Otro punto de debate es la regla de poder 80/20, la cual requiere que el
diseno estadistico del estudio deberd ser capaz de proveer un 80% de
probabilidad de detectar diferencias de hasta un 20% en las medias de las ABC
y Cmax de las formulaciones bajo prueba. Aunque una diferencia del 20% en los
farmacos con una modesta pendiente en las curvas dosis-respuesta puede ser
clinicamente insignificante, la diferencia puede causar serios problemas en la
terapéutica si las pendientes de la curvas dosis-respuesta no son muy
parecidas. Por esta razén se ha recomendado que la regla que se emplee sea
80/10.

Actusimente son “los  intervalos de confianza  (clasicos,

Westlake)(34)(35)(36), los que dan los indicios para decidir sobre la
bicequivalencia o no de los productos.
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VO TARIOS o]

Los estudios de bioequivalencia, requieren de la participacién de
voluntarios sanos, jévenes, en ayuno y de sexo masculino, de preferencia, El
empleo de una poblacién homogénea y condiciones controladas es para
minimizar las diferentes variables que pueden afectar los niveles plasméticos del
farmaco durante e! estudio comparativo. Sin embargo, el disefio experimental
crea una poblacién aleatorizada y ¢ondiciones artificiales que pueden cubrir las
diferencias potenciales en el desempefio de la prueba bajo las condiciones
reales de uso de los productos.
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2.4,PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LA HIDROCLOROTIAZIDA(8)

2.4.1.Nombre quimico.

6-cloro-3,4-dihidro-2H-1,2,4-benzotiadiazina-7-sulfonamida-1,1-dioxido.

2.4.2.Férmula condensada.
C7HgCIN304S2

2.4.3.Férmula desatrollada.

Hidroclorotiazida

2.4.4,Peso molecular.
287.72

2.4.5.Descripcién.
Polvo cristalino blanco o casi blanco.
inadoro.
Punto de fusién 273°-275°,
UVmax(metanol+trazas de HCl)
130,654,1280),
pkal=7.9y pka2=0.2,

2.4.6.Solubilidad

a 317,271

y 226

{Atem1%

La solubilidad en soluciones acuosas se presenta en la tabla 2.1 y la
solubilidad en soluciones no acucsas se presenta en la tabla 2.2
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Tabla 2.1.
Solubilidad de HCTZ en soluciones acuosas

Solvente Temperatura p Solubilidad
()] de la solucién | {mg/100mi soin.)
Agua 25 6.2 60.9
Agua 37 7.2 108.0
NaCl!0.9% 2 6. 59.4
HCI0.1N 2 1.0 60.8
Ac, Acético 2 2.9 63.6
G.1N
Soln. Amort. 25 4.5 623
de acetatos
Sol. amort. de 25 7.4 61.6
fosfatos
0.067M
Soln. amort. de 25 89 103.0
boratos 0.05M
Amoniaco 1M 25 11.6 2.2
NaCHO.1N 25 10.2 1.8
Fluido gdstrico 37 1.1 108.0
simulado
Fluido a7 75 109.0
intestinal
simulado

Tabla 2.2.
Solubilidad de HCTZ en soluciones no acuosas

Solvente Temperatura Solubilidad
(C) {g/100 ml soln.)
Acetona 13.70
Acido acético 0.15
Acetonitrilo 2.00
Acetato de 0.59
etilo
Clorotormo 23 0.1
Etanol (96%) 2 1.30-1.40
Metanol 2 3.90-4.10
Diclorometano 2 <0.02
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2.4,7.Coeficiente de particién
El coeficiente de particién de la HCTZ, entre diferentes medios acuosos y
n-octanol como fase organica, se presenta en la tabla 2.3.

Tabla 2.3
Coeficientes de particién de HCTZ
Medlo Coeficlente
orgdnico/acuoso
HCIO.1N (pH 1.06) 1.94
Soln. Amort. glicina 0.866
{(pH 3.0)

Soln. Amort. Fosfatos ) 0.855

{(pH 7.4) :

2.5.Farmacocinética

2.5.1. Absorcién(38)(39).

Después de una dosis Gnica intravenosa o administracién oral de HCTZ
marcada con 14C (dosis iv. 1, 35y 65 mg, n=3; p.o 5, 50 y 65 mg, n=4, n=6), el
90-93 % y el 53-83 % de la dosis respectivamente fué excretado en orina. Por lo
tanto la absorcién de una dosis oral de una dosis del fdrmaco est4 en el rango
del 60 al 80%. Se ha encontrado que la absorcién se reduce en pacientes con
deficiencias cardfaca, renal o hep4lica dado que la cantidad excretada en orina
es del 40% de la dosis o0 menos.

Las concentraciones maximas en plasma se han encontrado entre las 3y
4 horas.

2.5.2, Distribucién(40)(41).

El patrén de distribucién de la HCTZ después de una admini ién oral
de HCTZ marcada con tritio (dosis: S5mg), revela altas concentraciones de
radiactividad total en el higado (27.8 pg/g) y en tracto gastrointestinal (36.0 ug/g)
después de una hora de la administracién. La concentracién en plasma fue de
1,53 ug/ml, mientras que en vaso, misculo y cerebro fue de 0.36 a 0.46 ug/g.

Se demostré un bajo porcentaje de unién del fArmaco a albimina sérica
bovina con solo un sitio de unién.

Hasta ahora no se ha demostrado la unién de la HCTZ a las células
sangulneas.
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2.5.3. Farmacocinética basica(42-45)-

En voluntarios, después de una dosis oral Unica (n=8; dosis 12.5,25,50 y
75 mg) la concentracién mdxima del f&rmaco inalterado en plasma se encontré
entre 1.5-5 horas y el drea bajo la curva de 0 - 9 horas se relacioné linealmente
con la dosis, Las concentraciones en relacién con Ia dosis creciente, fueron de
7019, 142150, 260188 y 376+70 ng/ml, respectivamente ( media £sy ). La
HCTZ se elimina del plasma siguiendo un modelo bicompartimental con una
vida media de eliminacién de 5.6 a 14.8 h. En los mismos voluntarios y con el
mismo disefio estadfstico, también se correlaciond la excrecién urinaria con la
dosis administrada. A dosis orales de 12.5, 25, 50 y 75 mg la excrecién urinaria
fue (0 - 48 horas) de 8.5+2.0, 17.9:4.2, 334186 y 489 x7.6mg,
respectivamente. La cantidad excretada acumulada fue del 65 al 72% de la
dosis para todas las dosis administradas. La depuracién renal fué independiente
de la dosis: 345¢123 a 319486 mVmin. En 7 pacientes con falla cardfaca
congestiva ( dosis 50mg, n=6; 75mg, n=1) se encontraron altas concentraciones
de HCTZ en plasma después de 1.5-8 horas: 282-672 ng/ml. La vida media de
eliminacién en plasma fue de 8.9-28.9 horas(n=6) y 3.1 horas{n=1).

. En pacientes hipertensos, durante tratamientos repetidos con diferentes
dosis de HCTZ (dosis 12.5, 25, 50 y 75 mg al dfa durante dos semanas
consecutivas; 75mg durante 4 semanas adicionales) los niveles plasméticos se
relacionan al incremento de la dosis: 15+7, 17x8, 27+11 y 34x17 ng/ml,
respectivamente. La concentracién del f&rmaco en el estado estacicnario
después de 6 semanas fue de 111ng/ml, La excrecién urinaria del farmaco a las
24 horas despuéds de la administracién fue de 60% de la dosis y la depuracién
renal fue de 317120 mV/min.

2.5 4.Biodi ibilidad

Dado que la HCTZ se excreta casi en forma inalterada en orina en el
hombre, la cantidad excretada en orina es la mejor medida de la
biodisponibilidad del farmaco. Como se ha mencionado anteriormente el
porcentaje excretado es independiente de la dosis: 65-72%(37).

Se ha observado que la biodisponibilidad de ta HCTZ se mejora cuando
se administra con alimentos (n=8, dosis 63.2 + 8.0%- en ayuno- vs 74,2 £ 6.5%
-alimentos- de la dosis medida en orina). Después de un pretratamiento de ios
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voluntarios con el anticolinérgico propantelina, también se vié aumentada la
absorcién (n=6,dosis 75mg; 66.9+4.4 vs 49.3+5.3% de la dosis en orina).

No se ha observado influencia en la biodisponibilidad de la HCTZ cuande
se administré sotalol, metoprolol o hidralazina en combinacién con el fdrmaco
come politdrmaco o en formas farmacéuticas por separado(46-48).

2.6.Métodos analiticos para la cuantlficacién de Hidroclorotlazida en
flufdos bloléglcos.

Entre los métodos reportados para la cuantificacién de HCTZ se
encuentran los colorimétricos, que implican reacciones de copulacién en las que
se forma un compuesto colorido, sin embargo estos métodos solamente son
apropiados para la cuantificacién en formas farmacéuticas y no para andlisis
biofarmacéutico dado su inespecificidad(50-52).

Los métodos espectroscédplcos propuestos en la literatura no son
aplicables cuando se sabe que existen compuestos de degradacidn, pues
nuevamente existen problemas de especificidad(53)(54).

Bower y Winefordner, reportaron una técnica a temperatura ambiente
para cuantificacién de HCTZ por fosforescencia y encontraron que es simple,
selectivo y adecuado en la clfnica(65).

Existen métodos fluorométricos, los cuales incluyen una derivatizacién de
la HCTZ sobre placas de Cromatograffa en Capa Fina (CCF), Dado que los
autores del métedo encontraron poca reproducibilidad, recomiendan que la
cuantificacién se haga con el f&rmaco no derivatizado y aunque la sensibilidad
del dltimo método es menor, la consideran aun adecuada para los andlisis en
plasma humano, orina y saliva después de una administracién oral de 25 mg del
farmaco(56).

Los métodos cromatogréficos son los mas ampliamente usados para la
cuantificacién de HCTZ tanto en fluidos biolégicos como en formas
farmacéuticas, Existen métodos por Cromatografla de Gases (CG) y por
Cromatograffa de Liquidos de Alta Presién (HPLC).

Por CG la HCTZ es metilada con yoduro de metilo, empleando una
técnica de extraccién con agentes orgénicos. Para la cuantificacién se emplea
como estandar interno, la clortalidona. Las condiciones cromatograficas son las
siguientes: columna SE-30 al 1% sobre Gas-Chrom Q (malla80-100); nitrégeno
como gas acarreador; la temperatura del inyector de 230°C , la temperatura de
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la columna es 225°C y la del detector de captura de electrones es 300°C o
detector de ionizacién de flama a 270°C .

Es obvio que casi todas estas técnicas por CG requieren de un
tratamiento previo de la muestra, que generalmente es una exraccién, ya sea
del fluido biolégico o de la forma tarmacéutica, un ejemplo de lo anterior es la
técnica citada por Lindstrdm et al (57). Los métodos de cuantificacién por HPLC
incluyen una gran variedad de columnas y fases méviles.

En la tabla 2.4. se resimen algunocs ejemplos de columnas y fases

méviles empleadas en cromatograffa de liquidos :

Tabla 2.4, Fases méviles y columnas empleadas
en HPLC, para cuantifiacar a la HCTZ

Ret Columna Fage mévlil Tipo muestra
CSP int. idnico/Zipax NapS04 en soln. Productos de
58 | 30pm, 1000X2.1mm | amont. de boratos, pH | hidrélisis de la HCTZ
9.2, 0,005M : MeOH | + HCTZ + Hidralazina
(87.5:12,5)
Corasil-C1g, Hacer pruebas Mezclas artificiales de
59 220X2.3mm antihipertensivos
Corasil-fenilo, Hacer pruebas Mezclas artificales de
9 1220X2,3mm antihipetensivos
py-Bondapak C4g, NaH2PO4 en agua suero
1 300X4mm 0.01M : Metanol _orina
(80:20)
Lichrosorb SI60, n-hexano:2- Tabletas:
60 Sum, 250X2. imm propanol.cloroformo: HCTZ + reserpina
dietilamina
(76.99:17,99:4.99:
0.03)
61 Lichrosorb 5pm, n-hexano:etanol Suero
500X4.4mm (55:45)
Nucleosil 10-CN CqyaH25Na0O4S Tabletas:
62 10um, 200X4.8mm 0.01M:2- HCTZ + reserpina +
propanoliH2S04 0.1N hidralazina
(75:20:5)
9 Spherisorb ODS Agua : Metanol Suero
10um, 250X3mm (85:15) (gel flitrado)
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Las condiciones de deteccién en estos métodos son en su mayorfa por
espectrometrfa UV, eliminandose con la separacién cromatografica los
problemas de especificidad.

Se han desarrollado métodos especiales para cuantificar a HCTZ en
plasma y orina cuando se encuentra combinado en la forma farmacéutica con
otros fArmacos como triamtereno(27) , métodos que visualizan la separacién de
HCTZ de plasma y orina y su cuantiticacién por HPLC(63)(64)(65)(66)(67),
cuantificacién en plasma o suero (68)(69) y métodos para la cuantificacién de
HCTZ en oarina (70)(71).

’ Se cuenta con métodos tan sencillos como el que reporta Cooper et al,
en donde se requiere de 1 ml de plasma u orina, se realiza una exraccién con
acetato de etilo y una re-extraccién con hidréxido de sodio 0.1N, La solucién se
inyecta en una columna fase inversa Cyg, el eluyente es metanol-0.01M
NaH2PO4 (1:4), la deteccién es por UV a 271 nm. Los recobros en plasma son
del 98.2+3.7% (n=9) en un rango de 200 - 800ng/ml, en orina se obtiene un
recobro de 91.5+2.5 (n=8) en un rango de 20 - 100 pg/ml. Cooper &t a/, reporta
que no hay interferencia en el método cuando la HCTZ se combina con los
siguientes fArmacos:azatiopirina, clortalidona, guanetidina, metildopa, minoxidil,
prednisona y espirolactona(72). '

Alton et al, reportan otro método de cuantificacién en orina mediante la
separacién de HCTZ y el estdndar interno triclorometiazida, en una columna p-
Bondapak Fenilo, en donde después de una extraccién con solventes orgénicos,
se lleva a cabo la separacién cromatogrdfica y la deteccidn es por UV a 280 nm,
el método es lineal hasta los 50 pg/ml, sin observarse interferencias debidas a la
matriz(70).

Koopmans et al realizan una extraccidn previa a la separacién con
metanol, acetato de etilo y solucién amortiguadora de acetatos (pH=3.8 para
plasma y pH=5.0 para orina), sin embargo con la fase mdvil propuesta los
tiempos de retencién son de 15 a 20 minutos y el tiempo de preparacién de la
muestra es de aproximadamente 30 minutos y aunque los autores reportan el
método como simple, rdpido y especliico, empleando como estandar interno a
la clorctiazida, no es el més idéneo de los métodos de andlisis encontrados(65).

Por ultimo, en el método propuesto por Barbhaiya et al, se desarrolié un
método cromatografico para ia determinacién de HCTZ y Clorotiazida en orinay
plasma, en el cual se realiza un tratamiento previo al anAlisis cromatogréfico,
una extraccién con una solucién amortiguadora de acetatos (pH=5.0) y acetato
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de etilo, las condiciones cromatograficas son similares a las reportadas por otros
autores: Columna C18, fase mdvil de acetonitrilo al 4% en perclorato de sodio
0.01M con pH de 4.6, una velocidad de flujo de 2.5 mVmin y tiempos de
retencién de hasta 13.5 minutos(63).

2.7.Aspectos tarmacolégicos de la Hidroclorotlazida(73)

Durante las ultimas tres décadas, e! tratamiento efectivo de Ia
hipertensién ha reemplazado el tratamiento radical de la hipertensién maligna y
la indiferencia terapéutica hacia ta “hipertensién benigna esencial®. La
morbilidad y mortalidad han disminuido con el desarrollo de agentes efectivos
para reducir la presién arterial. Han surgido pautas 1&gicas para el manejo de la
hipertensién y se ha implementado ampliamente un tratamiento efectivo.

La hipertensién es definida en general como una elevacién de la presién
sistdlica ylo diastélica y en general se acepta un valor de 140/90 mmHg como el
Iimite superior de normotensién, Ciertos factores de riesgo (por ejemplo,
hipercolesterolemia, diabetes, tabaquismo y antecedentes familiares de
enfermedad vascular) junto con la hipertensién predisponen a la arteriosclerosis
y consiguiente morbilidad y mortalidad cardiovasculares. Las poblaciones de
pacientes con una presién diastélica sostenida en el espectro de 105 a 120
mmHg se benefician inequivocamente con una reduccién efectiva de la presién
arterial, Incluso una reduccién subéptima de la presién arterial puede beneficiar
a pacientes moderada a severamente hipertensaos. El tratamiento de pacientes
con una presién diastélica en el espectro de 80 a 104 debe individualizarse,
especialmente en el extremo inferior de este espectre, cuando estdn ausentes
otros factores de riesgo cardiovascular, Los beneficios del tratamiento
antihipertensivo incluyen evitar una hipertensién acelerada o maligna, menor
incidencia de insuficiencia renal hipertensiva y una reduccién de la incidencia de
lar hemorragico e insuficiencia cardidca.

Las tiazidas y derivados ftalimidinfcos, estrechamente relacionados, se
han convertido en ia base del tratamiento antihipertensivo. Aunque se usa el
término diurético, su mayor efecto hipotensor durante la administracién crénica
parece deberse a vasodilatacién mds que a saluresis o pérdida de agua libre.
sin embargo, su efecto sobre la resistencia periférica puede ser secundario a
cambios inducidos por diuréticos en el equilibrio del sodio,

ite cerebre
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Las tiazidas y compuestos relacionados y en especial las
benzotiadiazinas tienen un patrén similar de efectos farmacolégicos y en general
son intercambiables (con el apropiado ajuste de la dosis). Cuando se
administran de forma aguda y en dosis razonablemente grandes (por ejemplo
50 a 100 mg de hidroclorotiazida), reducen la tasa de fittracién glomerular, flujo
sangulneo renal y presién arterial media. Crénicamente, sin embargo, el efecto
hipotensor de las tiazidas se observa con dosis mucho menores que las
necesarias para una saluresis, kaluresis o pérdida de agua libre. La fraccion de
flitracién urinaria, resistencia vascular renal y actividad de renina en plasma
aumentan moderadamente, Con el uso crénico, se recupera parte del volumen
plasmético perdido inicialmente, pero permanece aproximadamente un 5% por
debajo de los valores pretratamiento. El volumen minuto y tasa de filtracién
glomerular retornan a valores casi normales, mientras que la presién arterial
media permanece baja y la resistencia vascular sistémica disminuye.

Dado que las tiazidas potencian el efecto antihipertensor de otros
agentes que tienen diferentes mecanismos de accién, su uso con otros
fdrmacos antihipertensivos es racional y comtin. No hay forma de predecir la
respuesta antihipertensiva a las tiazidas a partir de la duracién o severidad de la
hipertensién en un paciente dado, aunque es paco probable que sean efectivas
cuando se usan solas en la hipertensién severa.

Los efectos hemodindmicos de las tiazidas hacen surgir interrogantes en
cuanto a fa naturaleza de su mecanismo de accién como agentes
antihipertensivos. Probablemente, sus efectos sean miltiples e incluyan
reduccién del volumen de liquido intersticial con la consiguiente reduccién de la
rigidez de la pared vascular y aumento de la distensibilidad vascular, Dado que
aumentan la aclividad de renina en plasma y las concentraciones de
noradrenalina y aldosterona en plasma como r iones d al uso
de tiazidas, la menor disponibilidad de estas sustancias no es responsable de
los efectos hipotensores, puesto que los pacientes anéfricos no muestran una
reduccién en la presién arterial cuando reciben tiazidas.

Las tiazidas acttian directamente sobre el rifién, aumentando la excrecién

de cloruro de sodio y un voll 1 acompafhiante de agua; también tan la
excrecién de potasio. La potencia de-las idas varfa pli como
inhibidores de ia anhi carbénica. Aquellas que son activas en este aspect

pueden, con una dosis suficiente, tener el mismo efecto sobre la excrecién de
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bicarbenato que la acetazolamida. Sin embargo, este fendmeno rara vez se
encuentra en la clfnica.

Las tiazidas son secretadas activamente en el tibulo proximal. Esta
secrecién puede ser reducida por competidores como el probenecid. En algunas
circunstancias el probenecid puede inhibir la respuesta diurética de las tiazidas,
sugiriendo que el diurético puede estar en el liquido tubular para ejercer su
efecto. El principal sitio de accién de las tiazidas es el tibulo distal.

La velocidad de filtracién glomerular puede reducirse con las tiazidas,
epecialmente con la administracidn intravenosa. Esto se debe presumiblemente
a una accién directa sobre los vasos renales. Tiene poco significado en fa
interpretacién de la accién primaria de los farmacos, pero puede tener
importancia clinica, particularmente en los pacientes con reserva renal
disminufda. Las tiazidas inducen la excrecién de potasio, efecto que se aprecia
mas en estudios agudos; a diterencia de los demds agentes natriuréticos, las
tiazidas disminuyen [a excrecién renal de caicio, como resultado de una accién
directa sobre el tidbulo distal.

Los agentes mds usados son la clorotiazida y la hidroclorotiazida en dosis
de 1- 1.5 g y 50 - 150 mg, respectivamente, en dosis diarias fraccionadas.

2.8 Aspectos 1 togl de ta Amilorida(73)

La amilorida es un agente diurético ahorrador de potasio, posee una
moderada accién natriurética, suficiente para el mantenimiento de algunos
pacientes; sin embargo se ie usa con mayor frecuencia por sus efectos sobre la
excrecién de K+, La amilerida interfiere con el transporte en los segmentos
distales de la nefrona, Induce un moderado at en la ién del Na+t,
acompaiiado principalmente por cloruro como anién. En circunstancias comunes
existe poca variacidn en la excrecién de K*, si bien algunas veces puede
observarse un leve aumento. Sin embargo cuando la excrecién de K+ es alta
debido a una mayor ingesta, a la administracién de otro diurético o a exceso de
un mineralocorticoide, este agente causa un pronunciado descenso de su
excrecién. La amiilorida, agente diurético ahorrador de K+, también puede
producir una leve alealinizacién de la orina, que puede atribuirse a [a inhibicién
de la secrecién de protones en la nefrona distal. Este compuesto no es inhibidor
de la anhid rbénica, es un inhibidor del r ismo de inter bio de
Na+-H+ en el tibulo proximal y de la Na+, K*+-ATPasa, aun que para ello se
requieren concentraciones mds elevadas de las que se pueden lograr in vivo, La
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amilorida reduce la excrecién de Ca*+, Este agente se presenta para su uso
solamente para dosificacién oral, en tabletas de 5 mg v la dosis habitual es de
5mg a 10mg al dfa. Se absorbe alrededor del 50% y se une a protefnas en un
60%, no se metaboliza y es secretada en el tubulo proximal de |a nefrona,

Algunos pacientes con edema, presentan una respuesta diurética
satisfactoria a un diurético ahotrador de potasio solo. Sin embargo, los datos
clinicos disponibles sugieren que ia mayor utilidad de estos agentes se logra en
combinacién con otros diuréticos; asf encontramos fa combinacién de
Hidroclorotiazida-Amilorida (50mg/5mg). En general, la administracién de un
diurético ahorrador de potasio junto con otro compuesto natriurético aumenta !a
natriuresis y reduce la pérdida de K+, En la terapia concurrente, este ultimo
efecto es el que se observa con mayor regularidad, en consecuencia, la
justificacién de una terapia concomitante con otro agente estd relacionada -
principalmente con e! metabolismo del K*.

2.9.HCTZ COMO FARMACO CON PROBLEMAS DE BIOEQUIVALENCIA

La Hidroclorotiazida (HCTZ), es un diurético ampliamente prescrito,
ocupa el lugar # 17 entre los tdrmacos de mayor uso en los Estados Unidos y en
México es ampliamente empleado en Institutos como el Instituto Nacional de
Cardiclogfa(l.N.C.). Es realtivamente insoluble en fluidos acuosos y por lo tanto,
tiene el potencial de ser pobremente absorbido en el tracto gastrintestinal. En
1973 el Reporte det Ad Hoc Committe on Drug Product Selection de la Academy
of General Practice of Pharmacy y la Academy of Pharmaceutical Sciences,
caracterizaron a la HCTZ como un fadrmaco con "bajo o inexistente riesgo
potencial® con respecto a problemas de biodisponibilad, Un reporte de 1874 de
un comité de la Academy of Pharr tical Sciences colocé a la HCTZ en la
“Lista C*, que es un grupo de fdrmacos a los cuales alin no se les podia ubicar
si tenfan o no problemas de bioequivalencia o problemas en e} assguramiento
de la calidad del producto, lo cual se teflejaria en la terapia. También en 1974, el
repote del Drug Bioequivalence Study Panel a la Office of Technology
Assesment {OTA) incluyé a la HCTZ en una lista de 24 {drmacos “para los
cuales, se han demostrado diferencias en biodisponibilidad de productos
quimicamente equivalentes®(29).
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Prescott y Nimmo, en 1971, discutiendo observaciones de inequivalencia
de genéricos en sujetos humanos, listaron 14 ejemplos de tarmacos
inequivalentes entre los cuales se encuentra HCTZ (74), asl mismo por lo
menos un reporte indica que la formulacién del producto puede afectar la
biodisponibilidad de Ja HCTZ en las formas farmacéuticas(75), también ha sido
catalogado por FDA, OMS, Prescription Drugs, Federal Register, Hew
Publications y Euroducoment como un fArmaco con problemas potenciales de
blodisponibilidad. Ademas de lo que ya se mencioné, en México no existe la
HCTZ como monofirmaco, sino que existe combinado con fdrmacos como
amilorida, lisinopril, triamtereno, metoprolol, timolol, metildopa, enalapril y
captopril y todo ello aunado a que no existen reportes de la bioequivalencia de
productos nacionales conteniendo el principio activo HCTZ, hacen de este
fArmaco una entidad interesante para realizar estudios de bicequivalencia,
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mn
Parte Experimental

3.1, Estdndares y productos empleados en el estudio
Se empiearon Hidroclorotiazida y Amilorida estdndar secundario,
los cuales fueron donados por Laboratorios ICl Divisién Farmacéutica.

Los product os nacionales comerciales que se emplearon en el
estudio de bioequivalencia fueron adquiridos en las farmacias, siendo: Moduretic
(lotes MZ61 y MZ555, de Laboratorios Prosalud), Rhefluin (lotes 91352 y
92018, de Laboratorios Siegiried de México).

El producto innovador Hidrodiuril { lote N® 50489 )} de MSD, fue
donado amablemente oor CAFET SA. de CV

Los productos nacionales : Moduretic y Rhefluin; contenfan 50 mg
de Hidroclorotiazida combinados con § mg de Amilorida, mientras que el
producto  innovador:  Hidrodiuril; contenfa (nicamente 50 mg de
Hidroclorotiazida., -

3.2, Control de calidad de los productos.

Las pruebas de control de calidad se efectuaron de acuerdo a los
lineamientos especificados en la USP XXl|, debido a que esta es la Farmacopea
que contenfa las pruebas de control de calidad para la combinacién de
principios activos bajo estudio :

3.2.1.identificacién

Se llevé a cabo mediante el méiodo de cromatografla de \lquidos,
descrito en fa prueba de Uniformidad de Contenido. Los tiempos de retencién de
los picos principales obtenidos en el cromatograma de la Sofucién de Prueba
deberan comesponder a aquellos obtenidos en la Solucion Esténdar.

3.2.2.Variacién de peso
Se pesaron individuaimente 20 tabl determinandose el peso
promedio y la desviacién estandar. ’

3.2.3.Uniformidad de contenido
*Solucién  amortiguad de fosfat y fase mévik la solucién
amortiguadora se preparé disolviendo 13.6 g de tosfato monob4sico de
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potasio en 80 ml de agua, ajustado a pH de 3.0 con solucién de 4cido

fostérico y mezclado constante, Se aforé a 100 ml. La fase movil se

preparé con una mezcla degasificada de agua, metano! y solucién

amortiguadora en proporcién de 71:25:4.

*Solucién estdndar: Se disolvié una cantidad adecuada de clorhidrato de
amilorida en metanol para obtener una solucién de una concentracién
de 1.0 mg de amilorida/ml. Se transfirieron 10,0 ml de esta solucién a un

matraz volumétrico de 100 m! conteniendo 100 mg de Hidroclorotiazida,

exactamente pesados, y 20.0 ml de metano!l, Se afiadieron 4.0 ml| de
4cido clorhfdrico, se diluyd con agua a volumen, y se mezcld. La
concentracién de Amilorida fué de 0.1 mg/mi y de 1.0 mg/ml para

Hidroclorotiazida.

*Solucién de ensayo: Se pesaron y pulverizaron tinamente no menos de
20 tabletas de Hidroclorotiazida y Amilorida. Se transfirié una porcién,
exactamente pesada del polvo, equivalente a 5 mg de Amilorida, a un
matraz volumétrico de 50 ml. Se afiadieron 15.0 ml de metanol y 2.0 ml

de 4cido clorhfdrico. Se sonicd el matraz por 10 minutos, se diluyé con
agua a volumen, se sonicé por 10 minutos més, se mezclé y se filtré.

*Sistema cromatografico: El cromatégrafo de llquidos estaba equipado
con un detector de onda variable a 286 nm y una columna de 3.9 mm X

30 cm empacada con L1(C{g). La velocidad de flujo fué de 1.0 mVmin.
Se inyectaron 5 muestras por separado de la Solucién Estandar, y se
registraron las respuestas de los picos como se menciona en
Procedimiento. La desviacién estandar relativa no debera ser mayor al
2%, y el factor de resolucién enire HCTZ y amilorida no serd menor de

2.0, '

*Procedimiento: Se inyectaron por separado volumenes iguales de la
solucién estandar y de la solucién de ensayo en el cromatégrafo, se
registraron los cromatogramas, y se midié la respuesta de los picos
principales y se calculé la cantidad de Amilorida y de Hidroclorotiazida
por tableta.

*La prueba se realizé a 9 tabletas més.

3.2.4.Disolycién

Aparato # 2 ( paletas ). 50 rpm.

Medio : HCI 0.1 N, 900 mlI
Tiempo : 30 minutos.

26



Procedimiento: Se determiné la cantidad de clorhidrato de Amilorida
(CeHBCIN70.HC) e Hidroclorotiazida {CyHaCIN304S2) disueltas a los 30
minutos al UV a una longitud de méxima absorcién a 363 nm para
Amilorida y 270 nm para Hidroclorotiazida, en porciones fitradas de la
solucién bajo prueba, adecuadamente diluidas con HC! 0.1 N. Para
disolver a los estdndares y preparar las soluciones de referencia se
empleé un 2% de metanol, respecto del volumen total.

3.3 Método analitico para cuantificar HCTZ en orina

3.3.1.Equipo
Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién marca Waters-Millipore,
equipado con una bomba Waters M-45, detector Waters modelo 481,
integrador Waters 745-b Data Module, inyector manual Perkin Efmer
modelo 7125 con un loop de inyeccién de 20 ml.
Columna fase inversa, Spherisorb C1g de 25X0.46 cm de 5mm de
tamafio de particula.
Agitador vortex Thermolyne, modelo 16700.
Centrifuga Damon/IEC Division, modelo 1EC HN-SHI.
Balanza analitica Sartorius, modelo 1801.
Evaporador de solventes.
Sistema de filtracién de llquidos Millipore.

3.3.2. Reactivos y Estdndares
Metanol grado HPLC, Mallinckrodt (lote 3041).
Acetato de etilo grado HPLC, Optima (lote 800540).
Tolueno R.A,, Mallinckrodt (lote 8608 KMNR).
Acido ortofosférico R.A., Merck (lote 809581),
Acido clorhldrico R.A., Merck (lote 70698).
Agua destilada.
Agua deionizada.
Bicarbonato de sodio R.A., Mallinckrodt (lote 74120KERT).
Fostato monobdsico de sodio R.A,, J.T. Baker (lote A16457).
Fosfato monobésico de potasio R.A., Mallinckrodt (lote 7100KJBR).
Hidréxico de sodio R.A., Mallinckrodt (lote 7708KJCK). .
Hidroclorotiazida, estandar secundario, ICI-Famma (lote ADM 4427C91).
Amilorida, estdndar secundario, MSD-Prosalud (lote 1779).
Sulfadiazina, estAndar secundario, Laboratorio de Biofarmacia.
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3.3.3. Breparacién de Jas soluciones,
*Solucién de Hidréxido de sodio 10-4M:
Se disolvieron 0.4 g de Hidréxido de sodio y se llevo al aforo a 1000 ml.
De esta solucidn se tomd una alfcuota de 1 miy se fievs al aforo con HpO
a 100 m), esta segunda solucidn tiene una molaridad 104 M.
*Soluciin amortiguadora de fosfatos {pH=3.0):
Se disolvieron 13.6 g de fosfato monobdsico de potasio en 80 ml de
agua, se ajusté el pH a 3.0 con Acido fosférico, se mezclé y se flevé al
aforo con HoO a 100 mi.
*Solucién de fosfato monobdsico de sodio 0,01M:
Se disolvieron 1.3789 g de fosfato monobdsico de sodio en agua,
llevando al atoro con HaO a 1000 mf, esta solucidén se filtré después de
su preparacidn,
“Solucién de dcido clorhfdrico 1N:
Se tomaron 4 mil de 4cido clorh(drico concentrado y se llevo al aforé con
HoOa50ml.
*Solucidn patrén de Hidroclorotiazida:
La solucidn stock de Hidroclorotiazida se preparé col do 10 mg de!
t4rmaco en un matraz volumétrico de 100 ml, disolviendo con 2 mi de
metanol y llevando al aforo con agua o con orina segun sea la cuiva
patrén que se requiera. Esta sofucién tiene una concentracién de 100
wg/mi de hidroclorotiazida.
*Solucién patrén de Amilorida:
Se colocaron 10 mg del fArmaco en un matraz volumétrico de 100 mi, se
afladieron 2 m! de metanof y se llevo al aforo con agua. Esta solucién
tiene una concentracién de 100 ug/ml de amilorida.
*Solucién de suffadiazina { estAndar externo):
Se disolvieron 10 mg de sulfadiazina en un matraz volumétrico de 100 m}
con solucién de hidréxido de sodio 104M. Esta solucién tiene una
concentracién de 100 pg/mi de sulfadiazina.
3.3.4.Procadimiento de extraccién.
El método analitico empleado fué propuesto por Caoper y col.(72),
con algunas modificaciones:
En un tubo de vidrio con tapén rosca se colood 1 mi de orina
teniendo a la hidroclorotiazida (HCTZ), se afiadieron 250 mg de
hicarbonato de sodio y 2 mi de acetato de etilo, se agité por 1 minuto en
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agitador vortex, Se dej6 reposar por 1 minuto y se centrifugé a 3000 rpm

durante 5 minutos, se dejé reposar por 1 minuto, la fase acuosa se

descanté y se tomé 1 ml de la fase orgénica, la cual fue transferida a otro
tubo de ensayo, donde se evaporé a sequedad en bafioc marfa 50°C

y bajo atmésfera de nitrégeno. El residuo se reconstituyé con 0.5 mi de

hidréxido de sodio 104 M, en el cual fué disuelto el estdndar externo en

concentracién de 10 upg/mi Por ultimo se inyectaron 20 ul al
cromatégrato.

Para el andlisis de los cromatogramas se eligié tomar las alturas
de los picos en vez de las 4reas ba]o fa curva, pues se ha reportado una
menor variacién(66).

El procedimiento se esquematiza en |a figura #3.1.
3.3.5.Condiciones cromatograficas para el andlisis.

E1 andlisis se llevé a cabo utilizando una columna cromatografica de fase
inversa Spherisorb Cyg, de 25 X 0.46 (d.i) cm. La fase mévil empleada fue
MeOH-NaH2P0O4 0.01M, 20:80 (v/v), a un flujo de 1.0 mVmin, la longitud de
onda en el detector fue de 271 nm con una sensibilidad de 0.1 AUFS,

3.4 Validacién del método analltico para la cuantificacién de
Hidroclorotlazida en orina.

Con el fin de contar con un método analftico confiable, se
evaluaron los parametros de tinearidad, recuperacién, estabilidad, repeublhdad
tolerancia, especifidad, cantidad minima detectable y tidad mlt
cuantificable.
3.4.1.Linearidad

Se prepararon 3 curvas en orfina, conteniendo HCTZ en el rango de
concentracion de 1 a 100 pg /m|, las cuales se analizaron por el procedimiento
descrito en la seccién 3.3.4. Se graficé la relacién de alturas, HCTZ/SDZ, con
respecto a la concentracién de HCTZ a fin de determinar si la respuesta era
lineal.
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1ML
ORINA

ANADIR 250mg
NaHCOs3 + 2ml de
AcOET

!

AGITAR
1min

|

CENTRIFUGAR
6min, 3000 rpm

I

FASE ACUOSA
DESCARTAR

FASE ORGANICA
TOMAR 1mi

EVAPORAR
50°C con N2

l

** En esta fase se encuentra AECONSTITUIR CON
SDZ, 10 pg/ml (est. int.) 0.5mi NaCH 1g-4M **

INYECTAR
20 yl

Figura 3.1, Técnica de extraccién de HCTZ en orina
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3.4.1.1.Curva patrén de HCTZ en orina.
Se preparé una solucién stock de HCTZ en orina de la si'guien(e forma:
Se pesaron 10 mg de HCTZ, se transfirieron a un matraz volumétrico de
100 ml, se afiadieron 2 ml de metanol y se llevé al aforo con orina, esta solucién
stock tiene una concentracién de 100 pg/mi.
De la solucién stock de HCTZ en orina ( conc. 100 pg/mi) se hicieron las
siguientes diluciones con orina libre de farmaco:
1 mise diluyd y aforé a 10 mi {conc. 10 ug ml)  Solucién A
2 mi se diluyeron y aforaron a 10 ml {conc. 20 yg/ml)  Solucién B
5 ml se diluyeron y aforaron a 10 m! {conc. 50 uyg ml)  Solucién C
8 mi se diluyeron y aforaron a 10 ml (conc. 80 yg/ml)  Solucién D
1 mi de ia solucién A se diluyd
y aforé a 10 mi {conec. 1 pg/ml) Solucién E

3.4.2.Pregisién,
3.4.2.1.Repetibilidad

Para determinar la variabilidad en un mismo dfa, se analizaron seis
curvas patrén de orina conteniendo HCTZ a concentraciones de 1 a 100 ug/miy
se calculé el cosficiente de variacion.
3.4.2.2.Reproducibilidad

_Larepreducibilidad en diferentes dlas se determiné lizando una vez al
dfa soluciones a ta misma concentracién en 4 dfas diferentes. Se tomé a la
relacién de alturas HCTZ/SDZ entre la concentracién((HCTZ/SDZ) /
Concentracién); como dato a evaluar,

3.4.3.Exadtitud,

Se prepararon soluciones stock de HCTZ en solucién: 1a solucién stock
s8 prepard como se describe en la seccién 3.4.1.1,, en vez de llevar al aforo con
orina se llevé al aforo con agua, de esta solucién stock se 2mlyse
transtirid a un matraz volumétrico de 10 m), se afiadié 1 mi de ta sofucion stock
de estandar externo y se aforé con solucién de hidréxido de sodio 104 M, de
estas soluciones se iny on 20 pl al tégraf

A partir de la soluciSn stock de HCTZ en orina, se efectud una dilucidn
para obtener una concentracin de 20 pg/mi, las soluciones resulantes se
trataron mediante el procedimiento descrito en la seccin 3.34. y fueron
inyectadas al cromatégrato.
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3.4.4.Estabilidad de Hidroclorotiazida en orina.

A fin de establecer la establidad de HCTZ en orina, se prepararon
muestras a una concentracién de 20 pg/ml, se dividieron en tubos de ensayo y
se guardaron en congelacién (-4'C) hasta el momento de su andlisis. Se
tomaron muestras a tiempo cero y a intervalos de una semana durante sels
semanas y se analizaron mediante el método descrito en la seccién 3.3.4.

8.4.5.Especificidad.

Se analizaron muestras de orina libre de fArmaco (blanco) y muestras de
orina a las que se agregaron cantidades conocidas de acetaminofén, Acido
acetilsalicllico y cafelna (fdrmacos de uso comin). Ademds se probd
especificidad respecto a ofros dos farmacos que se administraron
conjuntamente con HCTZ, Amilorida y Lisinopril.

8.4.6.Cantidad minima cuantificable.

Se prepararon soluciones de orina adicionada de HCTZ en
concentraciones de 0.05 a 1 pg/ml, se analizaron por el método descrito, Se
tomé como concentracidn mfnima cuantificable aquella cuyo coeficiente de
variacién fuera menor al 5% y que la relacién promedio de alturas determinada
tuese mayor al 10 veces la desviacién estdndar de las repetic efectuadas,

3.4.7.Cantidad minima defectable.

Se prepararon diluciones de una solucién conteniendo 1 pg/ml,
hasta tener la cantidad minima detectable, teniendo presente que la cantidad
minima detectable es aquella en la que la relacién de alturas de los picos (sefial
de la HCTZ y sefial del ruido del sistema), es3 a 1.

3.4.8.Tolerancia,

Esta prueba se realizé para evaluar [a tolerancia del sistema a cambio de
la proporcién de los solventes en la fase mévil hasta en un 50%, el cambio en el
namero de platos tedricos en la columna cormatografica, la marca de columna
cromatogréfica y la marca de solvente (metanol).
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35.E o de Bloequlvalencia de dosls unica en productos comerclales
conteniendo Hidroclorotlazida y Amilorida.
3.5.1.Estudio preliminar de Bioequivalencia,

Antes de realizar el estudio de bioequivalencia, se realizé un estudio
preliminar para establecer los tiempos de muestreo. En el estudio preliminar
participd un voluntario sano con las siguientes caracteristicas:

Sexo: Masculino Peso: 65 kg

Edad: 23 afios Estatura: 1.76 m )

Los tiempos de muestreo para este estudio preliminar fueron los
siguientes: 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 minulos, 1.25, 1.5, 1.75, 2, 2.5, 3, 4, 6, 8,
10, 12, 24, 30, 37y 48 horas (27)(28)(29). El estudio se realizé con una dosis
Unica, con uno de los productos comerciales (Moduretic, lote MZ555). Con este
primer voluntario se siguié el mismo protocolo que con el resto de los voluntarios
y que se describe mds adelante.
3.5.2.Estudio de Bicequivalencia.

El estudio se llevé a cabo en 9 voluntarios (5 hombres y 4
mujeres), entre los 23 y 28 afios de edad y clinicamente sanos, los cuales
fueron informados de los objetivos, propdsitos y efectos colaterales del
medicamento (Apéndces B y C), y firmaron una hoja de consentimiento
(Apéndice A). En la tabla # 3.1 se p| tan las {sticas fsicas de cada
uno de los voluntarios que participaron en el estudio.

Tabla 3.1.Caracteristicas fisicas de los voluntarios
que participaron en el estudio de Bioequivalencia

de productos conteniendo HCTZ
Voluntarlo Edad Peso Estatura Sexo
(afios) (kg) {m)

k 72 .79 M
2 4 52 .65 M
k 3 78 .79 M
4 4 60 - M

4 67 .79 M
€ 23 65 1.68 F
1 24 55 .54 F
B 28 62 .60 F
3 23 50 1.65 F
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El estudio se llevé a cabo con una dosis Unica del producto
comercial conteniendo HCTZ (50mg) y Amla (5mg), una vez por semana
durante tres semanas, siguiendo un disefio de cuadrado latino 3 X 3. A cada
voluntario se le asigné una clave y fue asignado al azar a uno de los tres grupos
siguiendo la secuencia de tratamiento de acuerdo al disefio que aparece en la
tabla # 3.2.

Todos los voluntarios recibieron los productos nacionales
{Moduretic y Rhefluin) y el innovador (Hydrodiuril), Los medicamentos se
administraron con 250 mi de agua, proporcionando 100 ml de agua cada hora
durante las primeras cuatro horas, posteriormente la ingestién de agua fué ad
libitumn,

Se colectaron muestras de crina a las 0, 0.5, 1, 2, 3, 4, 8, 10 12,
24, 30, 38 y 48 horas después de la administracién del medicamento (las 0
horas sirvié como btanco), . A todas las muestras de orina se les afiadié una
gota de tolueno como conservador, se les midi6 el volumen y se guardé una
alicuota en tubo de ensaye, la cual se almacend en congelacién (-4°C) hasta el
momento de su andlisis, empleando el método cromatografico descrito en la
seccién 3.3.4.

3.5.3.Andlisis Estadistico de los datos

Los datos obtenidos se analizaron utlizando un paquete
especializado para este tipo de estudios: Biopak, versién 2.0 de SCI.

Tabla # 3.2, Disefio del tratamiento

seguido en el estudio de bioequivalencia
Gruno Fasel | Fagell Fase ili
A 1 H 2
B 2 1 H
[} H 2 1

1 = Rhefluin lote 91352
2 =Moduretic lote MZ555
H = Hidrodiuryl lote 50489 (Innovador)



W

Resultados

4.1. Control de Callidad de los productos

Se utilizaron las siguientes claves para identificar los productos bajo
estudio:

M1 = Moduretic lote MZ61

M2 = Moduretic lote MZ555

A1 = Rhetluin lote 91352

R2 = Rhelluin lote 52018
4.1.1./dentidad

Los tiempos de retencién de los picos correspondientes a HCTZ y a

Armilorida, en la solucién estdndar y en el producto, fueron de 7 y 8.1 minutos
respectivamente.

4.1.2 Variacién de peso y 4.1.3. Uniformidad de Contenido

En la tabla # 4.1 se muestran los datos referentes a la prueba ‘de
variacién de peso y uniformidad de contenido de fos productos estudiados.

Tabla 4.1, Resultados de las pruebas de control de catidad
Variacién de peso y Uniformidad de contenido

Variacién de Peso

Uniformidad de contenido

Media | C.V. | max min sng Hng m:’ %m\lla

@ o V. V.

WM1_| 0,236 [ 1.16 | 02480224 (mg) | (4 () )
M2 | 0.237 | 0.85_[0.248 | 0.225 TR T Y S Y
R1 0.260 26 10.273 | 0.247 ™2 yr ':' . ; -
| R2 0.247 | 0.95 | 0.259 { 0.2356 X A€ :4 K: !: :S
R2 [ a7i | a8 | 51 | a&




4.1.4Disolucién,
En la tabla # 4.2 se muestran los porcentajes disueltos para los principlos
activos en ambos productos.

Tabla # 4.2. Porcentaje Disuelto
a fos 30min, 50rpm, app#2
Medio:800 mi HC101 N

Producto | % HCTZ +SD { % Amla£SD
M 78 +1.04 7 + 3.83
M 81 +1.41 87 £230
R 83 +1.08 91947
R2 79 +1.78 89 + 3.59

4,2, Validaclén del método analitico para cuantificar HCTZ en orlna.
En la figura #4.1 se muestran los cromatogramas tlpicos obtenidos de:
A.- Solucién conteniendo HCTZ y SDZ (est. ext).
B.- Muestra blanco.
C.- Qrina blanco adicionada de SDZ (est. ext.).
D.- Orina blanco adicionada con HCTZ y SDZ (est. ext.).

4.2 1.Linearidad.

En la figura #4.2 se muestra la lineridad del método empleado para ia
cuantiticacién de HCTZ en orina en el rango de concentracién de 1 - 100 pg/mi.
Mediante un anélisis de regresién por minimos cuadrados se obtuvo la ecuacién
de la llnea recta con una pendiente de 0.0545, un intercepto de 0.012 y un

fici de correlacién de 0.9996, por lo que la ecuacién que describe la
inea es la siguiente:

Y =0.0545X + 0.042.
4.2.2.PRECISION.

4.2.2.1.Repetibilidad

En la tabla # 4.3, se muestran los Hados correspondi ala
repetibilidad del método analitico, en el rango de concentraciones de { a
100ug/ml.
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Tabla #4.3. Repetibilidad del método
datos en Altura Relativa/Conc.

Concentraclén Medla =D.E. % C.V.
(pg/mi)

1 0.0614+0.0004 2.88
10 0.0601£0.0018 4.08
20 0.0601+0.0023 5.74
50 0.0611£0.0022 -4.92
80 0.0602+0.0019 4.82
100 0.05830.0037 9.77

4.2.2.2.Reproducibilidad

En la tabla # 4.4, se muestran los resultados correspondientes a la
reproducibilidad del método analitico, en el rango de concentraciones de 1 a

100 pg/ml.
Tabla #4.4. Reproducibilidaddel método.
Datos en Aturas Relativas /Conc.
Concentraclén Medla 2D.E. % C.V.
(ng/mi)
1 0.0634+0.0029 4.57
10 0.0583+0.0029 5.06
20 0.056810.0038 6.85
50 0.057210.0043 7.79
80 0.051810.0018 3.28
100 0.0527+0.0027 4.49
4,2.3,.Exactitud.

En latabla # 4.5 se observan los datos de exactitud del método empleado
para la cuantiticacién de HCTZ en orina, a una concentracién de 20 ug/mi.

Tabla # 4.5. Porcentaje de extraccién promedio

Datos promedio

HCT2/SDZ Solucién HCT2/SDZ Extraccién

1.3024

1.2389

9% Extracclén
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4.24.ESTABILIDAD.

En la tabla # 4.6 se muestran fos datos promedio de relacién de alturas,
obtenidos al evaluar la estabilidad de HCTZ en muestras de orina mantenidas

en congelacién,

Tabla # 4.6. Datos de estabilidad de HCTZ en orina
mantenida a -4'C

C tracién | S HCTZ/SDZ
(ug/mi)
20.0 0 .19
20.0 42
20.0. j .09
20.0 3 .02
20.0 4 0.9
20.0 E: 0.7
4.2.5 ESPECIFICIDAD.

No se detectaron picos que correspondieran a los farmacos empleados
en las pruebas blanco, tampoco se detectaron alteraciones en las lecturas de
las alturas de los picos al utilizar soluciones de orina cargadas con HCTZ y los
farmacos de prueba.

4.2.6.CANTIDAD MINIMA CUANTIFICABLE,

La cantidad mlnirpa cuantificable fue de 50 ng/ml.

4.2.7.CANTIDAD MINIMA DETECTABLE,

La cantidad minima detectable fue de 10 ng/ml.
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Figura # 4.1. Cromatogramas tipicos de:
A)Solucion con HCTZ y SDZ
B)Extracto de orina blanco y

C)Extracto de orina conteniendo HCTZ y SDZ
Los tiempos promedio de miencidn son :
VHCTZ : 7.06 minutos
2)SDZ.: 946 minulos,
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Figura 4.2. Linearidad del método analitico
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4.2.8. TOLERANCIA,
* Se encontré que .al cambiar la fase mévil en un 50% en el MeOH (MeOH-
NaH2PO4 0.01M -10:90-), el tr va hasta 15 minutos eh vez de ser menor a 10
minutos, sin embargo la resolucién de los picos sigue siendo buena.
* Al trabajar con una columna con 10000 platos tedricos/m se obtienen los
valores éptimos de R y tr (factor de 2 y 10 minutos, respectivamente); cuando el
numero de platos tedricos cambié a 3000, R disminuyé a 0.5, pero cambiando el
flujo a 0.6 ml/min se logra el valor de R mayor a 1.5 aunque tr es mayor de 15
minutos. '

Ry tr son pardmetros cromatogréficos que nos indican la resolucién del
sistema y el tiempo de retencidn, respectivamente,
* Se probaron columnas Alitech y Spherisorb obteniendo buenos resultados.

4.3 Estudio de Bloequi la de productos c¢ lales contenlendo
Hidrociorotlazlda y amilorida.

4.3.1.ESTUDIO PRELIMINAR.
En la tabla # 4.7, se muestran los resultados obtenidos del estudio
preliminar, empleando para tal estudio el producto Moduretic lote MZ555.

A los datos obtenidos se les analizé utilizando el método sigma mencs,
velocidad de excrecin y ademds se graficé la cantidad excretada acumulada en

funcién del tiempo.

En la figura #4.3 se muestran la grafica de Cantidad Excretada
Acumulada en funcién del tiempo

En la tigura #4.4 se presenta la grafica de Velocidad de Excrecién en
funcién del tiempo

En ia figura 4.5, se presenta los datos graficados utilizando el método de
Cantidad remanente por excretarse (Sigma menos).

4



Tabla # 4.7. Resultados del estudio oreliminar
de bioequivalencia de HCTZ en orina

Tiempo pH Concentracién
(ug/mi)
Blanco 6 -
10 min <] -
20 7 -
30 7 -
40 7 -
§0 7 -
60 7 1.83
1:16 hrs 6 3.86
1:30 6 5.98
145 6 7.28
2 6 9.81
2:30 6 24.04
3 6 10.02
40 6 14.15
6 6 3.27
8 6 6.28
10 6 5.26
12 6 5.04
24 6 713
30 6 4.33
a7 7 3.16
48 6 4.82

42




Cant, Exc. Acum (mg)
el

¥
T

° s L L " "

[ 10 30 40
Tiempo (hrs)

Fig#4.3. Cantidad acumulada excre(aﬂa después de {a
administracién de una dosis oral de HCTZ en un voluntario sano
(estudio preliminar)
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Fig #4.4,Gréfica de velocidad de i6n vs tmid, d é
de la administracién de una dosis oral de HCTZ a un voluntario sano
(estudio preliminar)
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Figura#4.5. Gréfica de la cantidad remanente por excretarse
despusés de la administracién de una dosis oral de HCTZ
a un voluntario sano (estudio preliminar)

Los parametros farmacocinéticos que se obtuvieron son los sigufentes:
. *tV/z = 12 horas

*3 = 0.085 hr!

*tmax = 2,25 hrs

*Vel Exc.max = 24.04 pg/m!

*%Excretado = 46%

4.3.2. Estudio de Bigequivalencia de productos conteniendo HCTZ.

En la tabla 4.8 se presentan los resultados promedio de la cantidad
acumulada excretada despuds de la administracién orai de los productos
conteniendo Hidroclorotiazida-Amilorida as/ como dei producto innovador
{Hidrodiury)). En la figura 4.6. se presenta la expresidn gréfica de los resultados
obtenidos.

En la figura 4.7, se presenta la gréfica promedio de velocidad de
excrecién contra tmid después de la administracién de los dos productos
nacionales y el producto innovador. Los vaiores obtenidos se presentan en la
tabla 4.9.

€n {a tabla 4.10 se presentan los valores individuales de vida media
obtenidos para cada uno de [os sujetos que participaron en ef estudio.
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En la tabla 4.11, se presentan los resultados individuales de
biodisponibilidad relativa de HCTZ después de la administracién de los
productos nacionales bajo estudio en relacién al producto innovador.

Con el fin de comparar otros pardmetros de biodisponibildad como son
velocidad de excrecién maxima,tmax y vida media de absorcién se elaboré la
tabla 4.12 en la que se muestran los valores promedio obtenidos para cada una
de las formulaciones estudiadas.

En la tabla 4.13, se muestran los intervalos de confianza para la
comparacién entre las formulaciones nacionales.

Tabla 4.8, Valores promedio de cantidad excretada acumulada
después de la administracién de los diferentes productos conteniendo HCTZ

Tiempo Innovador Moduretic Rhetluin
{hrs)

0.5 0.159410.46 0.226810.75 0.1482+0.62
1 1.7480:0.42 1.591410.42 1.102210.26
2 6.5159+0.92 4.9672+0.87 5.5210+.085
3 11.3039+1.28 9.2082+1.19 9.1471x1.16
4 14.6357+1.68 12.4974x1.43 12.1848+1.20
8 20.6335+2.43 18.3348+1.57 18.3515+1.73
i0 22.259342.50 20.1868+1.65 20.2714+1.74
12 23.8772+2.43 21.455521.68 21.7173+1.83
24 26.878212.65 24.7016+1.80 24,8739+2.04
30 27.871712.66 25.7440+1.93 25.763312.13
38 28.702412.64 26.7749+1.98 26.5712+2.10
48 29.340912.61 27.6541+2.03 27.3863+2.15

*Datos presentados como mgzterror estdndar
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Tabla 4.9. Valores promedio de Velocidad de Excrecion obtenidos paia los

diterentes productos conteniendo HCTZ

T mid Innovador Moduretic Rhefluin
SR 1) SR A N S
0.25 0.318810.092 0.453710.150 0.29641+0.120
0.75 3,177210.820 2,729110.760
1.50 4.7679:0.620 3.3757+0.520 | _ ¢ _
2.50 4.7880£0,700 4.2410+0,600 3.6261+0.460
3.50 3.3317+0.560 3.2892+0.390 3.0377:0.410 _
6.00 1.4994+0.260 1.459310.100 1.5826+0.170
9.00 0.812910.081 0.926010.100 0.8780+0.110
11.00 0.8089+0.120 0.6343x0.056 0.722910.075
18.00 0.250010.026 0.2705:0.043 0.2630£0.034 |
27.00 0.1656+0.025 0.173710.340 0.1482+0.025
34.00 0.1038+0.015 0.1288+0.040 0.1009+0.015
43.00 0.0638:0.0096 0.0879+0.014 0.0815+0.017
Valores expresados como {(mg/hr)terror estdndar
Cant. Exc. Acum. (ug)
35088
36008 |
25088 |
20808 |
15080
18688 |-
56888
18 28 38 LT] 58

——o IOUADOR

Tiempo (horas)

—————e POOURETIC

————+ RHEFLUIN

Figura 4.6. Cantidad Excretada Acumulada a las 48 horas después de
una administracién oral de HCTZ. Datos promedio {n=9)

46




Vel. Exc.(ng/hr)
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1888
168
18 28 an 418 s
Tiempo (hrg)
———o INNOUADOR ——= MODURETIC —————+ [HEFLUIN

Figura 4.7. Grrafica de Velocidad de Excrecién obtenida después de una

administracién ora! de HCTZ

Tabla 4.10. Tiempos de
vida media de eliminacién (hrs)

Sujeto tnnovador RAhetiuin Moduretic
1 6.68 576 6.51
2 6.09 6.27 5.27
3 4.65 6.93 5.19
4 4.96 6.24 579
5 7.77 5.90 6.47
6 6.13 5.52 7.27
7 4.64 4.16 3.05
8 7.70 7.81 6.85
9 6.76 6.28 5.81

Datos promedio por farmulacién (n=9) + error estadndar
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Tabla 4.11.Pardmetros Farmacocinéticos

Formulacién | t1/2 abs (hrs) t1/2 ellm Vel. Exc. tméx
(hra) méx. (mg/hr) {hrs)
Innovador 1.399+0.38 6.15+0.40 4.7880+0.45 2.5+0.26
Ahefluin 1.28940.27 6.09+0.33 4.4188:0.46 1.5+0.10
Moduretic 1.2665+0.24 5.80+0.42 4.2410+0,54 2.530.24

Datos promedio por tormulacién (n=9) + error estandar




v

DISCUSION
DE RESULTADOS

5.1, Control de calldad de los productos farmacéuticos.

Las pruebas de control de calidad efectuadas a los lotes estudiados de
Moduretic y Rhetluin, muestran que los preductes cumplen con el contenido
quimico tanto de HCTZ como de Amilorida.

En cuanto a la prueba de Uniformidad de Contenido, el criterio que se
siguié fué el siguiente: dado que los productos contenfan 50 mg de HCTZ y ello
no correspondfa al 50% del peso total del producto farmacéutico, la prueba se
realizé en 10 comprimidos individualmente. Para la prueba de uniformidad de
contenido fa USP XXII especilica que no mas del 110% y no menos de! 90% de
la cantidad de HCTZ y Amilorida marcada en la etiqueta estara contenida en la
tableta, por lo que los productos se encuentran dentro de los limites
especiticados (tabla 4.1).

As{ mismo los productos cumplieron con la prueba de variacién de peso.

La especificacién para la prueba de Disolucién, segin la USP XXII, es
que no menos del 80% de la cantidad etiquetada de clorhidrato de amilorida y
no menos de 75% de la cantidad etiquetada de hidroclorotiazida deberd
disolverse a los 30 minutos. Los datos mostrados en la tabla # 4.2. muestran
que ambos productos farmacéuticos cumplen con las especificaciones que
marca la USP XXt

En base a los resultados obtenidos se demostré la eauivalencia
farmacéutica de los productos nacionales conteniendo la combinacién de HCTZ-
Amilorida,

5.2. Valldacién del método analltico para la cuantlficacién de HCTZ en
orina

Es conveniente que antes de iniciar un estudio de bioequivalencia se
valide la metodologfa analitica para asegurar la calidad de los resultados que se
deriven del anélisis de las muestras. Lo anterior para demostrar que en el
laboratorio (o quimicos analistas) se puede cuantificar con exactitud y precisién
al fdrmaco.
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Como se .puede observar en la figura # 4.1,, el método presenta una
buena resolucién (R>1.5), tanto para la HCTZ como para el estandar externo
empleado, SDZ, tanto en solucidn como en la muestra de orina. En el
cromatograma blanco, de la figura 4.1. se observa que empleando el método de
andlisis propuesto no se presentan interferencias propias de la matriz biolégica
en el andlisis.

5.2.1.Linearidad.

En la figura #4,2., se observa la linearidad del método, en ia que el valor
de la pendiente es de 0.0545 la cual es similar a las obtenidas en otros trabajos:
0.04 (con un método diferente de extraccién)(63), 0.039 (en un rango de
concentraciones de 2 a 50 pug/mi)(65) y 0.51 (método original del cual se partié
para montar el método descrito anteriormente)(72). El coeficiente de correlacién
obtenido, 0.9996, es aceptable tomando en cuanta que se utilizé un fluido
biolégico.

5,2.2.Precisién,
5.2.2.1.Bepetibilidad

En la tabla #4.4., se observa que los coeficientes de variacién(C.V.),
obtenidos al determinar la Repitibilidad en un mismo dfa, son menores al 10%
(aceptado para fluidos biolégices). Para una concentracién de 100pg/ml se
encontré un C\V. de 9.77%, en el resto de las concentraciones los C.V.
promedio son de 4%.

5.2.2.2.Reproducibilidad

Para el andlisis de Reproducibilidad en dif tes dfas, los C.V. también
son menores al 10%, siendo fa concentracién de 50 pg/ml la que presents la
mayor variacién: 7.79% (tabla 4.3).

En ambas pruebas de precisién, se tomé la relacibn de alturas,
HCTZ/SDZ, entre la concentracién ( [HCTZ/SDZY/Conc. ), para e! anélisis (tablas
43y4.4).

En base a tales resultados se demostré que el método es repetible.

Cabe hacer mencién que este pardmetro , se evalué para un sélo analista
y aunque se especifica que se debe | con dos fa prueba
efectuada es valida para los propdsitos del presente estudio, ya que e} mismo
analista realizé la cuantificacién de todas las muestras.
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5.2.3.Exactitud

De los valores obtenidos en la tabla 4.6 se observa que los porcentajes
de recuperacién obtenidos son aceptables, ya que el porcentaje de recobro fué
mayor al 95.18%, con un %C.V. de 1.84, lo cual indica que ademds de repetible
la extraccién es buena, Al comparar los datos con algunos reportados en la
literatura se encontraron recobros del 91.25%(66), 95-104%(63), 87-95%(65) y
69-71%(70), por lo que el método propuesto se encuentra dentro del rango
obtenido en otros trabajes,

5.2.4.Estabilidad,

Para la validacién de este pardmetro se tomd en cuenta la aplicacién que
se le darfa al método, y se evalud solamente la estabilidad en el fluido biolégico,
en el que mediante pruesba de “t*, se determiné que las muestras de orina
colectadas son estables (P=0.005) durante una semana almacenadas en
congelacién (-4°C) (tabla 4.6), por lo que todas las muestras se analizaron
durante este intervalo de tiempo. La estabilidad del residuo (después de la
evaporacién de la muestra) no se evalué, pues se tienen reportes que en estado
sélido {a HCTZ es estable (66).

5.2.5.Especiticidad.

Al no detectarse m4s picos en los cromatogramas obtenidos, se puede
asumir que la administracién de Amilorida, Lisinopril, Cafeina, AAS y
Acetaminofén conjuntamente con la HCTZ no interfieren en la cuantificacién de
éste Ultimo. Dado que la HCTZ no se metaboliza y se excreta en un 50-70% en
las primeras 24 horas y casi completamente a las 36-48 horas después de su
administracién en orina el método propuesto es adecuado para cuantificar
HCTZ en orina.

5.2.6.Cantidad Minima Cuantficable.

La cantidad mfnima cuantificable fue de 0.05ug/m, la cual fue adecuada
para cuantificar la HCTZ en fluido biolégico. Al realizar el estudio preliminar(37),
y durante el estudio de bioequivalencia, nunca se encontraron concentraciones
tan bajas en orina.
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5.2.7.Cantidad Minima Detectable,

La cantidad minima detectable oblenida fue de 10 ng/m}, la cual
concuerda con la reporfada en ofros trabajos sobre el tema: 50ng/mi(68) y 10
ng/mi(75).

5.2.8.Tolerancia,

Este pardmetro muestra que, en caso de ser necesario se pueden hacer
cambios al método originalmente propuesto para tener las condiciones
cromatograficas éptimas y contar con un andlisis cromatografico ideal (buena
resolucién, selectivo y rdpido).

Una vez analizados estos datos, se establecié que el método analitico
implementado era el adecuado para el estudio de bioequivalencia

5.3. Estudlo de Bloequlvalencia de productos comerclales conteniendo
Hidroclorotlazida y Amliorida

A la fecha existen pocos reportes en la literatura sobre estudios de
bioequivalencia de la HCTZ cuando se encuentra combinada con otros
farmacos. De tales reportes ninguno trata sobre la combinacién de HCTZ-
Amilorida, En los reportes que tratan sobre la bicequivalencia de productos
conteniendo solamente HCTZ la mayorfa realiza el estudio en orina (75)(27).
Los resullados que se han obtenido en tales lios muestran que en tablet
no se han detectado diferencias significativas en la biodisponibilidad de la
HCTZ, aln cuando se evaluaron productos conteniendo diferentes dosis de
HCTZ. Sin embargo cuando se compararon una tableta contra una formulacién
experimental en cdpsula se demostraron diferencias en la cantidad excretada
acumulada, los sujetos que tornaron fa cépsula excretaron casi la mitad de la
cantidad da acumulada de cuando ingirieron la tat (75)(29)(77).

Considerando la poca informacién que existe acerca de los productos
conteniendo esta combinacibn de principios activos (HCTZ-Amilorida), se
considerd importante determinar tanto la bioequivalencia de los productos
comerciales mexicanos como el efecto de la amilorida en la vida media de la
HCTZ.

52



5.3.1_Estudio Prefiminar

Se efectud este estudio, para seleccionar tanto los intervalos de tiempo
como el tiempo total de muestreo, y de esta manera obtener resultados
confiables en el estudio de bioequivalencia.

Con los datos de la tabla 4.7 y de !as figuras 4.3, y 4.5, se decidié que los
tiempos de muestreo que proporcionarian la méxima informacién con el mfnimo
de molestias para los voluntarios serfan los siguientes:

0, 05, 1, 2, 3, 4, 8, 10, 12, 24, 30, 38 y 48 horas.

En este voluntario, el porcentaje de HCTZ excretado fue de 56.66% y el

valor de vida media fue de 7.27 horas.

5.3.2. Estudio de Bloequivalencia de Hidroclorotiazida

Se han encontrado reportes-de'que' los niveles sangufnecs de la HCTZ
no siempre estdn correlacionados a ‘los niveles que se encuentran en orina,
obteniendo las miejores correlaciones’ entre dosis-area bajo la curva de
excrecién urinaria, considerando la actividad farmacolégica de la HTCZ(73).
También desde un punto de vista terapéutico, se demostré que la cuantificacién
de la HCTZ en orina es una eleccién légica para estimar fa bicequivalencia de la
HCTZ, y de los diuréticos del grupo de las tiazidas(78)(79)(80).

De los datos de la tabla 4.8., se observa que la cantidad excretada a las
48 horas fué de 27.65 para Moduretic y de 27.38 para Rhefluin.

."En-la figura 4.6. se presenta la grafica promedio de la cantidad
acumulada excrelada después de la administracién de los dos productos
nacionales y el producto innovador, en.la que se obseva que los perfiles de
excrecién urinaria son muy semejantes entre ellos, por lo que la cantidad
excretada a los diferentes tiempos no varl(a significativamente con las diferentes
formulaciones bajo estudio,’

Los porcentajes promedio excretados en el presente estudio (65.3 para
Moduretic y 54.76 para Rhefiuin),concuerdan con los cbtenidos en trabajos
anteriores(75)(29).

.~ Con el fin de determinar si existlan diferencias significativas entre
formulaciones, los valores obtenidos de tidad da se analizaron
utilizando e} paquet distico Biopak( i6n 2.0). Con la prueba de ANOVA
es posible emplear un modelo lineal, el cual incluye tratamientos, sujetos y
perfodos como los efectos principales y también cualquier interaccién cuando
esta sea requerida.
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EL modelo empleado para probar la hipétesis de que no existen
diferencias entre las tres formulaciones, que es el recomendado por FDA para
estudios de bicequivalencia(81) es el sigulente:

Yiikimn = Hj + S 1aj + Sujeto(s la)k(j) + Perlodo) + Formulam +
Errory,

De los resultados obtenidos se presenta la tabla 5.1, en la que se
observa que no existen diferencias estadlsticamente significativas entre
tratamientos, '

Tabla 5.1, Andlisis de varianza
para el estudio de Bioequivalencia de productos conteniendo HCTZ

FV. S.C. a.l. F Prob
Secuencia 0.6463 2 0.0755 0.8273 NS
Suj(sec) 43.1620 6 1.6805 0.1252 NS
Periodo 19.5330 2 2.2816 0.1038 NS
Férmula 1.6843 2 0.1967 0.8215 NS
Error 1331.2594 3N :

Los datos de la tabla 5.2, contraste I-M e I-R, muestran que las
formutaciones bajo estudio s{ son bioequivalentes respecto a la formulacién
innovadora, la base para determinar la bioequivalencia reside en el célculo de
los intervalos de confianza Westlake, que es el mas recomendado e indica que
los valores del producto deberan encontrarse entre el 80-120% en relacién al
producto de referencia(34-36). En nuestro caso se obtuvieron valores de
(~80,~120), o que establece la bicequivalencia de los mismos.

En ambas comparaciones (Innovador contra productos nacionales) los
intervalos de confianza se tomaron a un 90% y no a un 80% o 95%, pues al
tomar para el intervalo de confianza el 80% se puede aceptar formulaciones
como bioequivalentes cuando en realidad no lo son, al ampliar la probabilidad
de que los productos estén dentro del intervalo de confianza. Cuando el
intervaio de confianza es del 95%, el criterio es muy estricto y se podrfan
rechazar formulaciones que han d do ser efi en la préctica clinica.




Tabla 5.2. Intervalos de confianza para establecer la
bioequivalencia entre el producto Innovador y
los productos nacionales conteniendo HCTZ

Contraste Clésico Westlake
Innovador-M {76.99, 103.77) | (79.95, 120.05)
Innovadar-R (76.92, 103.71) | (79.88 , 120.12)
Valores de los intervalos al 90% de confianza

En los antecedentes histéricos, seccién 2.1., se menciond el criterio de la
regla 75/75, la cual es util para establecer si una formulacién es bioequivalente o
no a un innnovador, sin embargo en este trabajo no fueron determinados, pues
en el pasado Congreso Internacicnal de Farmacia, con sede en la ciudad e
Washington D.C. E.U.A,, en 1991, uno de los puntos que més criticas recibié
dentro del rubro de la bioequivalencia y la biodisponibilidad fué esta regla y se
dejé establecido que es mucho mejor emplear los intervalos de confianza para
establecer la bioequivalencia.

En la tabla 4.10, se resumen los valores de tiempos de vida media para
cada uno de los voluntarios, encontréndose que no existen diferencias en el
valor de vida media al administrar las diferentes formulaciones. Considerando
que los pardmetros de velocidad de excrecién maxima y tiempo para alcanzar la
velocidad maxima son indicadores de a absorcién del farmaco, en fa tabla 4.11,
se puede observar que los valores promedio de velocidad obtenidos son un
poco mds altos con el innovador y el rhefluin alkanza su velocidad méxima a un
tiempo mds corto, sin embargo estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas, En 1982, Yamaoka y colaboradores(82)(83), propeonen los tiempos
medios de residencia (TMR) como un método modelo independiente para
establecer la disposicién del fdrmaco en el organismo. En la tabla 5.3, se
resumen los valores de TMR, obtenidos con los productos estudiados,
encontrdndose un valor promedio de 10.12, 10.88 y 10.79 para Innovador,
Moduretic y Rhefluin, respectivamente.
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Tabla 5.3 Tiempos Medios de Residencia

Voluntarlos Innovador Moduretic Rhefiuin
1 10.57 11.81 11.14
2 10.69 11.10 9.81
3 8.89 14.98 9.02
4 8.21 7.54 10.24
5 9.05 10.31 13.61
6 10.058 8.52 11,58
7 10.48 11.12 9.40
8 9.12 11.46 11.16
9 13,10 11.09 11.22

*Datos dados en horas

Aln cuando no existe informacién acerca de la farmacocinética de la
HCTZ combinada con la Amilorida, en el presente trabajo se demostré que no
existen cambios ni en la absorcién ni en los pardmetros farmacocinéticos al
combinar estos dos fArmacos (tabla 4,11), con la ventaja terapéutica de obtener
una mejor respuesta diurética, en el tratamiento de la hipertensién, ademds de
que al combinar la HCTZ con otros agen}es diuréticos, se pueden emplear dosis
menores de ambos fdrmacos.
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vi.

Vi

CONCLUSIONES

Los productos estudiados, conteniendo Hidroclorotiazida-Amilorida
cumplieron con las especificaciones de controi de calidad que marca la
USP XXl

El método analitico utilizado para cuantificar HCTZ en orina fué lineal,
sensible, repetible y exacto en el rango de concentraciones de 1 a
100 pg/ml. Asf mismo, no se detectaron interferencias de los siguientes
fa&rmacos en el an4lisiss amilorida, lisinopril, acetaminofén, Acido
acetilsalicllico y cafelna.

El estudio de bicequivalencia de dos productos nacionales conteniendo
Hidroclorotiazida-Amilorida, en relacién al producto innovador
conteniendo  unicamente  Hidroclorotiazida, demostté que la
biodisponibilidad relativa de los mismos fué de 0.94 y 0.93 (productos
Moduretic y Rhefluin, respectivamente}, por lo que no existen diferencias
en la biodisponibilidad entre los productos.

No se encontraron diferencias estadfsiticamente significativas entre el
producto innovador y los productos nacionales.

La amilorida no afecta la absorcién ni la eliminacién de la
Hidroclorotiazida.

Los dos productos nacionales, cuyos lotes estudiados presentaron
biodisponibildad semejante, pueden ser intercambiables.
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Apéndice A

HOJA DE CONSENTIMIENTO
PARA EL ESTUDIO DE BIOEQUIVALENCIA
DE HIDROCLOROTIAZIDA
Nomb Edad:
Direcclén:, . Estatura:
Sexo:
Teléfono: . Peso:

En forma voluntaria y en plenc uso de mis facultades mentales,
hago constar que he sido informado sobre los riesgos en que puedo incurrir al

participar en esta i tigacién de bioequivalencia de productos comerciales

que contienen Hidroclorotiazida y Amilorida.

La informacién recibida y la cual he lefdo cuidadosamente, se
anexa en este documento.

Iguaimente - hago constar que seguiré fielmente todas las
instrucciones recibidas con respecto a la toma del medicamento y recoleccién
de muestras.

FECHA:
FIRMA



Apéndice B

HIDROCLOROTIAZIDA(12)

Contraindicaciones:
Anuria, hipersensibilidad a cualquiera de los componentes del producto o a otros
medicamentos sulfonamidicos.

Precauciones:

Se puede presentar hipotensién no complicada, aunque se presenta rara vez.
No se recomienda utilizarla en casos de distuncién renal.

Puede disminuir la tolerancia a la glucosa. Ha sido asociada con aumento de las
concentraciones de colesterol y de triglicéridos.

Efectos colaterales:

El efecto colateral mas comun es el mareo cuando se administra por perfodos
prolongados.

Otros efectos menos frecuentes son: cefalea, tos seca, fatiga y etectos
ortostaticos; que se presentan cuando el medicamento es administrado por
perfodos prolongados.

En casos aislados se puede presentar diarrea, vémito, molestias en el pecho,
calambres y debilidad muscular, paréstesis y astenia.
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Apéndice C

PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO
DE BIOEQUIVALENCIA DE HIDROCLOROTIAZIDA

1. Para participar en el estudio, es necesario que el voluntario no padezca reaccidn alérgica ni
sea ible a Hid ida. Lisinopril o A

2. NO debe tomar medicamentos o alcohol por lo menos una semana antes del estudio ni
durante el mismo, Notificar al responsable del estudio en caso contrario.

3. No ingerir alimentos después de Jas 23.00 horas del dia anterior a!l estudio. El sujeto tomara
un desayuno estdndar 4 horas d és de la admi ién del medicamento. el cual serd

Proporci por el resp del estudio.

4. Tomar 100 m! de agua a los siguientes tiempos:
Cada hora durante las primeras cuatro horas, depués dei desayuno la ingesta de agua serd
ad bitum.

5. Se colectaran las muestras de orina a los siguientes liempos ( en horas ):
0. 05 1.2 3.4, 8 10 12 24 30. 38 y 48.

6. Las muestras de orina se colocardn en una probeta, midiendo el volumen excretado y
colocando aproximadamente 10 ml de orina en un tubo de ensaye, el cual se le proporcionara.
Los tuhos se cierran y se debrdn guardar en congelacién hasta el dfa en que se entreguen al
responsable. Cada tubo contiene 1 gota de tolueno como consarvador.

7. Para las muestras de orina entre cada una de las horas marcadas en el inciso (5). colectar la
orina de el intervalo en un frasco con tapa y una vez llegada |a hora de toma de muestra se
sigue el procedimiento del inciso (6). El frasco debe mantenerse en congelacién mientras llega
la hora marcada en el protocolo.

8.El volument tolal de ofina debera anotarse en la hoja que se le proporcionara para tal efecto.
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9. Se zebe tener cuidado que los tubos para las muesiras de orina esten pedeclafnenle
etiquetados para evitar cualquier tipo de confusién, ya sea de horario o muestras de otro
voluntario.

10. Es muy importante que no se tire orina sin que se le haya medido el volumen, pues en caso
de pe-der alguna muestra, los datos que se deriven del muestreo subsecuente no podran ser
analizados adecuadamente.
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Apéndice D

Excrecién Urinaria de HCTZ
Cantidad Excretada Acumulada
Datos Individuates*

Voluntario 1

Hora innovador Moduretic Rhefluin
0.5 0.1778 0.3018 0.5586
1 1.716 1.624 1.8519
2 6.980 4617 7.247
3 11.40 6.947 10.97
4 14.53 8.547 3.99
8 22.33 15.433 9.60
10 23.4 17.37 20.80
12 24.48 18.60 21.65
24 28.91 .08 24.48
30 30.29 2.2 25.35
38 31.65 3.27 26.52
48 31,95 . 4.13 27.91

Voluntarlo 2

Hora Innovador Moduretic RAhefluin
0.5 0.06638 -0.5860 0.2706
1 0.3692 1.307 1.127
2 5.365 4.647 7.959
3 9.344 7.488 13.59
4 12,12 9.630 17.14
8 17.27 1248 27.04

)] 8.97 13.55 28.87
2 20.03 4.67 30.87
24 22.63 7.58 35.18
30 23,70 7.87 36.79
38 24,66 18.83 36.95
48 25.42 19.43 37.93

*Los datos presentados estan dados en mg
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Voluntarlo 3

Hora innovador Moduretic Rhefluin
0.5 0.07515 0.383 0.030
1 0.5355 3.270 0.580
2 1.502 8.640 4.14
3 7.272 13.0¢ 7.199
4 2.37 16.7 9.780°
8 2.95 28.10 12.85
10 6.11 30.81 14,29
12 7.27 32.57 15.67
24 20.40 36.18 9.10
30 21.0t 36.9: 9.6
38 21.33 37.54 20.5.
48 21.82 37.71 21.1
Voluntarlo 4
Hora Innovador Moduretic Rhetluln
0.5 0.0485 0.0650 0.0489
1 0.4715 0.2460 0.2280
2 2.444 .809 2.515
3 4.98 127 5.776
4 6.61 .316 9.514
8 8.69: 529 17.37
0 10,14 6.36 9.05
2 13.38 17.27 20.29
24 14.96 943 1.30
30 15.46 20.44 22.14
38 15.90 2091 23.03
48 16.13 21.86 23.27
Voh_:TrLarlo 5
Hora Innovador Moduretic Rhetluln
0.5 0.1103 0.1520 0.0729 .
3.345 1.984 .288
2 12.01 7.870 6.396
E 16.58 12.31 1.23
4 18.24 5.63 15.83
8 22.10 21.62 22.48
10 23.83 23.32 24.26
12 25.62 24.74 26.50
4 28.33 30.69 30.99
30 29.89 31.82 . 32.45
8 30.80 32.68 33.76
48 31.54 33.84 34.66

*Los datos presentados estan dados en mg

63



Voluntarlo 6

Hora Innovador | Moduretic Ahefiuin
0.5 0.0784 0.5450 0.2815
i] 1.255 1.806 2.5338
2 6.054 5699 8.879
3 1.65 7.922 14.00
4 3.87 10.54 16.25
[: 8.81 16.61 22,66
10 20.38 18.33 23.55
12 21.90 20.16 24.87
24 24.81 24.10 27.41
30 25.72 25.74 28.09
38 26.43 29.16 29.02
48 27.15 30.64 29.78
' Voluntario 7
Hora Innovador Moduretc - _Rhefluin
0.5 0.0485 0.6243 0.0208
.0.6898 3.876 0.7344
2 5.465 9.010 4.404
3 14.85 14.41 7.570
4 21,98 18.06 12.15
8 31.15 2352 19.63
10 33.00° 25.58 23.00
12 - 34.20- 26.38 24.21
24 38.25. 26.88 28.70
30 38.57 27.25 29.12
38 38.82 27.63 29.57
48 39.55 28.92 30.14
Voluntarlo 8
Hora innovador Moduretic Rhetiuln
0.5 0.1667 0.1176 0.0474
1 3.431 3.14 1.418
2 7.613 7.11 6.820
E 13.56 14.8: 8.121
4 18.29 19.86 8.999
8 25.24 27.0 13.294
0 26.30 28.9 5.21
2 28.42 30.6¢ 16.70
24 31.49 34.53 9.72
0 31.65 36.8 20.94
as 32,69 37.98 21,57
48 33.61 38,90 23.59

*Los datos presentados estan dados en mg
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Vol

untario 9
Hora Innovador Moduretic Rhetluln
0.5 0.4050 0.0102 0.0365
1 1.180 0.2907 0.1597
2 4.078 2,089 322
3 6.311 6.225. 3.871
4 399 9.180 990
[: 2.02 16.72 1.71
10 3.40 17.75 340
12 4,35 18.03 14.36
34 7.16 23.27 16.98
30 8.07 24.22 17.38
38 19.26 24.84 18.18
48 20,30 24.99 18.34
*Los datos presentados estan dados en mg
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