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RESUMEN:

El Metoprolol es un f-bloqueador selectivo, empleado en el tratamiento de {a
hipertensidn y de la angina de pecho. Se administra en forma de sal como
tartrato de metoprolol. Cuando se administra en forma oral, se absorbe
répidamente del tracto gastrointestinal. Aproximadamente 95% de la dosis se
metaboliza y un 10% se transforma en o-hidroximetoprolol, metabolito con
actividad farmacolégica de aproximadamente una décima a una vigésima parte
del metoprolol.

E| metabolismo del metoprolol es similar al de la debrisoguina, es decir, hay
polimorfismo genético en la hidroxilacién del metoprolol y por lo tanto existen
reportes en la literatura, de que pacientes tratados con dosis orales estandar de
metoprolol experimentan efectos toxicos adversos o no presentan el efecto
terapedtico deseado, lo cual le confiere caracteristicas para clasificarse dentro
de los farmacos con problemas potenciales de biodisponibilidad.

En el presente trabajo se determind la bioequivalencia de una nueva forma
farmaceutica sélida (tabletas), conteniendo 100 mg de tartrglo de metoprolol,
empleando como referencia el producto innovador (Lopressort®, Ciba Geigy) en
24 voluntarios sanos de acuerdo a un disefio cruzado de 2 X 2, con una dosis
Unica y con un intervalo de una semana de lavado entre cada periodo de
administracién. Las muestras sanguineas se colectaron en los intervalos de
tiempo establecidos g se cuantifico el farmaco en plasma por medio de una
técnica analitica por CLAR con deteccidn de fluorescencia.

El método analitico empleado se valido, demostrando ser lineal en un intervalo
de concentracién de 3-200 ng/mL y con un limite de deteccion de 1 ng/mL.

El recobro analitico promedio del farmaco adicionado fue det 99.11% vy la
variacion intra-dia fue menor al 10% (CV).

Los resultados obtenidos muestran que las dos formulaciones comparadas son
bioequivalentes de acuerdc a los paradmetros farmacocinéticos y
farmacodinamicos, en 10s que se observa que en los intervalos de confianza al

90% se obtiene para la retacion de ABC qsun intervalo de confianza de 84.8% a

117.4 % y para la relacién de Cpma Un intervalo de 91.3% a 121.5% ambos
intervalos estan dentro de lo establecido en las regulaciones internacionales
vigentes.



ABSTRACT:

Metoprolo! is a cardioselective beta adrenergic blocking agent used in the
treatment of hypertension and angina pectoris. The drug is administered as
metoprolol tartrate. When orally administered, metoprolol is rapidly absorbed
from the gastrointestinal tract aproximately 95%. The systemic availability of
me:o rcl)jo from conventional tabletas is 35-85% due to extensive first-pass
metabolism.

A relatively minor metabolite, a-hydroximetoprolol, is produced from about 10%
of an administered dose, which has a pharmacological activity of one tenth or
twentieth that of metoprolol.

The metabolic oxidation of metoprolol exhibits polymorphism of the debrisoquine

type, and there are reports on literature indicating that patients treated with oral

doses of the drug can show toxic effects or decreased activity: therefore it is

anortant to establish the bioequivalence of oral formulations containing this
rug.

In the present study a comparison of the bioavajlability of two oral formulations
containing 100 mg of metoprolol tartrate (Matrol of Syntex and Lopressor’™ of
Ciba Geigy) was carried out in 24 healthy volunteers. The medication was
administered in a single dose under fasting conditions using a 2X2 crossover
design with a one week washout interval between periods. Blood samples were
taken at fixed time intervals and plasma concentrations of metoprolol were
determined by HPLC.

A high-performance liquid chromatography method using fluorescence detection
for the assa{ of metoprolol was validated. The method was linear in the range of
3-200 ng/mL for metoprolol, and the sensitivity lower limit was of 1 ng/mL.
Analytical recovery of drug added to plasma was about 99.11% and within-day
variation was less than 10% (C.V.)

The concentrations obtained were similar for both formulations and this was
reflected in similar mean pharmacokinetic and pharmacodynamic (reduction in
gulse and systolic blood presure) parameters. The results of applying the

ioequivalence test based on the classic 90% confidence intervals were for the
ratio of mean AUCs an interval from 84.8% to 117.4% and for the ratio of means
Cpmax an interval from 91.3% and 121.5%. Both of these intervals are within the
ranges accepted in the current European, Canadian and FDA guidelines. Thus
the results obtained show that the two formulations compared are bioequivalents
under the current international regulations.
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Introduocidn y objetivo

INTRODUCCION:

El Metoprolo! (figura 1) es un B-bloqueador selectivo, empleado en el
tratamiento de [a hipertension %e la angina de pecho, asi como en la
prevencidn dal infarto al miocardio'. Se administra en humanos en forma de
sal, generalmente como tartrato de metoprolol y con una dosificacién de 100 mg
por dia en tomas Unicas o divididas, generaimente en forma de tabletas.
Aproximadamente 95% de la dosis se metaboliza en el hombre, produciendose
principalmente el metabolito hidroxilado; el «-hidroximetoprolol (figura 1?, con
una actividad farmacolégica de una décima a vigésima parte del metoprolol

En México existen seis diferentes marcas comerciales en forma de tableta que
gontienen este principio activo®™. Sin embargo, existen reportes en la literatura

¥ " que pacientes tratados con dosis orales estandar de metoprolol experimentan
efectos toxicos adversos o no presentan el efecto terapéutico deseado. Puesto
que a) el metabolismo del metoprolol es similar al de ia debrisoquina, es decir,
hay polimorfismo genético en la hidroxilacion de! metoproloi, presentandose
individuos clasificados como hidroxiladores lentos y rapidos, en los que se
observa una variacion sustancial en sus parametros farmacocinéticos y b) los
estudios de disolucidn para predecir la biodisponibilidad “in yivo", aiin no han
sido aceptados para sustituir los estudios de biequivalencia ', a este farmaco
se le confieren caracteristicas para clasificarse dentro de los fdrmacos con
problemas potenciales de biodisponibilidad. De tal manera que, cuando se
desarrolla una forma farmacéutica, es necesario realizar estudios de *
biodisponibilidad comparativa con el objeto de demostrar su bioequivalencia con
respecto al producto innovador.

En este trabajo se pretende evaluar la biodisponibilidad/bioequivalencia de una
nueva formulacidn en su forma farmacéutica sélida (tabletas) que contiene
tartrato de metoprolol, usando como innovador al producto Lopressor de Ciba
Geigy " . Para llevar a cabo el andlisis se empleara un método de cuantificacion
por CLAR con deteccion de fiuorescencia, él cual es una modificacion de varios
métodos ya reportados *"*% y aplicando un disefio cruzado de 2 x 2 con 24
voluntarios clinicamente sanos.
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FIGURA 1

Estructura quimica del metoprolol y su principal metabolito el alfa-hidroximetoprolol




Introduacciéa y objetivo

OBJETIVO:

Evaluar la Blodisponibilidad/Bioequivalencia de una nueva
formulacion de tabletas de tartrato de metoprolol con respecto al
producto innovador en voluntarios clinicamente sanos. :
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Genernlidades

2.1 MONOGRAFIAS

2.1.1 Metoprolol (#1011

2.1.1.1 Nombre quimico

2-propanol-1-4-(2-metoxietil)fenoxi-3-( 1-metiletil)amino(+)

2.1.1.2 Férmula condensada

Cq5H25NO3

2.1.1.3 Férmula desarrollada

P
OO CHCHNHCH (2
O

|
G GHo0s

2.1.1.4 Peso molecular

267.4

2.1.1.5 Propiedades fisicoquimicas

De manera comercial se encuentra disponible en forma de sal de
tartrato de metoprolol, 1a cual es muy soiuble en agua y libremente
soluble en alcohol. El coeficiente de ﬁanicién de la base, en un sistema
n-octanol/agua es de 93 y tiene un pKa de 9.7 que corresponde al de
una base débil.



Generalidades

2.1.2 Tartrato de Motoprolol(1 21
2.1.2.1 Nombre quimico

Tartrato de (+)-1-Isopropilamino-3-p-(2-metoxietil)fenoxi
propanol-2.

2.1.2.2 Férmula Condensada
(C15H25N03)2.C4Hg0s

2.1.2.3. Férmula desarrollada.

P
0GR CHOLNHCH (G C00H
|
|
|
OpOH0CH oocH

2.1.2,4. Peso Molécular
684.82

2.1.2.5 Propiedades Fisicoquimicas
2.1.2.8.1. Descripcion: Polvo cristalino blanco de sabor amargo.

2.1.2.5.2. Solubilidad:Muy soluble en agua.
Libremente soluble en cloruro de metileno,
cloroformo y en alcohol.
Ligeramente soluble en acetona.
Insoluble en éter.



Gemesnlidades

121.253.

2.1.254.

2.1.255

2.1.256

Identificacién: El espectro infrarrojo determinado en
pastila de KBr presenta picos principales a las
siguientes longitudes de onda:

1510, 1245, 1108, 1028, 1175, 810.(apéndice 1)

Espectro de Absorcién al UV;

El espectro de absorcidn al UV presenta una longitud de
onda de maxima absorcién a 223 nm (e=23400), en
agua. ‘La longitud de méxima absorcién (A max) vy la
absortividad molar del metog‘aqw en varios dllgonenles
se enlistan en el apéndice asi como un espectro
caracteristico de tartrato metoprolol en 0.1 N HCI,
obtenido en un espectrofotémetro Hewlﬂla),Packard
modelo 8450A se muestra en el apéndice 3

pH:
6-7 en una solucién acuosa 1 en 10

pka:
pka de 9.68



Generalidades

2.2.ESTUDIOS DE BIOEQUIVALENCIA
2.2.1. Bases tedricas

En los ditimos veinte afios los estudios de bioequivalencia han sido objeto de
gran interés en la industria farmaceutica, desarrollandose paralelamente con e!
avance cientifico y tecnoldgico, apoyandose en disciplinas ;ales como la
farmacocinética, estadistica, farmacologia, computacion y otras''®), logrando con
ello una re, lamentaq‘?n internacional mas eficiente y acorde a las necesidades
del mercado actual™. En diferentes paifgs sg ha tratado de encontrar una
armonizacion de términos y lineamientos * ™ considerando siempre que el
desarrollo, fabricacion, prescripcién y administracion de un medicamqpto debe
tener como objetivo comuin la obtencién de una eficacia terapéutica . En los
Estados Unidos de Norteamérica, para garantizar lo anterior y con la aparicion
en el mercado de diferentes marcas de formas farmacelticas iguales
conteniendo el mismo principio activo, se ha requerido el comparar a los
pr?dttx_ctos genéricos con respecto al producto innovador a través de estudios de
este tipo. .

Sin embargo, ya que no es posible ni deseable efectuar estudios de
biodisponibilidad a todos los farmacos, es necesario seleccionar aquélios para
los cuales es critica, tomando en consideracion su importancia clinica, indice
terapedtico, asi como sus caracteristicas fisicoquimicas y farmacocinéticas. Es
importante hacer notar que aunque la prueba de disolucién ha adquirido una
gran significancia en la dltima década como herramienta para predecir
problemas de biodisponibilidad de un farmaco, todavia no $% considera como
sustituta, en clertas condiciones, de este tipo de estudios.® *”,

Por lo que se ha escrito y hablado mucho desde la introduccion del concepto de
biodisponibilidad (en un principio llamado disponibilidad fisioldgica) y a partir de!
1 de julio de 1977, la Administracién de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos de Norteamérica (FDA) reglamenté los estudios qe
Biodisponibilidad/Bioequivalencia que aparecen en el 21 CFR parte 320 #¥,
estableciendo también, las siguientes definiciones:

La biodisponibilidad® se define como ia velocidad y la cantidad de una
sustancia activa que se absorbe de un producto farmacedutico y se convierte en
disponible para el sitio o sitios de accion.

La definicién también implica que la biodisponibitidad®” de un producto
farmaceutico es una medida comparativa con respecto a una referencia:
intravascular Sabsoluta) o extravascular (relativa). Es decir, un estudio de
biodisponibilidad comparativa se refiere a la comparacién de
biodisponibilidades de diferentes formulaciones de! mismo farmaco o de
diferentes productos del farmaco. Cuando se dice que dos formulaciones del
mismo fadrmaco o dos productos con el mismo principio activo son
bioequivalentes es porque ellos tienen el mismo efecto terapeutico o son
terapeduticamente equivalentes. Dos productos farmaceuticos son

quival far i cuando ellos contienen cantidades idénticas del
mismo principio activo y son alternativas farmaceuticas aquellos productos
que contienen el mismo principio activo o su precursor, pero no necesariamente
en la misma cantidad o forma de dosificacién o como la misma sal o éster.




l Generalidades
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Por [0 tanto un estudio de bicequivalendia se basa en la consideracion de que
el efacto terapéutico de un medicamento esta en funcién de la concentracién del
grincipio activo en la circulacién sistémica y por lo tanto estd relacionada a su

iodisponibilidad. Asi, si dos formas farmacéuticas iguales contienen
cantidades equivalentes del mismo farmaco y producen concentraciones
similares del farmaco en la sangre, elias son bioequivalentes y por lo tanto, son
equivalentes terapéuticamente. I

En fa mayoria de los estudios se sigue Una administracién por via oral (tabletas
] ceéapsulas) en la que existe un proceso de absorcion anteﬁﬂe que e) férmaco

ueda llegar al torrente circulatorio, estar “disponible’ en los fluidos

iolégicos y llegar al sitio receptor (figura 2). En gereral en la préactica se
cuantifica la concentracion del farmaco y/o metabolitos en plasma con respecto
al tiempo, obteniéndose una gréfica como la representada en la figura 3 con la
cual se pueden determinar I0S principales parametros farmacocinéticos con los
que se evalua la biodisponibilidad en un estudio de bioequivalencia: ABC (area
bajo la curva), Cpmax(concentracién plasméatica méxima) y tmax (tiempo al cual
se alcanza la concenﬁ'acién plasmatica l‘néxima).

El tartrato de metoprolol es un R-bloqueador clasificado dentro de los de
caracteriticas liposolubles que se absorben rapidamente por via oral, pero que
sufre el efecto del primer paso por el higado. De alli que se puedan obtener
respuestas variables entre distintos individuos y que se presente&ﬁon mayor
frecuencia efectos adversos a nivel del sistema nervioso central “”. Ademas
presenta un metabolismasgegulado genéticamente, semejante al del tipo de la
debrisoquina/espartina , por lo qué a los individuos a quienes se les
administra pueden ser clasificados como hidroxiladores lentos o rapidos.

Estudios como los de Horai®® 270 Rutledge'® y Lennard® % y cols
establecen la importancia de esta caracteristica q% puede repercutir en fallas
terapeuticas sobre todo en pacientes deridtricos . Dada la importancia que
presenta es‘g,fq,maco en diversas terapias como la de la hiperte(mén leve
y moderada’™ " **! asi como en la prqyﬁncién del infarto al miocardio™ ' y en el
tratamiento de la angina de pecho'™ ', se ha estudiado incluso su impacto
econdmico comparativ?aﬂ de costo beneficio con otros medicamentos como lo
reportado por Holford ey se han remnado emydios de biodi$?nibilidad
realizados por Sandberg'™"’, Houtzagera! "', Briant""', Van den Berg"™"' y cols.

Puesto que en nuestro pais no hay una reglamentacion establecida para
efectuar estudios de bicequivalencia, para realizar este trabajo se consideré lo
establacido por las gulas especificas emitidas por la Oficina de Productos
Genéricos de la Division de Estudios de Biocequivalencia, las cuales se
reconocieron oficiailmente en la nueva ed{' ‘f’)n de la Farmacopea de los
Estados Unidos de Norteamérica USP XXIII'™! en ésta se indica que a partir del
1 de Julio de 1992 se apliquen dichas guias para farmacos candidatos a
estudios de bioequivalencia. Asi, la guig 4pn recomendaciones especificas para
tabletas de tartrato de metoprolol '’ indica que hay que utilizar al
Lopressor{producto innovador); recomienda utilizar un disefio cruzado de 2x2 y
emplear un método analitico especifico que permita diferenciarlo de su principal
metabolito, e! a-hidroximetoprolol. ;



Generslidades

Tableta Grénulos Particulas
] OESINTEGRACION (1) o DISGREGACION( 2) finas
cépsula Qreg: -
DISOLUCION DISOLUCION DISOLUCION
(3) (3) (3)

Farmaco en solucién
(*in vitro* o “invivo ")
{4)

ABSORCION “in vivo"
{8) .

4 .
FARMACO EN PLASMA Y OTROS FLUIDOS Y TEJIDOS

FIGURA 2

Secuencia que sigue un principio activo contenido en una forma
farmacedtica sélida oral para llegar al sitio de accién

1"
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FIGURA 3

Grafica caracteristica de concentracién plasmatica contra tiempo de
dos productos bioequivalentes y de los principales parametros
farmacocinéticos:

ABC * ABc; tmax, CP max.



Geneoralidades

2.3 PROPIEDADES FARMACODINAMICAS

2.3.1.Efectos de los B-bloqueadores

Los receptores beta adrenérgicos se encuentran en el corazén, vasos
sanguineos, bronquios, higado, pulmén, péancreas, tejido adiposo, musculo
fiso gastrointestinal y uterino, ademas, de otros tejidos. Existen dos tipos
de beta receptores los By ylos B, . El metoprolol es un farmaco B-
bloqueador cardioselectivo lipofilico, es decir, que actia a dosis bajas
sobre los receptores B, localizados principalmente en el corazén, pero no
en los receptores B2 fipe se encuentran sobre todo en los bronquios y en
los vasos periféricos.

2.3.1.1. Bloqueo de los receptores a2)

Los B-bloqueadores se combinan reversiblemente con los beta receptores
para bloquear la respuesta a los impulsos nerviosos simpaticos y de las
catecolaminas circulantes. E! bloqueo de los receptores R1 reduce la
frecuencia cardiaca, la contractilidad del miocardio y el gasto cardiaco.
También suprimen la secrecion de la renina y la liberacion de &cidos
grasos libres del tejido adiposo provocada por la accidn estimulante de las
catecolaminas.

2.3.1.2.Cardioselectividad*®

Los bela bloqueadores son clasificados como cardioselectivos ©
noselectivos en base a su relativa afinidad por los receptores R1 y R32. Los
farmacos no selectivos (propranolol, nadolol, penbutolol, pindolol,
labetalol, timolol), bloquean los receptores beta en todos los sitios mientras
que los farmacos cardioselectivos (acebutolol, atenolol, metoprolol)
blogquean los receptores 1 y tienen menos efecto sobre los receptores R2
cuando se usan en dosis bajas. Asi, un farmaco cardioselectivo puede ser
mas seguro al ser administrado en un paciente asmatico o propenso a la
hipoglucemia. Sin embargo, todos los beta bloqueadores deben ser
usados cautelosamente puesto que la cardioselectividad no es absoluta y
ocasionalmente se puede presentar una perdida de ésta, a dosis
terapeuticas.
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2.3.2. Farmacologia y mecanismo de accién'*

2.3.2.1 Farmacologia .

A dosis bajas el metoprolol es un inhibidor selectivo de los receptores £1-
adrenérgicos. Como el propranolol, e metoprolol inhibe la respuesta a estimulos
adrenérgicos por bloqueo competitivo de los receptores R1-adrenérgicos dentro
del miocardio. A diferencia del propranolol, el metoprolol bloguea los receptores
R2-adrenérgicos que se encuentran en los bronquios y en el musculo vascular
liso, Unicamente a dosis altas.

Debido a su bloqueo R1-adrehérgico en el miocardio, el metoprolol disminuye e!
gasto cardiaco y la taquicardia en el descanso. Inhibe el incremento en la
frecuencia cardiaca durante el ejercicio inducido, decrece la contractilidad del
miocardio y el gasto cardiaco tanto durante el descanso como en el gjercicio sin
aumentar significativamente la resistencia periférica. El farmaco incrementa el
tiempo de expulsidn sistdlica y el volumen cardiaco. El metoprolol reduce ia
velocidad de conduccion através de los nodos sinoatrial (SA) y atrioventricular
(AV) asi como la automaticidad del miocardio. No tiene una actividad
simpaticomimética intrinseca y poco o ningin efecto estabilizante de la
membrana del corazén.

2.3.2.2 Mecanismo de accién

2.3.2.2.1 Hipertension

Como el propranolol, el metoprolol decrece la presién sanguinea tanto en la
postura de pie como en la supina. No se ha determinado el mecanismo preciso
de su accién hipotensiva pero se ha planteado que los agentes blogueantes 13-
adrenérgicos reducen la presion sanguinea por bloqueo de los receptores
periféricos (especialmente cardiacos) reduciendo el gasto cardiaco por
descenso de los neurotrasmisores del Sistema Nervioso Central y/o suprimiendo
la liberacién de renina. También, se ha sugerido que ocurre una reduccién en la
resistencia periférica por la inhibicion de ia liberacién de norepinefrina.

En pacientes hipertensos se ha reportado una reduccién en la presion sistdlica
durante el ejercicio a los 15 min después de una dosis oral unica de 50 - 80 mg
de tartrato de metoprolol y el efecto persiste por 6 horas.

Dosis diarias de 150-450 mg causah una disminucion promedio de 20 mm Hg
en la presion sistélica alcanzando el efecto maximo en una semana tanto para
voluntarios sanos como hipertensos durante el descanso y el ejercicio.

Las mismas dosis causan una reduccién menor pero apreciable en la presion
diastolica con promedio de 10-15 mmHg.
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En la terapia cronica, el efecto hipotensivo puede persistir durante 4 semanas
aun después de un lavado del farmaco, probablemente como resultado de su
enlace a tejidos.

Cuando se administra en individuos sanos una infusién IV de una dosis Unica de
metoprolol de 5 & de 15 mg, ocurre una disminucidén en el gasto cardiaco
aproximadamente de 10 a 15%, a los 10 min, respectivamente durante el
ejercicio inducido. Este efecto decrece linealmente con el tiempo a la misma
velocidad para ambas dosis y persiste aproximadamente durante 5 horas para
la dosis de Smg y 8 horas para lade 15 mg.

La duracién de los efectos bloqueantes R-adrenérgicos (medidos por la
disminucion del gasto cardiaco en el ejercicio) esta relacionada con la dosis,
incrementandose cuando se incrementa la dosis.

2.3.2.2.2 Infarto al miocardio

Tampoco se ha establecido el mecanismo exacto de accion del metoprolol en
pacientes propensos a sufrir ataques cardiacos o con ataque cardiaco
declarado pero se ha observado en pacientes con infarto del miocardio que el
metoprolol reduce la presidn sistélica y el gasto cardiaco sin cambiar la presion
diastdlica, la arterial y la pulmonar asi como una disminucion en la fibrilacion
ventricular,

2.3.2.2.3 Angina de pecho

En la angina de pecho se propone que el mecanismo de accién es através del
bloqueo de la accion estimulante de las catecolaminas sobre el corazon,
disminuyendo la frecuencia cardiaca, la presion sanguinea y la contractilidad
del miocardio. Encontrandose una una relacion entre las concentraciones

lasmaticas del farmaco y la disminucion de la frecuencia cardiaca y de la
Isquemia ventricular izquierda durante e! ejercicio inducido
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2.4 PROPIEDADES FARMACOCINETICAS

2.4.1.Absorcionth 44 48.48.47)

El tartrato de metoprolol es absorbido répidamente y casi gor completo del
tracto gastrointestinal. Sin embargo, aproximadamente el 50% del fArmaco
sufre el efecto de primer paso. La velocidad de absorcién depende de la
forma farmaceutica en que se administre as! la absorcién de una dosis oral
nica de 20-100 mg se completa de 2.5 a 3 horas y el metoprolol aparece
en el plasma después de 10 min alcanzando su concentracion plasmatica
méaxima a los 90 min. Obteniendose el doble de concentracién cuando se
administra en forma intravenosa (V) y una respuesta farmacoldgica
maxima a fos 20 min.

La biodisponibiiidad de! tartrato de metoprolol administrado en forma oral,
se incrementa cuando se aumenta la dosis. Indicando, probablemente, un
proceso saturable de baja capacidad como por ejemplo un enface a tejidos
en el higado. y cuando se administra conjuntamente con los alimentos, el
grado de absorcion aumenta y por lo tanto las concentraciones
plasmaticas maximas son mas altas.

Debido a que el metabolismo del metoprolol estd regulado genéticamente
las concentraciones plasmaticas de este farmaco pueden variar
grandemente entre individuos por lo que se ha reportado que si bien
después de una dosis oral de metoprolol, las concentraciones plasmaticas
obtenidas son completamente variables particularmente en pacientes
geriatricos y aparentemente sin correfacién con sus efectos hipotensivos
existe una relacién lineal entre las conceniraciones plasmaticas con
respecto a la dosis en un intervalo de 50-400 mg, Presentandose, también,
en este intervalo de dosificacion una relacion entre fa dosis y la
disminucion de la frecuencia cardiaca asi como de la presion sistdlica
durante el ejercicio inducido en los pacientes.

En la administracion oral de 100 mg de tarirato de metoprolol en 8 sujetos
sanos se obtuvierdn concentraciones plasmalicas maximas de 30 a 280
ng/m (promedio de 130 ng/mL) después de 2.5 horas y en otro estudio con
el mismo numero de voluntarios y con la misma dosis se encontrd una
concentracion plasmatica maxima promedio para et tartrato de metoprolof
de 120 ng/mL de 2 a 3 horas y para el u-hidroximetoprolol de 70 ng/ml en
un tiempo promedio de 3 horas.Para una administracion oral de dosis
multiples de tartrato de metoprolol de 50 a 80 mg durante 3 veces
dialriamente las concentraciones piasmaticas se encuentran entre 20 a 340
ng/mi.
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2.4.2. Distribucién

El metoprolol se distribuye ampliamente dentro de los tejidos del cuerpo.
La concentracién del farmaco es mayor en el corazén, higado, pulmones y
saliva que en el plasma. Aparentemente su unién a proteinas plasmaticas
se realiza solamente con la albimina de un 11 a un 12 %. Siguiendo las
dosis terapeuticas, las concentraciones de metoprolol en eritrocitos son
aproximadamente 20 % mas altas que aquellas encontradas en el plasma,
pero el farmaco esta disponible para la eliminacién de ambos sitios a la
misma velocidad. E! metoprolol atraviesa la placenta por lo que las
concentraciones maternas y las de la sangre del feto son
aproximadamente iguales. También atraviesa la barrera hematoencefalica,
la concentracién de metoprolol en Iiguido cefaloraquideo (LCR) es
aproximadamnete 78% de la concentracién en plasma. La distribucion del
metoprolol hacia la leche es de 3 a 4 veces la concentracién plasmatica
materr:_\a, pero {a cantidad distribuida dentro de la leche parece ser muy
pequeiia.

2.4.3. Eliminacion

La eliminacién del metoprolol sigue una cinética de primer orden y ocurre,
principalmente en el higado; el tiempo requerido para- el proceso,
aparentemente es independiente de la dosis y de la duracién de la terapia.
En individuos sanos y pacientes hipertensos, la vida media de eliminacion
tanto del farmaco inalterado como de los metabolitos es aproximadamente
de 3 a 4 horas. En hidroxiladores Ientos, la vida media de eliminacion del
farmaco se prolonga aproximadamente de 6 a 7 horas. Existe una mayor
variabilidad interindividual en las vidas medias de eliminacién en pacientes
geriatricos que en individuos jovenes sanos.La vida media del metoprolo!
no se incrementa apreciablemente con funcién renal dafiada.

El metoprolol no inhibe o retarda su propio metabolismo. Los tres
metabolitos principales del farmaco formados por desaminacién oxidativa
{O-dealquilacién con subsecuente oxidacion y hidroxilacion alifatica),
representan un 85% de los metabolitos totales excretados en la orina.

Los metabolitos aparentemente no tienen actividad farmacoldgica. La
velocidad de hidroxilacion da como resultado el a-hidroximetoprolol y dado
que esta controlada genéticamente, ocagipna la variabilidad interindividual.
En los trabajos de Hoffmann y col. |, se reportaron los principales
metabolitos del metoprolo! en el hombre (figura 4) y en la rata.
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METOPROLOL
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FIGURA 4

Principales metabolitos del metoprolol en el hombre
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Los hidroxiladores lentos de metoprolol presentan incrementos en sus
areas bajo la curva (ABC), prolongadas vidas medias de eliminacién
(aproximadamente 6-7 horas), altas concentraciones en la orina de
farmaco inalterado y concentraciones despreciables de! o-
hidroximetoprolol en la orina en comparacién con las que presentan los
hidroxiladores rdpidos. El blogqueo de los R-adrenérgicos, persiste por lo
menos 24 horas después de la administracion de una dosis oral unica de
200 mg en los hidroxiladores lentos.

El metoprolol y sus metabolitos son excretados en orina principaimente via
filtracion glomelular, sin embargo también se elimina por secrecién tubular
y por reabsorcion. Aproximadamente el 95% de una dosis oral se excreta
en orina dentro de 72 horas. Menos del 5% y aproximadamente el 10% de
una dosis de metoprolol se excreta inalterada en orina siguiendo una
administracion intravenosa del farmaco.

Los pardmetros farmacocinéticos mas importantes de algunos de los B3-
bloqueadores mas empleados se enlistan en el apéndice

2.4.4 Usos
2.4.4.1.Hipertension

El metoprolol se utiliza en ia hipertensiéon y.se administra en ia
monoterapia 0 en combinacion con otra clase de agentes hipertensivos. Su
eficacia es similar a la de otros agentes B-bloqueadores adrenérgicos,
pero dada su caracteristica de cardioselectividad se prefiere a la de otros
agentes no selectivos, como el propranolol, sobre todo en pacientes con
ciertas patologias ( feocromocitoma, hipoglucemia, bronguitis). La
posologia en la hiperiension puede ser individualizada y ajustada en base
tanto a la severidad de la enfermedad como a la respuesta a la terapia
( mono o politerapia) y tolerancia al farmaco. Se recomienda para
pacientes a los que se les administra otros farmacos al estar, por ejemplo,
en tratamiento por dieta o por alcoholismo. E! metoprolol puede ser
empleado:como monoterapia inicial en la hipertensién, como una segunda
alternativa para subslituir a otro farmaco ineficaz o intolerado por e!
paciente en una monoterapia secuencial o como parte de una muitiple.
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2.4.4.2.Infarto al Miocardio™”

El Metoprolo! se emplea tanto por via oral como intravenosa para reducir el
riesgo a la mortalidad cardiovascular en pacientes que han tenido un
infarto al miocardio o son propensos a ellos y estan hemodindmicamente
estables. El tratamiento con metoprolo! intravenosamente debera iniciarse
tan pronto como las condiciones clinicas del paciente lo rmitan.
Alternativamente, el tratamiento puede empezar dentro de los 3-10 dias
seguidos al infarto agudo al miocardio.

2.4.4.3. Angina de Pecho™”

E! metoprolol se utiliza para el tratamiento de {a angina de pecho crénico
estable. En estudios placebo-controlado, el metoprolol reduce la frecuencia
de los ataques de angina , reduciendose la administracién de nitroglicerina
e incrementando la tolerancia al ejercicio.

2.4.5, Efectos secundarios y précauciones“’

E| metoprolol causa cierta reduccién del volumen espiratorio forzado
(VEF 1) en pacientes asmaticos, pero el efecto es menor que el producido
por el propranolol cuando los farmacos se administran en dosis que
causan igual grado de bloqueo adrenérgico betaj. A diferencia del
rcpanolol, el metoprolol no inhibe mayormente la broncodilatacion
inducida por el isoproterenol. Sin embargo, se ha producido exacerbacion
de los sintomas respiratorios en pacientes asmaticos que recibierén dosis
relativamente altas de metoprolol. Estas personas no deben tratarse
probablemente con metoprolol, excepto si la brancoconstriccion se controla
simultdneamggte con un agonista adrenérgico betap u otro férmaco
antiasmdtico . Existen evidencias de que el metoprolgl puede deteriorar
la tolerancia a la glucosa en los pacientes diabéticos y quiza en los
individuos normales, implicando que la liberacion de insulina mediada por
betarreceptores se inhibe hasta cierto punto con este farmaco.

Los efectos secundarios mas comunes propios de la administracion de
metoprolol son fatiga, cefalalgia, mareo e insomnio. Lo mismo que todos
los antagonistas beta adrenérgicos, el metoprolol no debe usarse si hay
riesgo de insuficiencia cardiaca congestiva, a menos que el paciente se
supervise cuidadosamente; puede ser necesaria la administracién de otro
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farmaco como digital. Del mismo modo, el fidrmaco debe usarse con
precaucion en individuos con trastornos de la conduccién cardiaca.

Las contraindicaciones incluyen bradicardia con menos de 45 |étidos ror
minuto, bloqueo cardiaco mayor que el de primer grado, presién sistélica
menor de 100 mm Hg o insuficiencia cardiaca de moderada a grave.

El tarlracl'? de metoprolol se vende para uso oral en tabletas de 50 y 100
mg por dia.

El metoprolol también se vende en forma de inyectable (5 mg/Sml)para
gs?r Ign la primera etapa de infarto de miocardio sospechado o agudo
efinido.

24.8. ln!eracclones(.’

Fédrmacos Cardiovasculares.

Cuando el meloprolol es administrado con diuréticos u ofros farmacos
hipotensivos se puede incrementar el efecto del metoprolol. Esto se
emplea como una ventaja terapéutica, pero la dosis debe ser ajustada
cuidadosamente.

Cuando se administrada con farmacos antiaritmicos tales como
disopiramida, lidocaina, quinidina, fenitoina, procainamida, los efectos
cardiacos pueden verse aumentados g pueden fresentarse efectos
toxicos, requiriendo un ajuste de dosis. EI metoprolol puede aumentar la
bradicardia producida por glicosidos cardiacos y debe ser administrado
con precaucion en pacientes que reciben este férmaco. El Verapamil
puede incrementar sustancialmente la biodisponibilidad del metoprolol, de
manera que se debe evitar, en lo posible, administrar metoprolol-verapamil
en conjunto.
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25 METéDOS ANALITICOS PARA DETERMINAR METOPROLOL

La molécula del metoprolo!. (figura 1) presenta caracteristicas de alta absorcién
enla r_eglén ultravioleta, asi como la aromaticidad de su anillo y los grupos:
-OH-, -O-CH3 y -NH2 le dan propiedades que la situan dentro de las estructuras
propensas para presentar fluorescencia®™’, lo cual ha sido aprovechado para
cuantificarlo tanto en formas farmacéuticas en andlisis rutinario de control de
calidad como en fluidos biolégicos.

2.5.1 Formas farmacéuticas.

El tartrato_de metoprolol puede ser titulado en &cido acético glacial 0.1N en
dioxano. El punto final de la titulacion se determina potenciométricamente
empleando un electrodo de vidrio y un eleg{odo de calomel conteniendo &cido
acético glacial saturado con cloruro de litio

Uno de los métodos farmacopéicos " reportados se basa en la acidificacion del
tartrato de metoprolol con &cido clorhidrico (HCI) 0.1N y después de alcalinizar
el extracto acuoso, el metoprolol es extraido en la fase cloroférmica para
c&l.{anliﬁtlzatrlo por medio de una determinacién espectrofotométrica en ia region
ultravioleta.

Su cuantificacion también puede realizarse con una extraction del principio
activo por medio de 4dcido clorhidrico (HCIl) 0.1N y su subsec‘.‘ﬁnte
determinacion al UV. También se ha reportado gmr Gustavii y Schill ™ la
determinacién de aminas cuartenarias por formacion de par idnico con picrato,
la cudl se basa en disolver la sustancia activa en agua y diluirla con un buffer
de fosfato de pH 6.5. £l metoprolol es extraido con cloruro de metileno como par
idnico de picrato, él cual es determinado espectrofotométricamente a una
longitud de onda de 347 nm.

2.5.2, Fluidos bioldgicos

Para la determinacién en fluidos bioldgicos tanto del metopralﬂ,como de su
principal metabolito, el a-hidroximetoprolol se han reportado " numerosos
métodos. Dado a c1ue se requieren de técnicas analiticas muy sensibles y
especificas ya que los nivtwas de concentracion son bajos encontrandose en
ng/ml, y en algunos casos"’ se requiere también de la cuantificaciéon de su
principal metabalito, los principales mggggos empleados se han enfocado al
analisis por Cromaspmfﬁa de Gases"™ ' y por Cromatografia de Liquidos
de Aita Resolucién™"
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2.5.2.1 Cromatografia de gases (CG).

Borg y cols.®? reportan uno de los primeros estudios del metoprolol
estableciendo un método por cromatografia de gases y espectrometria de
masas por medio del cual se identificarén en la orina, los principales metabolitos
del farmaco, en el hombre, el perro y la rata comparandose con sustancias de
referencia sintetizadas.

Este trabajo dib las bases para que posteriormente Gyllenhaal y cols®,
determinaran en orina al metoprolol y sus metabolitos en forma de derivados
trimetilsilizados por cromatografia de gases con columnas capilares.

Este Ultimo método esta basado en la derivalizacion de la cadena del
ammﬁ;gq%anol con fosgeno a un pH alcalino y aislado en una fase orgénica a
un pH &cido.

Después de la trimetilsiliiacion, la separacién y la cuantificacién se analizan por
cromatografia de gases con columna capilar y con deteccién de ionizacion a la
flama. La reaccion se efectua a un pH 12 con 60 L de fosgeno 2 M en tolueno
adicionado en tres porciones, como medio de extraccion se emplea éter
dietilico/diclorometano y como agente silante la bis (trimetilsilil)acetamida.

Maurer y Pfieger’® reportan una técnica para cuantificar y diferenciar los beta
blogqueadores y sus principales metabolitos en orina por medio de cromatografia
de gas computarizada y espectrometria de masas, la cual se basa en una
hidrdlisis acida de la orina con acido clorhidrico(HCI) al 37%, seguida de una
alcalinizacion con hidroxido de potasio y una solucion acuosa de sulfato de
amonio al 30 % para obtener un pH entre 8 y 9; se extraé con una mezcla de
metanol-isopropanol-acetato de etilo (1:1:3), evaporandose a sequedad y
redisolviéndose con 0.1 mL de metanol, acetildndose después con anhidrido
acético y piridina.

En 1988 los R-bloqueadores se incluyen en la lista de sustaqus prohibidas por
el Comite Olimpico Intemacional, por lo que Delbeke y cols."™, desarrollan una
técnica cualitativa para identificar a compuestos pertenecientes a los -
bloqueadores en orina, por medio de cromatografia de gas y espectrometria de
r1nasas, después de una extraccion en fase sdlida empleando columnas Extreiut-

Un ario después Leloux y cols®), presentardn una técnica especifica y sensible
para detectar a varios B-bloqueadores clasificados como prohibidos (entre ellos
el metoprolol), en la orina después de 48 horas de la administracion de la dosis.
Eglt% técnica se basa en una hidrolisis enzimatica y una extraccién en fase
sblida.
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2.5.2.2. Cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR).

Para la cuantificacion del metoprolol y de su principal metabolito el a-
hidroximetoprolol en plasma, los métodos Ms empleados son los de
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucion®®'"". Los mas sensibles son los
que emplean un detector de fiuorescencia.

Rossel y cols.* en 1982 reportan un método para determinar metoprolol en
plasma, por medio de cromatografia de par iénico en fase reversa y deteccion
por fluorescencia, reportando un limite de deteccion de aproximadamente 5
ng/mL. El procedimiento de extraccion es muy parecido al que seguirian la
mayoria de los métodos futuros: alcalinizacion de la muestra plasmatica para
liberar la base, extraccién con un disolvente orgdnico, evaporacién del
disolvente, reconstitucién en fase movil e inyeccibn en el sistema
cromatografico, la deteccion se realiza por fluorescencia a una longitud de onda
de excitacion de 220 nm y una de emision de 295 nm.

En 1984, Gengo y cols.®?, reportan una técnica para ser empleada en
suero,orina y liquido cefaloraquideo (LCR) en el cual las muestras son cargadas
con pronetalol como estandar interno, las proteinas son precipitadas con una
solucién de &cido tricloroacético al 30% , después de agitar y centrifugar la
muestra, el liquido sobrenadante es alcalinazado con hidroxido de sodio
(NaOH) 1 M, se extraé con diclorometano, et cual se evapora a sequedad y se
reconstituye en fase movil. La deleccion se lleva a cabo con detector de
fluqr_eéscencia a una longitud de onda de excitacién de 230 nm y 300 nm de
emision.

Una modificacion a estos métodos la presentan Harrison y cols®® al emplear
para la limpieza de la muestra un cartucho, Bond-Elut que contiene QDS-silica
modificada para evitar exponer a la muestra a condiciones drésticas de
alcalinizacién, reportando un limite de deteccién de 2 ng/mL. También, en un
intento de evitar;g los procedimientos largos en la limpieza de la muestra,
Lecaillon y cols.®, reportan un método de acoplamiento de columnas, en el
cual la muestra es inyectada y después pasa por un sistema en donde la
muestra va limpiandose conforme va pasando a través de diferentes cartuchos,
antes de llegar a la columna principal donde se realiza la separacién analitica.

Rutledge y Garrick "’, con objeto de obtener un métado Util para ser empleado
en estudios farmacocinéticos del metoproloi asi como en el monitoreo en
determinados grupos de pacientes, desarrollaron una técnica en la cual el
metoprolol y su principal metabolito se extraen en dos pasos, primero {a adicion
de estandar interno (propranolol), alcalinizacion con hidréxido de sodio (NaOH)
4M y 5 mL de éter dietilico, centrifugacion y separacion de !a fase orgdnica,
segundo la acidificacion de ésta dltima con &cido sulfdrico (H2SO4) 0.01N
inyeccidn at sistema cromatografico
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Generalidades

Horai y cols. ™ presentan una técnica basicamente con las mismas condigiones
generales de los antes mencionados, es decir alcalinizacion de la muestra
plasmatica, extraccidn con disolvente orgénico (diclorometano), evaporacién de
ésta fase, reconstitucion en fase mévil e inyeccidén a un sistema cromatografico
de fase reversa y deteccién por fruorescencia, que serdn las condiciones
empleadas en la mayoria de los métodos. Lo relevante es que esta técnica la
emplearon en la clasificacién de hidroxiladores lentos y rédpidos en poblacion
japonesa de acuerdo a un estudio de distribucion de datos de 183 pacientes con

ase a la relacion logaritm:ca de concentracién plasmatica de metoprolol contra
concentracién plasmatica de a-hidroximetoprolol.

Los métodos™7" mas recientes reportan la cunatificacién de los enantidmeros
del metoprolol en el plasma humano por cromatografia de yﬂuidos de alta
resolucién. Uno de ellos es el reportado por Straka y Johnson'™ en el cual se
logré la separacién de los enantiomeros por medio de una fase estacionaria
guiral de celulosa-tris(3,5,-dimetilfenilcarbamato), en fase reversa y por medio

e una deteccién de fluorescencia a una longitud de onda de excitacién de 275
nm y de emisién de 315 nm.

En las tablas 2.1 a 2.5 se enlistan los principales métodos reportados para la
cuantificacién del metoprolol y/o su principal metabolito el a-hidroximetoprolol
en diferentes fluidos bioldgicos y por diferentes técnicas analiticas.
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TABLA 2.1
Métodos analiticos para cuantificar metoprolol en plasma por
cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR)

DETERMINA- METODO DETECCION LIMITE REFERENCIA
CION DE
DETECCION
Metoprolol (M) CLAR Fluorescencin 3 ng/mL J. Chromatog.
a-Hidroximeto- Plasma 228:215-22
protol (1982)
Mctoprolol (M) CLAR Fluorescencia S ng/ml. J. Chromatogr
Plasma 71(1):114-18
(1982)
Metoprolol (M) CLAR Fluorescencia — Chromatographia
Plasma ’ 16:153-61
(1982)
Metoprolol (M) CLAR Fluorescencia 2 ng/mL 1. Chromatogr.
Plasma 278(1):204-8
(1983)
Metoprolol (M) CLAR Fluorcscencia 10 ng/mL (M) J. Chromtogr.
Plasma 305¢2):411-17
8 ng/mL (HM) (1984)
Mectoprolol (M) HPLC Fluorescencia 2 ng/mL 1. Chromatogr.
Plasma 339(2):429-33
(1985)
Mctoprolol (M) CLAR Fluorescencia - J. Liq.
Plasma . Chromatogr.
9(2-3)269-90
(1986)
Metoprolol (M} CLAR Fluorescencia 0.5 ng/mL J. Chromatogr.
Plasma 417(2):357-68
(1987)
Mectoprolol (M) HPLC Fluorescencia 5 ng/mL, J. Chromatogr
Plasina 434(1):265-70
(1988)
Metoprolol (M) CLAR Fluorescencia _ §. Pharm.,
Plasma . Biomed. Anal.
; D 7(4):483-97
L (1989)
Metoprolol (M) CLAR Fluorescencia- | -5 ng/mL (M) . Chromatogr.
Plasma Lo e 488(2):498-502
’ (1989)
Mectoprolol (M) CLAR Fluorescencia L e J: Chromatogr
Plasma LT e 506:593-9
i . (1990)
Metoprolol (M) CLAR .| 'Fluosescencia 5 ng/mL 1. Liq.
Plasma e . Chromatogr.
14(4):777-93

(1991)

26



TABLA 2.2
Métodos analiticos para cuantificar metoprolol en diferentes fluidos
biolégicos por cromatografia de liquidos de alta resolucién (CLAR) y
cromatograffa en capa fina (CCF)

DETERMINA- METODO DETECCION LIMITE REFERENCIA
CION DE
DETECCION
Mectoprofol (M) CLAR Fluorescencia 2 ng/mL (plasma) | J. Chromatogr.
plasma/tcjido 5 ng/mL 228:223-34
_(tejido) (1982)
Metoprolol (M) CLAR Fluorescencia 5 ng/mL (M) J. Pharm Sci,
Sugcro, orina. 73(7):961-3
a-Hidroximeto- Fluido cercbro 4 ng/mL (HM) (1984)
prolot cspinat
Metorprolol (M) CCF J. Anal. Toxicol.
orina 9(4):180-2
__(1985)
Mectoprolol (M) CLAR Fluorescencia 50 ng/mL (M) J. Chromatogr.
a-Hidroxime- . 342(1):199-205
toprolol(HM) Orinay . 10 ng/mL (HM) (1985)
O-dealquil i
(OM) hepiticos 20 ng/mL (OM)
Derivado dcido
carboxilado(AM) : s 500 ng/mL (AM)
Metoprolol CLAR Fluorescencia . 1. Anal. Toxicol.
orina/extracto de 12(2):108-110
+higado {1988)
Mectoprolol (M) HPLC Fluorescencia S ng/mL . Sepu
N sangre de 6(2):103-5
. conejo : (1988)
Mctoprolol (M) CLAR . uv 200 ng/mL Beitr.
[ T ) . Gerichtl. Med
- 44:233-61
S CL : D _(1986)
. Mctoprolol (M) - CLAR i UV 2.3 ng/mL Analusis
L suere L : 14(8):421-6
o AR . (1986)
Mctoprolol (M) CLAR - - 2 ng/mL J. Chromatogr.
a-Hidroxime- Sucro o Sci.
toprotol i 27(9):561-5
. - £1989)
Mectoprolol (M) CLAR Fluorescencia T Sng/mL J. Chromatogr.
Sucro Lt o 530(1):83-93
. (1990)
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TABLA 2.3
Métodos analiticos para cuantificar enantiomeros de metoprolol en
plasma y\o suero por cromatografia de liquidos de alta resolucién

(CLAR)
DETERMINA- METODO DETECCION LIMITE REFERENCIA
CION- DE
DETECCION
Metoprolol (M) HPLC Fiuorescencia 6l ng/mL J. Chromatogr.
enantiomeros Plasma
474(1):257-63
_(1988;
Metoprolol (M) HPLC Fluorescencia — J. Chromtogr.
cnantiomeros Suero Biomed. Appl
497:181-90
- (1989)
Metoprolol (M) HPLC Fluorescencia — J. Chromatogr.
enantiomeros Plasma . . Biomed. Appl
497:313-318
{1989)
Mctoprolol (M) HPLC - J. Chromatogr.
cnantiomeros Plasma
. 473(23:371-9
- .(1989)
Mctoprolol (M) HPLC J. Chromatogr.
enantiomeros Sucro Biomed. Appl.
. L 530:83-93
- _(1990)
Mctoprolol (M) HPLC - J. Chromatogr.
enantiomcras Plasma Biomed. Appl.
; 567(1):221-7
_(1991)
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Métodos analiticos para cuantificar metopro

TABLA 24

cromatografia de gases (CG)

lol en plasma y/o orina por

DETERMINA- METODO DETECCION LIMITE REFERENCIA
CION DE DE
DETECCION
Metoprolol (M) GC Espectrometria 0.3 ng/mL Biomed,
Hidroxi pl Jori de Mass Spectrum
protol(HM) Masas 8(7):322-6
10-demthy) - (1981)
meloprolol
Mctoprolol (M) GC Captura de Abajo de 3. Chromatogr.
plasma clectrones 10ng/mL. 272(1):103-10
(1983)
Metoprolol (M) GC Nitrogéno 2.9 ng/mL J. Chromatogr.
plasma 273(1):129-139
(1983)
Metoprolol (M) GC Captura de 5 ng/mL Fresenius ‘Z,
plasma electrones Anal, Chem.
318(6):425-7
(1984)
Mctoprolol (M) GC Captura de 5 ng/mL Methodol. Anal.
clectrones Toxixol
plasma 3:117-20
B (1985)
Metoprolo! (M) GC Espectrometria de S.ng/mL 1. Chromatogr.
plasma Masas 339(2):404-9
(1988)
Mctoprolol GC Captura de 2.9 ng/mL. J. Chromatogt.
pl fosi 381(1):168-74
(1986
Mctoprolol (M) GC Captura de 2.9 ng/mL. J. Chromatogy.
plasma clectrones 381:168-74
(1986)
Mectoprolol (M) GC Captura de 1 ng/mL. Yaoxue Xucbao
plasma clectrones - 25(6):457-61
(1990)
Mctoprotol (M) GC Espectrometria de — Yaoxue Xucbao
plasma/orina Masas 26(5):351-7
1991)

‘29




TABLA 2.5

Meétodos analiticos para cuantificar metoprolol en orina por
: cromatografia de gases (CG)

DETERMINA- METODO DETECCION LIMITE REFERENCIA
CION DE DE
DETECCION
Meloprolol(M) GC Espectrometria de Acta Pharmacol et
y sus prircipales orina Masas toxicol.
metabolitos en ¢l 36(V):125-135
hombre, en ¢l perro y (1975)
on farata.
Metoprolol (M) GC lonizacién a la 15 ng/mL J. Chromatogr.
orina, Flama 309(2): 317-328
a-Hidroximeto- (1983)
prolol (HM)
Metoprolol (M) GC Espectometria 20 ng/mL J. Chromatogr.
a-Hidroximeto- orina de - 426:191-204
prolo} (HM) Masas - (1984)
Metoprolol (M) GC Tonizacion de la J. Chromatogr.
orina Flama 382:147-65
. (1986
Metoprolol (M) GC Biomed, Environ,
Orina Mass Spectrom.
14(10):543-8
(1987)
Metoprolol (M) GC 1 ng/mL J. High. Resolut.
Orina Chromatogr.
Commun
11(79:528-32
(1988)
Metoprolol (M) GC ... | = Espectometria de — J. Chromatogr.
Orina™ > '| %" 'masas 488(2):357 67
: AR (1989)
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CAPITULO 1

PARTE EXPERIMENTAL



Parte experimestal

3.1 REACTIVOS Y MATERIALES EMPLEADOS EN EL ESTUDIO

3.1.1 Reactivos

3.1.1.1 Acetonitrilo grado cromatografico, Mallinckrodt.

3.1.1.2 Agua grado cromatogréfico, Waters System Reagent.

3.1.1.3 Diclorometano, grado UVASOL, Merck

3.1.1.4 Fosfato monobasico de potasio R.A., J.T. Baker.

3.1.1.5 1-Heptansulfonato de Sodio, Aldrich Chemical Co.

3.1.1.6 Hidroxido de Sodio R.A,, J.T.Baker.

3.1.1.7 Metanol RA,, J.T. Baker.

3.1.1.8 Plasma Humano, libre de pirdgenos y certificado de pruebas
de VDRL, VIH, factor Rh y grupo sanguineo, procedente del

banco de plasma de la Unidad de Investigacion del Hospital
Infantil de México.

3.1.2 Estandares
3.1.2.1 Acsbutolol esténdar interno, Sigma.

3.1.2.2 Tartrato de metoprolol,estandar secundario de referencia
Syntex.

3.1.3 Producto innovador

LopressorR
Ciba Geigy

31



Parte experimentsl

3.1.4 Metabolitos
3.144 Para-hidroxibenzoato de (a-OH metoprolol)
3.14.2 Acido (2-hidroxi-3-(4-metoxietil-fenoxi)-propanocico.

3.1.4.3 Clorhidrato del (4-(2-hidroxi-3-isopropilaminopropoxi)
fenil acético.

Amablements dorados por los laboratorios de Astra Héssle AB
Méindal, Suecia.

3.1.5 Material

3.1.5.1 Baiio de ultrasonido modelo B-52, Branson.
3.1.5.2 Balanza analitica Modelo 1712, Sartorius.

3.1.5.3 Bomba de vacio y presién con gradilla para evaporacion,
BARNANT.

3.1.5.4 Centrifuga Modelo K, {EC.

3.1.5.5 Micropipeta automatica de 001 - 5 mL, con puntas de
propileno de capacidad de 1 mL, Eppendorff.

3.1.5.6 Micropipeta de 100 - 1000 ul con puntas de propileno de
capacidad de 1 mL, Labsystemsg equivalente.

3.1.5.7 Membranas de filtracién tipo HA (0.45 micras) y
GVWP (0.22 micras), Millipore.

3.1.6.8 Homogenizador Vortex modelo 16700, Thermolyne.

3.1.5.9 Soporte para membranas de filtracion modeio OM 39,
Millipore.

3.1.5.10 Potenciometro Modelo ¢ 45, Beckman.
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Parte experimental

3.1.8 Equipo

' 3.1.8.1 Cromatégrafo de liquidos, equipado con bomba e inyector
automatico Hewlett Packard modelo 1050 y detector de
fluorescencia de longitud de onda variable, modelo Hewlett
Packard 1046A.

3.1.6.2 Integrador modelo 3396-A, Hewlett-Packard

3.1.8.3 Columna Licrosphere 60 RP-Select B, 5 micras, de 125 x
4.6 mm Merck.

3.1.8.4 Precolumna empacada con VYDAC SC-201 RP, tamafio de
particula de 30-40 ym,MachereyNagel.

3.1.6.5 Disolutor Hanson-Research, Modelo SR-2

3.1.6.6 Bafio de Agua Hanson-Research Modelo 64-100-160
3.1.6.7 Control de Temperatura y velocidad Modelo 47

3.1.6.8 Motor Hanson-Research Modelo 72-600-400

3.1.6.9 Espectrofotémetro Hewlett-Packard Modelo 8451A
3.1.6.10 Impresora Hewlett-Packard Modelo 2225 AK

3.1.6.11 Interfase valvula bomba Hewlett - Packard Modelo 890238
3.1.6.12 Controlador Manual Interfase Vici Modelo E-H8

3.1.6.13 Bomba Peristaltica Isco, Modelo N/A

3.1.7 Soluciones y Fase Mévil

3.1.7.1 Solucién de Hidroxido de Sodio 2M

Pesar 8 g de hidroxido de sodio (NaOH) dentro de un vaso de
precipitado. Disolver en aproximadamente 50 mL de agua destilada,

dejar enfriar a temperatura ambiente y transferir a un matraz

;o u‘[}uﬁrico de capacidad de 100 mL y llevar al aforo con agua
estilada.
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3.4.7.2 Fase movil

3.1.7.2.1 Preparacisén

Pesar 2.17 g de fosfato monobdsico de potasio (KH2POg4) g
depositarios en un frasco para fase mévil de capacidad de 1.
litros. Adicionar 252 mg de 1-Heptansuifonato de sodio. Disoiver
con BOO mL de agua fillrada a través de membrana de 0.45
micras r perfectamente medida. Afadir 200 mlL de
acetonitrilo{CH3CN)  grado  cromatogréfico, filtrado  por
membrana de 0.22 micras.

Se obtiene una mezcla final con fa siguiente proporcitn :

CH3CN : KH§P04 con 1-Heptansulfonato de Sodio
200 0)

3.1.7.2.2 Desgasificacion

Desgasificar la fase mdvil por burbujeo con con helio o con
agitacion y vacio durante 10 min.

3.1.8 Lavado de Material

€l material empleado deber& ser lavado con una solucién de
Si?maclean 0 su equivalente. Enjuagado con abundante agua
calidad HPLC y dsjario sumarg{qg durante 12 horas en una
solucién de acido nitrico difuidot12), enjuagado finalmente con
agua HPLC y secado antes de su uso,

3.1.9 Programas Computacionales

STATGRAPHICS R
DESIGN EAS!

JANA
BIOPAK R



Parte experimental

3.2 PRUEBAS "IN VITRO"

Las pruebas "in vitro" efecluadas a los productos bajo estudio fueron:

3.2.1 Controles Fisicos {83)

3.2.1.1 Apariencia: De acuerdo a especificaciones internas del
proveedor.

3.2.1.2.Peso Promedio
3.2.1.3 Variacién de Peso
3.2.1.4 Dureza

3¢2.1 .5 Desintegracion
3.2.1.6 Friabilidad

3.2.2 Controles Quimicos (12, 93)

3.2.2.1 Contenido de Tartrato de Metoprolol
Se utilizé un método cromatografico por CLAR con
deteccion al UV a 254 nm y con un criterio de aceptacion de
90 a 110 % de lo establecido en el marbete.

3.2.2.2 Uniformidad de Contenido .
Se utilizé un método espectrofotométrico UV a una longitud
de onda de 276 nm y con un criterio de aceptacién de 85 a
115 % de lo establecido en el marbete.

3.2.3 Prusbas de Disolucion (12, 93)

.2 Aparato:Tipo Il (Paletas) 100 rom

.3 Tiempo :30 min

.2.3.4 Criterio de Aceptacion: No menos del 75% (Q) de la canti -
dad marcada de tartrato de metoprolol se disuelve en 30
min.
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3.3 METODO ANALITICO

3.3.1 Optimizacién del método analitico para cuantificar metoprolol
en plasma

La of?timizacién del método(6,7.8 y 9) se realiz6 por medio de un
disefio experimental del tipo factorial de 23, con el propésito de
encontrar las mejores condiciones cromatograficas para la técnica
analitica seleccionada. Por lo que se planted un estudio de tres
factores: la velocidad de flujo de la fase movil, el volumen de
inyeccién de la muestra y la potencia de la ldmpara del detector de
fiuorescencia (PMT) sobre una variable de respuesta seleccionada,
en este caso la simetria de las respuestas cromatograficas en
alturas del metoprolol y del acebutolol (estdndar interno). Se
prepard una muestra adicionada de metoprolol de 200 ng/mL a la
cual se le aplicé el procedimiento de exraccion reportado en 3.3.2 4,
Inyectando las muestras al sistema cromatogréfico segln las
condiciones enlistadas en 3.3.2.1., variando los factores
establecidos en la Tabla 3.1, en la cual se puede apreciar que se
efectuardén 8 corridas experimentales, inyectandose las muestras
aleatoriamente de acuerdo al numero del experimento
considerando un valor bajo (-) y uno allo (+) para los factores en
estudio y clasificandose como:

a= Volumen de inrqccién: 10 L (), 20 uL (+)

b= Velocidad de fi ugo : 1.0 mUmin (-), 1.6 mL/min 1g+)
c= Potencia de la lampara: 10 PMT (-), 14 PMT (+)

Los resultados obtenidos se arﬁlizaron por medio del programa
computacional DESIGN-EASE R,
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TABLA 3.1
Disefio factorial de 2 3 para encontrar condiciones 6ptimas de
separacion cromatograficas.
Bloques:1 Factores: 3 Experimentos: 8

EXPERIMENTO a b c
1 - - -
7 +
8 s
) ST
2 +
4 e

FACTORES ESTUDIADOS:

a) Volumen de inyeccion ( 10, 20 mcL)

b) Velocidad de flujo (1.0, 1.5 mL/ min}

c) Potencia de la lampara del detector de
fluorescencia (10 PMT , 14 PMT)
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Parte exporimental

3.3.2 Método para Cuantificar Metoprolol en Plasma.

3.3.2.1 Condiciones Cromatogréficas

Columna LiChorspher 60 RP-Select B, 5 micras de 12.5 x 4.6
mm., Merck o equivalente Yprecolumna empacada VYDAC SC -

201 RP de tamario de particula de 30-40 pum.
Velocidad de Flujo 1.5 mL/min
Presion 132 bar
Temperatura ambiente
Tiempo de corrida 10 min
Velocidad de carta 0.2 cm/min
Longitud de onda de excitacién 230 nm
Longitud de onda de emisién 306 nm
Volumen de inyeccidn 20 UL
PMT del detector 10

3.3.2.2 Preparacion de Soluciones.

3.3.2.2.1 Solucidn patron del estandar interno

Pesar exactamente 25 mg de acebutolol, transferir
cuantitativamente a un matraz volumétrico de una
capacidad de 50 mL , disolver y llevar a volumen con
agua destilada, obteniendose una concentracion final de
500 pg/mL.

3.3.2.2.2 Solucion patrén del estandar de referencia

Pesar exactamente una cantidad de 25.7 mg de tartrato
de metoprolol estandar de referencia, equivalente a 10
mg de metoprolol base { el peso molecular del tartrato de
metoprolol es de 685 y el del metoprolol base de 267 ),
transferir cuantitativamente a un matraz volumétrico de
100 mL , anadir aproximadamente 50 mL de agua
destilada. Agitar y llevar al bafio de ultrasonido durante 2
min. Dejar enfriar a temperatura ambiente y llevar a
volumen con agua grado cromatografico. Homogenizar
por un minuto con agitador. Se obtiene una concentracion
final de 100 pg/mL de metoprolol base.
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. 3.3.2.3 Preparaci6n de la curva de calibracién en plasma.

De la solucidn 3.3.2.2.2 realizar las diluciones correspondientes
para tener una concentracion final en plasma de 3, 30, 50, 100 y
200 ng/mL de metoprolol base, aplicar el procedimiento 3.3.2.4 e
inyectar al sistema cromatogréfico bajo las condiciones enlistadas
en 3.3.2.1. Determinar la relacion de aituras de las muestras
plasmaticas, dividiendo la respuesta cromatogréfica del metoprolo!
entre la respuesta del estandar interno:

FR=Am
Aa

Donde:
FR=Factor de Respuesta
Am=Respuesta en altura de metoprolo|
Aa=Respuesta en altura de acebutolol

Graficar la relacion de alturas de las respuestas obtenidas en el
eje de las ordenadas y las concentraciones de las mismas en el eje
de las abcisas, para obtener la curva patrén.

3.3.2.4. Procedimiento

A 1 mL de plasma, adicionar 250 pL de la solucion de esténdar
interno (acebutolol). Agregar 150 pL de solucién de hidroxido de
sodio 2M y 4 mL de diclorometano. Agitar durante 30 seg en un
agitador mecanico (Vortex), centrifugar a 2500 rpm por 20 min.
Descartar con pipeta pasteur la fase acuosa (capa superior) y
transferir la fase organlca a un tubo de ensayo de 10 mlL .
Evaporar Ia fase organica con ayuda de una cofriente de aire o
de nitrogeno y reconstituir con 100 YL de fase movil. Agitar
vigorosamente por dos minutos (Vortex) e inyectar al sistema
cromatografico bajo las condiciones enlistadas en 3.3.2.1.

La secuencia del método empleado se presenta en la FIGURA 5.
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Parte axperimental

FASE ACUOSA SE DESECHA FASE ORGANICA SE TRANSFIERE
a offo tubo pequerio y se evapora a
sequedad,

Se reconstituye con 100 pL de fase
movil :

CH3CNKH2PO4 20: 80

y se inyecta 20 yL al sistema
cromatogréfico

FIGURA S
Secuencia empleada para la extraccidn de tartrato de metoprolol de ias
muestras plasmaticas
(Método CLAR con deteccidn por fluorescencia)
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3.3.2.5 Identificacién y cuantificacién de metoprolol en las muestras
plasmaticas.

La identificacién del metoprolol base se establecié por la
comparacién de los tiempos de retencién encontrados en la
solucién estdndar y en la solucién de la muestra (figura 9). La
cuantificacién se realiza interpolando la relacion de respuestas
(alturas) de las muestras correspondientes en la gréfica de la
curva patron para determinar la concentracién en ng/mL de
metoprolol en la muestra original.

3.3.3 Validacién del Método Analitico

3.3.3.1 Especificidad

La especificidad del método se determiné probando la no
interferencia de la matriz biolgica (plasma), de los
anticoagulantes principales: heparina, écido citrico, citrato de
sodio, glucosa, asi como de los reactivos hidréxido de sodio y
diclorometano y de los tres metabolitos del metoprolol:

p-OH benzoato de (a-OH metoprolol), 4cido (2- hidroxi-3- (4-
metoxietil-fenoxi) propanoico y clorhidrato del (4-(2-hidroxi-3-
isopropilaminopropoxi)-fenil acetico, para llevario a cabo se
trabajaron en forma independiente y por duplicado, muestras de 1
mL de plasma de diferentes donadores (3.1.1.8.), de
agua(3.1.1.2), de plasma adicionada con los metabolitos, y de los
anticoagulantes las cuales se trataron segin a 3.3.24.¢
inyectaron de acuerdo a 3.3.2.1.

3.3.3.2 Linealidad

La linealidad del método se determind preparando cuatro curvas
patrén siguiendo lo establecido en 3.3.2.3 , gréficando la relacion
de alturas ( de metoprolol y del estandar interno) contra la
concentracion del farmaco en un intervalo de 3 a 200 ng/mlL y
evaluando el coeficiente de correlacion, la pendiente y el
intercepto.
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3.3.3.3 Limite de Deteccién y Cuantificacién

El limite de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) fue
estimado con-2 curvas de calibracién, en el intervalo de
concentracion de 2.5 a 200 ng/mL por medio de dos métodos:

3.3.3.3.1 Método | ™

Determinar las alturas de las respuestas de tartrato de
metoprolol en mm.

Gréficar las respuestas contra las concentraciones.

Calcutar la pendiente de la curva de calibracion.

Realizar 3 determinaciones de la "sefial de ruido del sistema
cromatografico” (medidas en mm).

Obtener ta desviacion esténdar .

Determinar el limite de deteccién (LOD) y de cuantificacién (LOQ)
aplicando las siguientes ecuaciones:;

LOD = 3Sb/S
LOQ = k Sb/S
Donde:

Sb = Desviacién estandar

S =Pendiente de la curva

k =10 para 10% de RSD (Desviacion
estandar relativa) .

3.3.3.3.2 Método 1| %2

Convertir las respuestas de metoprolol de mm a AUFS.

(0 atenuacion = 1mv = 0.001 V = 0.01 AUFS).

Graficar los valores en AUFS contra las concentraciones.
Obtener el valor promedio del “nivel de ruido del sistema
cromatografico (mm)”.

Determinar su equivalencia en AUFS.

Muiltiplicar este valor por 3 o 10 (el limite de deteccién (LOD) se
considera como 3 veces el valor del nivel del ruido y para el
limite de cuantificacion (LOQ) de 10 veces ese valor),

Interpolar en la curva de regresion lineal y obtener la cantidad
correspondiente en ng/mL.

3.3.3.3.3 Verificacion del limite de cuantificacion,

Una vez obtenido la cantidad correspondiente al limite de
cuantificacion,se verifica el valor, preparando § muestras
independientes adicionadas con la cantidad de metoproiol
determinada para tal limite , procesando las muestras de acuerdo
a 3.3.2.4. einyectando conforme a 3.3.2.1.

Calcular su coeficiente de variacion.
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3.3.3.4 Exactitud y Precisién

La exactitud y la precisién del método fué evaluada con cinco
concentraciones de calibracion (3 a 200 ngImL) en dos diferentes
dias con 4 replicas para cada concentracion.

El porciento de recobro se determino, preparando tanto muestras
de plasma como en solucién acuosa, adicionadas con metoprolol
a los cinco niveles de concentracién establecido, realizando el
proceso de extraccién e interpolando en una curva patrén de
plasma. También se determiné el valor para las muestras
acuosas sin someterlas al proceso de extraccion.

3.3.3.5 Reproducibilidad

La reproducibilidad del método se llevé a cabo evaluando un solo
nivel de concentracién (100%) con tres réplicas, dos analistas en
dos diferentes dias.

3.3.3.6 Estabilidad

La estabilidad del metoprolol en plasma, se verificd de dos:
maneras:

3.3.3.6.1 Estabilidad a fargo plazo.

Se prepard una solucion de plasma adicionada con metoprolol

( 50 ng/ mL), se reparti6 una cantidad de 1 mL de esta solucion, en
tubos de ensayo con una capacidad de 25 mL. Se efectus el
andlisis inicial para 4 tubos de acuerdo al procedimiento 3.3.2 y los
tubos restantes se mantuvierdn en congslacion a una temperatura
de -15 °C , analizandose cuatro tubos cada semana, durante un
periodo de un mes, siguiendo el mismo procedimiento.

3.3.3.6.2 Estabilidad en fase mévil.

Se prepar6 una muestra de plasma adicionada con
aproximadamente 100 ng/mL de metoprolol. Se transfirid,
individuaimente, 1 mL a quince tubos de ensayo con capacidad
de 25 mL . Se analizar6n 3 de estas muestras de acuerdo a 3.3.2
y las restantes se procesarén hasta el (timo paso de reconstituir
con 100 ul. de fase mévil y se guardaron a 5 °C. Analizando 3 de
estas Uitimas muestras, a las 24, 36 y 48 horas.
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3.4 Estudio de Bioequivalencia

3.4.1 Disefto Experimental del Estudio

E! estudio se realizé de acuerdo a un disefio aleatorizado cruzado
de dos periodos, dos secuencias. La aleatorizacién fue balanceada
en bloques de doce sujetos cada uno. El producto a probar fue
asignado como formulacién A y el producto innovador como
formulacién B.

3.4.2 Numero de Voluntarios

En el estudio participaron 24 voluntarios sanos, con edades
comprendidas entre 18 y 40 afios y un peso aproximado de 55 a 80
kg. Los sujetos se encontraban en buen estado fisico, lo cual se
establecio en base a los resultados de su historia medica, en los
examenes fisicos y en las pruebas de laboratorio, que incluyeron:
biometria hemdtica, quimica sanguinea, orina, HIV, prueba de
enfermedades venéreas y evaluacién coproparasitaria.

3.4.3 Criterios de Inclusién

Voluntarios del sexo masculino con edades entre 18 y 40 afios, con
pesos comprendidos entre 55 y 80 Kg. Los pesos deben ser
proporcionales a las estaturas, &r}Iendo en cuenta como un peso
ideal un +/- 10% de su estatura (34),

Disponibilidad del sujeto para participar en el estudio.

Buena salud avalada por los resultados de su historial clinico,
exdmen fisico y 12 electrocardiogramas.

Valores de resultados de iaboratorio no més de 10% fuera de
condiciones normales.

Signos vitales normales desde la seleccion hasta el final del estudio
considerando como una presién sanguinea normal en la posicién de
reposo para la sistélica de 90 a 140 mmlgg y para la diastélica de 60
a 90 mm Hg y como pulso normal 55 a 100 pulsaciones por minuto.
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3.4.4. Critorios de Exclusién

Los sujetos con antecedentes de hipersensibilidad a cualquier
férmaco (en particular a un agente 3-bloqueador).
Personas con dafo significativo cardiovascular, renal, hepatico,
metabdlico, gastrointestinal, endocrino, neurolégico (incluso
epilepsia), cualquier tipo de anemia u otro trastorno orgénico
incluyendo enfermedad mental.
Los sujetos que requieran administracion de cualquier tipo de
farmaco durante el estudio y/o que en los estudios clinicos
presenten resultados fuera de los valores normales a menos que a
criterio del responsable médico lo juzgue como no significativo.
Sujetos que por cualquier razén han sido ho$pitalizados durante las
semanas previas al estudio o han tenido enfermedades
clinicamente importantes en las cuatro semanas anteriores y/o se
les haya administrado cualquier medicamento (excepto aspirina)
durante los 14 dias o cinco vidas medias de eliminacién del farmaco
en estudio asi como aquellos a los que se le haya administrado en
los 3 meses anteriores cualquier medicamento del cual no se tenga
bien definida su toxicidad sobre el voluntario.

3.4.5 Carta de Consentimiento de los voluntarios

Todos los voluntarios que  participaron fuerén informados
claramente del proposito del estudio, asi como de los riesgos del
mismo y despues de ello, firmaron una carta de_consentimiento.
Apéndice 6

3.4.6 Andlisis Clinicos
Los andlisis realizados a los voluntarios fueron:
Biometria hematica: hemoglobina, hematécrito, conteo de células
rojas, conteo total de células blancas, conteo estimado de
plaquetas.
Quimica sanguinea: sodio, potasio, urea sanguinea, &cido Urico,
creatinina, fosfatasa alcalina, aspartato aminotransferasa, alanina
aminotransferasa, gama GT, bilirrubina total, glucosa, colesterol,
triglicéridos, proteinas totales, albumina y virus del hepatitis.

HIV, prueba para enfermedades venéreas, coproparasitarias y
entéricas.

Orina: gravedad especifica, pH, proteina,cetonas, uribilinogeno,
glucosa y un examen microscopico.

12 electrocardiogramas al tinal del estudio.
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3.4.7 Reacciones Adversas

Todos los signos o sintomas de reacciones adversas que ocurrieron
durante el estudio se reportaron en detalle en el informe de cada
paciente, fa descripcion incluyd la naturaleza de los signos y/o
sintomas, [a fecha en que se detectd, el tiempo al cual se presento,
la duracién del efecto, la severidad de la reaccion , si se requirid
otra terapia o no y si fos signos o sintomas que fuerén detectados
se relacionaron a ia administracion del farmaco o no.

Cualquier sintoma anormal o reaccion severa fue informada al
responsable médico y se reporté por escrito.

3.4.8 Muestras Sanguineas

Se colectaron muestras de 10 mL de sangre en tubos
heparinizados. Las muestras fueron centrifugadas a 3000 RPM por
30 min. El plasma se transfirié a tubos de polipropileno, limpios y
etiquetados.

Cada muestra se dividié en d°% tubos, se congelaron sin
conservadores y se guardarona -15YC,

3.4.9 Etiquetado y Congelamiento de Muestras

Los tubos conteniendo las muestras fueron identificados con
etiquetas autoadheribles.

Cada setiqueta incluia et numero del protocolo, la clave de
identificacion de la muestra, el numero asignado a cada voluntario,
el periodo, la fecha y el cédigo correspondiente al horario de la
toma de muestra.

Se empled tinta negra indeleble para anotar todos los datos
anteriores.

3.4.10 Horarlo de Toma de Muestras

E! horario de muestreo fué el siguiente:0, 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 4, 6,
8, 10, 12, 18, y 24 horas, posteriores a la administracion de las
formulaciones.

Entre los dos periodos de administracion de las formulaciones Ay B
se dejd un periodo de lavado de una semana para asegurar la
completa eliminacion del farmaco administrado en el primer periodo.
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3.4.11 Secuencia y Dosis de Administracién de los Medicamentos.

Los sujetos fueron asignados aleatoriamente a cada una de las
dos secuencias. La aleatorizacién fue balanceada en bloques de 12
sujetos cada uno ( Tabla 3.2).

El producto innovador fue designado como formulacién
B{tableta de 100 mg; y el producto de prueba como formulacién
A(tableta de 100 mg).

Se administré una dosis Unica de 100 mg de tartrato de metogrofol.

El estudio fue de tipo doble ciego, de manera que los voluntarios
desconocian cual de las dos formulaciones se le habia
administrado en cada periodo. Ei médico que evalué los efectos
clinicos, tampoco estuvo enterado de la identidad de ellas y los
quimicos analistas que realizaron el andlisis de las concentraciones
plasméticas desconocian la secuencia de administracidn de las
g)r'multa(ijipnes asi como el tiempo de muestreo, hasta la etapa final
ol @studio.

3.4.12 Anadlisis de las Muestras plasmaticas
Las muestras se analizarén de acuerdo al procedimiento descrito en

Las concentraciones plasmaticas de metoprolol para los 24
voluntarios a los diferentes tiempos de muestreo fueron
determinadas por interpolacion de la relacion de respuestas en una
curva de calibracion. Todas las muestras se analizaron por
duplicado.

3.4.13 Andlisis Estadistico de los datos del estudio de
Bioequivalencia.

Los parametros calculados para cada sujeto fueron los siguientes:

1
El drea bajo la curva hasta el ultimo tiempo de muestreo { ABC 0 )

El el drea bajo la curva de cero hasta el infinito (ABC : )

La concentracién plasmatica méaxima {(Cmax).

El tiempo al cudl se alcanza la maxima concentracién (Tmax).

La vida media de eliminacion (t 1) .

Los célculos se realizarén utilizando el programa BIOPAK R, Los
datos de conconcentracién para cada paciente se transformaron a
logaritmo base 10 siguiendo las recomendaciones de Steinijans(83)
y Westlake (84) para establecer los intervalos de confianza.

Se realiz6 también la prueba de Anderson-Hauck(88) como soporte
estadistico.
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TABLA 3.2

Secuencia de administracion de las formulaciones durante el estudio
de Bioequivalencia

FORMULACION PERIODO | PERIODO 2
A Voluntario No. Voluntario No.
2 1
4 3
5 6
7 8 .
1 "9
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Resultados

4.1 Control de Calidad de los Productos

En la tabla 4.1 se resumen los resultados obtenidos para los cantroles quimicos

establecidos por la FEUM 5a Ed{®3) los cuales se aplicarén a las do.
formulaciones de tabletas de tartrato de metoprolol empleadas en el estudio de
Bioequivalencia.

4.2 Prueba de Disolucién

En la tabla 4.2 se presentan los valores promedio de porcentaje disuelto de
metoprolol para cada tiempo de muestreo con su respectiva desviacion
estandar relativa (o coeficiente de variacién), obtenidos c;)ara las pruebas de
disolucion de los dos producto estudiados el de prueba (FORMULACION A} y el
de referencia o producto innovador (FORMULACION B),

£t pérfil de disolucién promedio para cada una de las dos formulaciones se
muestra graficamente en la figura 6.

4.3 Optimizacién def Método Analitico.

En las figuras 7 y 8 se muestran las superficies de respuesta del Metoprolol
Acebutolol obtenidas por medio del programa computacional DESIGN-EASE K.
En las que se destaca el punto de convergencia para las tres variables
estudiadas: Velocidad de flujo, volumen de inyeccion y PMT de la lampara.
teniendo como factor de respuesta la simetria de los picos cromatograficos.
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TABLA 4.1

Resuitados de contro! de calidad para los productos estudiados
(Producto A = formulacién de prueba Producto B = formulacion de referencia o
producto innovador)

DETERMINACION | ESPECIFICACION | PRODUCTO A | PRODUCTO B
Apariencia ‘| A pasar conforme Conforme Conforme
Contenido de 80-110% 100.4% Conforme
Metoprolol -
Uniformidad de 80%-115% 1 OO.S% Conforme
Contenido **

* Variacién de Peso n=20
** Uniformidad de Contenido n=10 con un coeficiente de variacién de 1.9 %
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TABLA 4.2

Porcentaje promedio disuelto de tartrato de metoprolol a los diferentes tiempos
de muestreo de ia formulacién A y de la formulacién B
(Medio de disolucién: fluido gastrico simulado)

TIEMPO | FORMULACION %DSR FORMULACION | %DSR
(MIN) A* B*
/] 0.00 - 0.00 -
5 80.60 224 74.00 16.38
10 101.40 2.1 100.40 2.9
16 102.00 2.9 100.80 20
20 103.10 2.7 101.50 24
25 101.20 2.5 100.60 2.3
30 102.30 24 101.10 24
35 102.40 23 100.00 2.0
40 102.90 2.8 101.30 2.4
45 102.30 2.6 101.90 2.7
‘n=6
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FIGURA 6

Gréfica promedio del perfil de disolucidn para la formulacién A
(prueba) y la formulacién B (referencia o innovador).
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Simetria
0.4200 0.4200

8+/06115 06203

Vel. Flujo 0508w f , 0.4780 C+
PMT
B-0.5994) " 05922 C-
A- A+
Vol. iny

Vértice de C

A+ = Volumen de inyeccion 20 pL
B+ = Velocidad de flujo de 1.5 mL
C+ = PMT de la lampara de 10

FIGURA 7

Superficie de respuesta para tartrato de metoprolol en la que se
representa como variables de respuesta, volumen de inyeccién,
velocidad de fiujo y la potencia de la lampara. Empleando como factor
de respuesta la simetria de los picos de los cromatogramas.
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B+/ 1.000 0.9100

Vel. Fiujo 06880 o, , 0.8600 C+
PMT
B-0.6710) 07095 C-
A: A+
Vol. iny

Vértice de Convargencia:

A+ = Volumen de inyeccién 10 pl.
B+ = Velocidad de flujo de 1.5 mL
C+ = PMT da la lampara de 10

FIGURA 8

Superficie de respuesta para acebutolol, en la que se representa
como variables de respuesta,volumen de inyeccién , velocidad de
flujo y la potencia de la lampara. Empieando como factor de
respuesta la simetria de los picos de los cromatogramas.
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4.4 Validacion del Método Analitico

4.4.1 Especificidad

En la figura 9 se muestran los cromatogramas correspondientes a:

a) Blanco de plasma, b) Blanco de reactivos,
¢) Metoprolol en plasma, d) Acebutolol(esténdar interno),
8) a-hidroximetoprolol, f) muestra esténdar en plasma,

g) muestra caracteristica de un voluntario sano.

4.4.2 Linealidad

La figura 10 muestra la linealidad del método al gréficar el cociente
de la respussta expresada en altura de! metoprolol y del estandar
interno (acebutolol) contra ta concentracion del metoprolol en un
intervalo de 3-200 ng/mL.

La ecuacion de la regresion lineal de Ia curva fue de:

y= 0.0513x + 0.0882 con un coeficiente de correlacién de 0.9991.

4.4.3 Limite de Deteccién y Limite de Cuantificacién

Los limites de deteccion {LOD) y de cuantificacién (1.0Q) obtenidos
por los dos métodos empleados se reportan en la tabla 4.3.asi
como ei coeficiente de variacion para ia repetilidad de fas muestras
adicionadas con la cantidad estimada como limite de cuantificacion
(3 ng/mL).

4.4.4 Exactitud y Repetibilidad.

La tabla 4.4 resume Ios resuitados obtenidos para 5
concentraciones de catibracién en dos diferentes dias con cuatro
replicas para cada concentracién. En la tabla 4.5, el porciento de
recobro para muestras tratadas para determinar metoprolol en
plasma y en solucién acuosa.
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4.4.5 Reproducibilidad
En la tabla 4.6 sa muestran fos valores obtenidos en el anélisis de
una muestra plasmética adiciona de tartrato de metoprolol a un nivel

de concentracion de 100 ng/mL, por triplicado, con dos analistas en
dos diferentes dias.

4.4.6 Establilidad

En latabla 4.7 y 4.8 se presentan los datos para la estabilidad en
fase movil y a largo plazo.
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FIGURA 9 £
Cromatogramas representativos para a) Blanco de Plasma, b) Blanco de
Reactivos,
c) Metoprolo! en plasma, d) Acebutolol (estandar interno), e)alfa-
hidroximetoprolol,

f) muestra estdndar en plasma g) muestra caracteristica de un voluntario sano
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LINEALIDAD

u

] s 100 %0 0

CONCENTRACION DE METOPROLOL (ng/mL)

FIGURA 10

En la figura se muestra la linealidad del método al graficar el cociente de la
respuesta del metoprolol entre la del estandar interno (expresada en altura),
conlra la concentracion del metoprolol en plasma en un intervalo de 3 - 200
ng/mL
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TABLA 4.3

Lﬁhite de deteccién y de cuantificacién para tartrato de metoprolol en plasma
'segin el método reportado por Kamez, Shiu y Shah ™ (Método I) y por el
método tradicional®™ (Método 1)

LOD LoqQ?2
ng/mL ng/mL
METODO | 0.91 3.03
METODO Il 1.50 2.80
4 Limite de cuantificacién estimado por los métodos =3 ng/mL

Limite de cuantificacién comprobado para muestras
independientes con un coeficiente de variacion de 8.5% = 3 ng/mL



Resultados

'TABLA 4.4

" Variabilidad intra e inter dia de muestras adicionadas con tartrato de metoprolol
en plasma para cinco niveles de concentracion con cuatro replicas por nivel

CONCENTRACION INTRADIA INTERDIA
{nglmt) % CV %CV
3 84 9.1
30 2.5 3.7
50 4.4 4.1
100 1.9 2.1
200 36 5.1
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TABLA 4.5

Porciento de recobro para metoprolol extraido de diferentes matrices.

Concentracion Toncentracion % de Recobro
adicionada recuperada {Exactitud)
| ng/mbL ng/mL
gua sin extraccion

3 163 54.33

30 28.29 94.30

50 54.18 108.36

100 99.32 99.32

200 199.57 99.78
Promedio=91.22

Agua con extraccion

3 2.16

30 33.85 112.83

50 51.97 103.94

100 100.66 100.66

200 198.67 99.34
Promedio=97.76

TPiasma

3 2.39 79.66

30 32.46 108.20

50 54.14 108.20

100 100.22 100.22

200 198.56 99.28

Promedio=99.11
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TABLA 4.6

Reproducibilidad del método HPLC
(Dos analistas en dos diferentes dias con una muestra plasmética adicionada
. con 100 ng/mL de Metoprolof)

‘_DT‘_- ANALISTA WWWWW %CV

ng/mt. ngimbL ng/ml.
1 1 87.61 78.73 75.35 80.60 6.3 7.8

2 1 77.01 83.93 87.73_| 8290 54 165

1 2 86.70 | 92.82 91.25 90.25 31 1356

2 2 81.51 91.95 8562 | 86.36 §2 (6.0
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TABLA 4.7

Estabilidad del tartrato de metoprolol en plasma durante un mes
{Condiciones de temperatura de almacenamiento 15 °C)

Andlisis Semana 1 Semana 2 Semana3 | Semana4
Inicial
ng/mL ng/mbL ng /mL ng /mL
ng/mL
50.75 61.33 48.23 54.46 48.39
53.95 64.31 49.72 57.81 48.62
54.55 57.07 50.81 57.76 51.84
53.90 56,13 47.41 65.27 51.38
% C.V. %C.V. % C.V. % C.V. % C.V.
3.2 5.2 3.1 7.7 36
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TABLA 4.8

Estabilidad del tartrato de metoprolol en plasma en un lapso de 48
horas
(Condiciones de temperatura de almacenamiento de 5 °C y
recongtituidas en fase movil)

Analisis Inicial 24 horas 36 horas 48 horas
ng/mL ng/mL ng/mL ng/mL
109.9 115.5 111.2 1116




Resultados

4.5 Estudio de Bioequivalencla

Terminado el andlisis de las muestras plasmaticas para cada uno de los
voluntarios en los dos periodos de administracion se obtuvierén las
concentraciones plasméticas individuales por interpolacién en la curva patrén
correspondiente.

Las concentraciones promedio se resumen para las dos formulaciones en la
tabla 4.9 y en la figura 11.

En las figuras 12, 14, 16, 18 se presentan las graficas de distribucion de
frecuencias para los datos de ABC (’) (12, 14) y de ABC :‘(16. 18).

La representacidn gréfica de los valores normalizados para los datos de ABC se
muestran en las figuras 13, 15,17 y 19

Los resultados promedio para los pardmetros farmacocinéticos:

ABC (') , ABC :, CpPrman tmar Y ko S€ enlistan en la tabla 4.10

El tratamiento esladlstic%para los valores fue realizado por medio del programa
computacional BIOPAK R, para datos crudos (4.11, 4.12, 4.13, 4.14) y para la
transformacién de los datos (4.15, 4.16, 4.17, 4.18).

En la tabla 4.19 se presenta el criterio de aceptaciéon de Bioequivalencia para
los productos de Prueba y de Referencia.
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TABLA 4.9

Conbentraclones promedio para los 24 voluntarios sanos en los dos

diferentes periodos para las dos formulaciones

CONCENTRACION
(PROMEDIO +/- SD)
(N=24)
FORMULA
Hora A | B
0.0 0.0000 +/- 0.0000 0.0000 +/- 0.0000
0.5 21,9417 +/- 33.2460 15.2417 +/- 14.2858
1.0 55,0375 +/- 36.2893 43.7250 +/- 20.3889
1.5 52.8958 +/- 39.8701 45.3083 +/- 24.1700
2.0 46.0792 +/-33.4765 43.4500 +/- 25.8091
25 39.4000 +/-27.7377 37.9625 +/- 23.0821
3.0 32.7375 +/-21.7518 32.6750 +/- 19.2743
4.0 27.4333+/- 19.2476 26.8875 +/- 17.9142
6.0 16.6087 +/- 13.1062 A 16.7636 +/- 10.7826 B
8.0 13.3176 +/-10.7022 C 11.0263 +/-7.2644 D
10.0 10.9400 +/-7.5851 E 8.6583 +/-4.4745 F
12.0 7.8000 +/- 6.5827 G 7.7857 +/-3.6416 H
18.0 8.2000 +/-5.5651 | 6.8000 +/-2.7221 |
24.0 5.7000 +/-2.8284 J - )

A n=23 B: n=22. C: n=17 D: n=19
E: n=10 F: n=12 G: n=9 H: n=7
. n=3 J:n=2
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Canc ¢p
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FIGURA 11

Gréﬁca promedio de los niveles plasméticos de metoprolol en los diferentes
tiempos de muestreo en [os veinticuatro voluntarios sanos.
Después de la administracion de las dos formulaciones:

A {formulacidn de prueba) y B (formulacién de referencia)
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Kesultados

FORMULACION A
10+ o DESVIACION ESTANDAR = 228,50
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FIGURA 12

Grafica de distribucién de frecuencias para la formulacion A (prueba)
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ABC 0
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FIGURA 13

Grafica normal representativa de la distribucién de los datos para la
formulacién A (prueba).
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FORMULACION B

Lh

) o ] MEDIA =218.28

i i MEDIANA=186.96

. < [} H DESVIACION ESTANDAR =146.28
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A
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- ABC(0-ultimot)

FIGURA 14

Graéfica de distribucién de frecuencias para ABC('J

para la formulacién B (innovador)
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Gréfica normal representativa de la distribucion de los datos para fa
formulacién B (innovador).
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FORMULACION A

MEDIA =267.84
H . MEDIANA=197 40
10+ . DESVIACION ESTANDAR=230.8(

FRECUENCIA

—

.0 200 --400 - 600 600 1000 1200

ABG (0-inf)

FIGURA 16

Gréfica de distribucién de frecuencias para ABC ‘;’
para la formulacién A (prueba)
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FIGURA 17
Gréfica normal representativa de la distribucion de los datos para la
formulacion A (prueba).
aBc %

0

73



Resultados

FORMULACION B
MEDIA= 245.92
MEDIANA =209.35

DESVIACION ESTANDAR=151.40

FRECUENCIA

n ‘- ' m .

Q 200 400 600 800

~ ABC (0-inf)

FIGURA 18

Gréfica de distribucion de frecuencias para ABC ‘:
para la formulacion B (innovador)

74



Resultados

7m: .
o]
.
g 400: - . .
.ll)-. - -
200 -4 - n'l *
! "
100- - " .
o ¥ T T T
10 05 oo 05 10
STANDAR NORMAL
FIGURA 19

Grafica normal representativa de fa distribucién de los datos para la
formulacion B (innovador)
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Resultados

TABLA 4.10

Resumen de los principales parémetros farmacocinéticos para las dos

formulaciones y dos periodos

PARAMETRO FORMULACION A FORMULACION B
FARMACOCINETICO
F :
ABC 244.3181 +-225.3440 | 218.2813 + /- 145.2819
ng.h/mL)
a0
ABC | 267.8562 +/- 230.8247 | 245.9326 +1- 151.4005
(ng.h/mL)
Cp max 59.2917 +/-39.1810 | 52.3542 +/- 24,2697
{ng/mL) S
t max 1.2500+/-0.3612 " | 1:3542 +7-0.5209
(h) R I
ke 0.228+/-0.125 ' 0.273+/- 0.073
oy 228+/-0.1: .
t iz 2.8163 +/- 0.8786 2.8932 +I- 1.0678

(h)
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Resaltados

TABLA 4.11

Principales pruebas estadisticas aplicadas al parametro
farmacocinético de ABC ; , para evaluar la bioequivalencia

Datos Crudos
FUENTE DE SS G.L. F Prob
VARIACION
Secuencia 33987.62 1 3.56 0.0724
Sujeto 1380798.50 22 6.58 0.0001
{secuencia)
Periodo 28697.70 1 3.00 0.0969
Formula 8135.03 1 0.85 0.3658
Formulacién de Referencia B ~
Intervalos de Confianza
Clasico Westlake
C:L: 80% = (94.8578, 128.9985) ( 76.6880, 123.3120)
C.L.90% = (89.7407, 134.1156) ( 70.8323, 129.1677)
C.L. 95% =(85.1311, 138.7552) (65.7706, 134.2294)

Prueba de Anderson Hauck

A.H. p-value =0.1505
Potencia =0.3028
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TABLA 4.12

Principales pruebas estadisticas aplicadas al parametro
farmacocinético de ABC ;’, para evaluar la bioequivalencia

Datos Crudos

FUENTE DE SS G.L. F Prob
VARIACION

Secuencia 3663393 [1 3.5892 0.0714
Sujeto 1451169.9 | 22 6.4626 0.0001
secuencia)

Periodo 40296.09 |1 3.9480 0.0595
Formula 5768.77 1 0.5652 0.4601

Formulacion de Referencia B

intervalos de Confianza

Clasico Waestlake
C:L: 80% = (93.2448, 124.5857) ( 80.3504, 119.6496)
C.L9O% =( 885474, 129.2831) ( 75.0761 , 124.9239)
C.L.95% =(84.3159 , 133.5147) (70.4783, 129.5217)

Prueba de Anderson Hauck

AH. p-value =0.0827
Potencia =0.3515
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Resuitados

TABLA 4.13

Principales pruebas estadisticas aplicadas al parametro
farmacocinético de Cp .x para evaluar-la bicequivalencia

Datos Crudos
FUENTEDE |SS G.L. F Prob
VARIACION
Secuencia 699.98 1 2.1819 0.1538
Sujeto 39128.00 | 22 55438 0.0001
(secuencia)
Periodo 1969.92 |1 6.1404 0.0214
Formula 577.55 1 1.8002 0.1934

Formulacion de Referencia B

Intervalos de Confianza

Clésico Waestlake
C:L: 80% = ( 100.2005, 126.3016) ( 78.2393 , 121.7607)
C.L.90% =(96.2885, 130.2137) ( 73.6823, 126.3177)
C.L.95% = (92.7644 , 133.7378) (69.7782, 130.2218

Prueba de Anderson Hauck

AH. p-value =0.1220

Polencia =0488 . ESTA TESIS WO RERE
SRR DE (A BIBLIGTECA
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TABLA 4.14

Principales pruebas estadisticas aplicadas al parametro
farmacocinético de t,,, para evaluar la bioequivalencia

Datos Crudos

FUENTEDE |SS GL |F Prob

VARIACION

Secuencia 0.0469 |1 0.4361 0.5159

Sujeto 5.9480 |22 2.5154 0.0177

secuencia) :

Periodo 0.8802 |1 8.1894 0.0091

Férmula 0.1302 {1 1.2115 0.2829
Formulacion de Referencia B

Intervalos de Confianza
Clasico Waestlake
C:L: 80% =(83.0725, 101.5429) ( 86.2366 , 113.7634)
C.L.90% =(80.3041, 104.3113) ( 83.0334, 116.9666)
C.L. 95% =(77.8103, 106.8051) ( 80.2794, 119.7206)
Prueba de Anderson Hauck

‘ AH. p-vélue =0.0460
Potencia =0.7803
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TABLA 4.15

Principales pruebas estadisticas aplicadas al parametro
farmacocinético de ABC (’) para evaluar la bioequivalencia

Datos Transformados
FUENTEDE |SS G.L. F Prob
VARIACION
Secuencia 03616 |1 2.4753 0.1289
Sujeto 18.8601 | 22 5.8681 0.0001
{secuencia)
Periodo 07856 |1 5.3778 0.0301
Foérmula 0.0000 |1 0.0004 0.9835

Formulacion de Referencia B

intervalos de Confianza
Clasico Westlake
C:L: 80% =(86.6319, 115.9633) (86.4279, 114.5721)
C.L.90% = (829271, 121.1440) ( 80.9827 , 119.0173)
C.L.95% = (79.7256, 126.0088) ( 76.8338, 123.1662)

Prueba de Anderson Hauck

AH. p-value =0.0023
Potencia =0.4797
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TABLA 4.16

Principales pruebas estadisticas aplicadas al pardmetro
farmacocinético de ABC :’, para evaluar la bioequivalencia

Datos Transformados

FUENTEDE |SS G.L. F Prob
VARIACION

Secuencia 0.3710984 |1 3.4523 0.0766
Sujeto 15.496209 | 22 6.5527 0.0001
{secuencia)

Periodo 0.7867855 | 1 7.3193 0.0129
Férmula 0.0000705 | 1 0.0007 0.9798

Formulacién de Referencia B

Intervalos de Confianza

Clésico Westlake
C:L: 80% =(88.0301, 113.0482) ( 87.5404, 112, 4596)
C.L.80% =(84.7909, 117.3669) (83.7934, 116.2066)
C.L.95% =(81.9751, 121.3983) ( 80.3489, 119.6511)

Prueba de Anderson Hauck

AH. p-value =0.0015
Potencia =0.6103
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TABLA 4.17

Principales pruebas estadisticas aplicadas al parametro
farmacocinético de Cp . para evaluar la bioequivalencia
Datos Transformados

FUENTEDE |SS G.L. F Prob
| VARIACION
| Secuencia 0.089545 |1 1.0760 0.3109
Sujeto 10419888 | 22 56914 0.0001
secuencia)
Periodo 0.9594916 | 1 11.56297 0.0026
Formula 0.0322549

-

0.3876 0.5400

Formulacién de Referencia B

Intervalos de Confianza

Cléasico Westlake
C:L: 80% = (94.3463, 117.5729) ( 86.4015, 113.5985)
C.L.90% =(91.2849 121.5159) ( 82.2167 , 117.7833)
C.L.95% =(88.6122, 125.1810) ( 78.38.86, 121,6114)

Prueba de Anderson Hauck

A.H. pvalue =0.0242
Potencia =0.7244
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Datos Transformados

TABLA 4.18

Principales pruebas estadisticas aplicadas al parametro
farmacocinético de t m,, para evaluar la bioequivalencia.

[FUENTEDE ]SS GL |F Prob

VARIACION

Secuencia 0.106774 | 1 2.3123 0.1426
83

Sujeto 3.87057 | 22 3.7756 0.0014

{secuencia) | 55

Periodo 0.0.388 |1 8.3340 0.0086
348

Férmula 0.03571 {1 0.7665 0.3908
57

Formulacién de Referencia B
Intervalos de Confianza
Clasico Westlake

C:iL: 80%
C.L.90%
C.L.95%

Prueba de Anderson Hauck

A.H. p-value =0.0064
Patencia =0.9269

=(87.2057, 102.8179) ( 89,5319, 110.4681)
=(84.7909, 117.3669) ( 83.7934, 116.2066)
=(83.2085, 107.7571) ( 84.9386,, 115.0614)



Regultados

TABLA 4.19

Resumen de las principales pruebas estadisticas aplicadas para
evaluar la Bioequivalencia de las dos formulaciones

PARA- Punto Intervalo intervalo Regla
METRO estimado de de de
Confianza Westlake Decisién
Hpruebaljiretarancia Clasico de
% % Bioequiva-
lencia
ABC ® 108.91 (84.79-117.36) | (83.79-116.21) | Se acepta

H e (80.98-119.02) | Se acepta
"ABC Lo

Cb max: (82.22-117-78) | Se acepta
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Resultados

4.6 Resultados Farmacodinamicos

En la tabla 4.20 y en las figuras 20 y 21 se resumen los valores promedio para
el pulso y la presién sanguinea de los 24 voluntarios, a los cuales se les
administro las dos diferentes formulaciones Ay B.

4.7 Reacclones Adversas

En tres de los voluntarios se observaron reacciones adversas.

Dos voluntarios (5 y 13) presentardn mareo moderado, con una duracién de una
y dos horas, respectivamente. Ambos se mantuvierén en observacién sin
presentar otros sintomas y los dos recibierdn la formulacion A.

Otro voluntario (nmero 9), quién recibi6 la formulacién B experimenté un ligero
dolor de cabeza con duracion de 2 horas.

Los tres eventos fuerén relacionados a la administracion del medicamento,



Resultados

TABLA 4.20

Valores promedio para pulso y presion arterial de los 24 voluntarios
sanos después de la administracién del producto A y del producto B

Tla:\po Pulso Presién sanguinea Presion sanguinea
L]
Muestre | (F por {Sisté (Diastdlica)
]
Horas | Producto | Producto | Producto | Producto | Producto | Producto
A B A 8 A B
-14 71.08 73.25 116.75 116.50 75.08 76.75
0 61.91 61.45 106.25 103.45 72.04 71.91
0.5 59.12 58.12 103.45 102.41 73.95 72.20
1 56.29 54.08 98.08 98.00 70.41 69.58
1.5 53.04 52.87 99.45 96.54 71.16 70.75
2 52.33 52.04 97.00 94.83 71.66 69.00
2.5 52.25 53.00 97.08 93.50 71.75 68.75
3 53.04 53.12 95.16 93.50 68.58 68.00
4 54.83 52.62 97.66 95.50 70.33 68.58
6 63.54 61.25 99.33 97.33 66.58 65.95
8 60.20 69,33 104.58 102.41 67.95- 68.75
10 62.95 61.45 104.91 102.66 68.58 66.58
12 68.29 59.50 105.75 104.91 70.00 69.50
18 62.58 60.33 104.33 103.16 69.33 68.08
24 60.41 60.91 104.50 105.08 69.16 67.58
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GRAFICA PROMEDIO DE PULSO
PARA LOS 24 VOLUNTARIOS Y DOS FORMULACIONES
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FIGURA 20

Grafica promedio para pulso de los 24 voluntarios durante el estudio
de Bioequivalencia
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) GRAFICA Péow_mone PRESION SANGUINEA PARA
140 LOS 24 VOLUNTARIOS Y DOS FORMULACIONES
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FIGURA 21

Grafica promedio para presion sanguinea (sistélica y diastélica)en los
24 voluntarios durante el estudio de Bioequivalencia
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Discusion de los Resultados

§.1 Productos Estudiados

5.1.1, Control de Calidad.

Las dos formulaciones empleadas en el estudio de Bioequivalencia,
Formulacién A (prueba) y Formulacién B (referencia o innovador),
demostraron cumpliz con los controles de calidad requeridos por las normas
oficiales vigentes'' *, lo cual se puede observar en la tabla 4.1 de la seccion
correspondiente.

§.1.2 Disolucién,

Siendo la prueba de disolucion uno de los parametros “in vitro" considerados
como de gran importancia evaluatoria y hasta cierto punto predictiva® del
comportamiento de formas farmacetiticas orales estudiadas "in vivo", se debe
tener un especial cuidado en los resultados obtenidos previos al estudio de
Bioequivalencia. De acuerdo a lo reportado en la tabla 4.2 se puede observar
que a los cinco minutos se presentd una mayor desviacién estandar relativa en
los resultados, asi como un mayor porcentaje disueito de tartrato de metoprotol
de la Formulacion A con respecto a la B por lo que para establecer si existian
diferencias estadisticamente significativas se realizd el analisis de la prueba de t
- student para dos poblaciones de acuerdo a lo sugerido por Mauger®, alos 5 y
45 minutos respectivamente. En la tabla 5.1 se reportan los resultados,
obteniendose que las tca) Son menores a las tigp para un o=0.025 por lo tanto
tales diferencias no son significativas y no existen diferencias en la cantidad
total disuelta de! farmaco para los productos estudiados. En el caso de ambos
productos no fue posible determinar la cinética de disolucidn, ni
consecuentemente la constante de velocidad de disolucién, puesto que se liberd
el 100% del principio activo a.los 5 minutos de iniciada la prueba.

0



Discusiéa de los Resultados

TABLA 5.1

Resultados de la prueba de t-student para dos muestras, aplicada a
los valores de porcentaje disuelto de tartrato de metoggplo abya4s
minutos segun el metodo oficial reportado

5 min 0.7483 223
45 min 01903 223
0.7483 <2.23 -

0.1903 <2.23
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Discusién de Jos Resultados

5.2 Método Analitico

Como ya se menciono, en el capitulo de Generalidades, existen numerosos
métodos analiticos reportados para la cuantificacién de metoprolol en plasma y
en otros fluidos big pg,icos, destacando los de cromatografia de liquidos de alta
resolucion{CLAR) * . ’7qucgJ utilizan deteccion por fluorescencia. Sin embargo,
en algunos de ellos®™ ¥ el estandar interno propuesto es dificil de adquirir,
por lo que se tratd en este trabajo de implementar Ia técnica analitica con uno
que no tuvierd ese problema, seleccionandose el acebutolol.

El método empleado fue una modificacion de otros ya reportados™® *® _ Por lo
tanto , antes de la validacion del método, se establecierén las mejores
condiciones cromatograficas para la cuantificacion del metoprolol en plasma por
medio de un disefio de experimentos.

5.2.1 Optimizacion del Método.

Como se puede apreciar en las figuras 7 y 8 se tiene una superficie de
respuesta ctibica que corresponde a un disefio factorial de 2° cuyo
modelo empirico es de y=u + A+ B + C + AB + AC + BC+ABC. Donde se
observa el efecto de los factores (volumen de inyeccion, velocidad de la
fase movil y potencia de la lampara de! detector de fluorescencia PMT)
sobre la variable de respuesta (simetria de las respuestas
cromatograficas) tanto para el metoprolol como para el acebutolol
(estandar interno).

Para el metoprolol (figura 7} el vértice de convergencia(A+, B+, C-) es de
0.6207, é! cual corresponde a:

A+ =20yl
B* = 1.5 mL/min
C- = (PMT 10)

y para el Acebutolol figura 8 el valor del vértice de convergencia es de
1.00 con las siguientes condiciones de respuesta:

A" =10uL
B* = 1.5 mL/min
C- = (PMT 10)

De acuerdo a lo anterior las condiciones experimentales &ptimas
encontradas en las superficies de repuesta tanto para el metoprololl
como para el acebutolol son de una velocidad de flujo de 1.5 mU/miny de
un PMT de 10y sdlo se observa diferencia en la cantidad de volumen de
inyeccion ya que para uno es de 20puL y para el otro es de 10 L,
respectivamente Seleccionandose el de 20 pl como volumen de
inyeccion optimo ya que es el que corresponde al el metoprolol por ser
éste el compuesto de interés.
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Discustén de los Resultados

Asi las condiciones seleccionadas para el trabajo experimental son:

Volumen de inyeccién: 20 uL
Velocidad de Flujo: 1.5 mL/min
Potencia de la lampara: 10 PMT
del detector de fluorescencia.

§.2.2 Validacién del Método Analitico

En la validacion del método analitl‘t:;)8 se siguid las recomendaciones
establecidas por Karnes f' ,isls ) soportado por lo reportado
previamente por BroP y cols.( complementandose con tos trabajos
posteriores de Shah (82) y Karnes (89),

5.2.2.1 Especificidad, limite de deteccion y limite de cuantificacién.

Se establecid como primer parametro de validacién la especificidad del
método. )

En la figura 9, se observa que no hay interferencias de ninguno de los
reactivos, anticoagulantes, metabolitos, estandar interno y por supuesto
de la matriz bioléogica (plasma) con respecto a las respuestas
cromatograficas del metoproiol por o que se consideré que el método
cumplia en este aspecto para ser utilizado en la cuantificacion del farmaco
y no de otros componentes presentes.

El limite de deteccion considerado como la cantidad mas pequefia del
farmaco cﬁs §' método puede detectar se evalué por dos métodos
diferentes(79, 82} os resultados obtenidos se reportan en la tabla 4.3,
donde se observa un valor de aproximadamente 1 ng/mL para el limite de
deteccion y de 3 ng/mL para el limite de cuantificacion.

Con los dos métodos empleados para la determinacion tanto del limite de
deteccion como del de cuantificacion para el metoprolol en plasma se
obtuvierdn resultados muy semejantes para el limite de cuantificacion
( 3 ng /ml}, pero nc tanto para el de deteccion {1 ng/mL), comprensible por
la cantidad tan pequefia de que se trata, Puesto que las concentraciones
plasmaticas minimas reportas™ para el farmaco son de aproximadamente
10 ng/mL, se confirmd el limite de cuantificacion con réplicas
independientes para 3 ng/mL, las cuales tuvierdn un coeficiente de
variacion (%CV) no mayor de 8.5%.

Asi se recomienda aplicar ambos métodos para estimar los dos limites
(deteccion y cuantificacion) y confirmar el limite de cuantificacion por
medio de réplicas independientes, evaluando el coeficiente de
variacion.(% CV).
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Discusién de los Resnitados

8.2.2.2 Linealidad

La linealidad de! sistema se efectué evaluando el coeficiente de
correlacion (r),el coeficiente de la determinacién (r<),la pendiente (m) y la
ordenada at origen {b) de la curva de regresion (Figura 10), presentando
la siguiente ecuaciény= 0.0513x + 0.0883

r=0.8991

r2=99.84

Por lo cual se considerd que el método de cuantificacién para metoprolol

en plasma presentaba una buena linealidad en un intervalc de

concentracién de 3 a 200 ng/mL y dadas las concentraciones minimas

glasméticas esperadas'” era adecuado para ser empleado en el estudio de
ioequivalencia.

2.2,2.3 Exactitud, pracisién y reproducibilidad. o

La exactitud y precision del método se determiné para variabilidad
interfintra dia de las concentraciones plasmaticas en el intervalo de 3-200
ng/mL, evaluandose con el coeficiente de variacién. En la tabla 4.4 se
puede observar coeficientes de variacién mencres al 10% por o que el
método se consideré preciso. La exactitud del método se evalué con el
porciento de recobro, determinando la cantidad de farmaco recobrado
después del proceso de extraccion del plasma, encontrandose los valores
reportados en la tabla 4.5 siendo el porciento de recobrd en plasma de
99.11%. El método de acuerdo a estos dos criterios de validacion se
establecio como preciso y exacto.

Los resultados de la reproducibilidad del método se reportan en la tabla
4.6 y el andlisis de varianza se presentan en la tabla 5.2 en la cual se
observa que no hay valor estadisticamente significativo para las fuentes de
variacion del dia o el analista por {o que el método se considers como
reproducible para ser empleado en el estudio de cuantificacion de
metoprolol en plasma,

5.2.2.4 Estabilidad

La estabilidad del farmaco en plasma se presenta en las tablas 4.7 y 4.8.
Se observa un coeficiente de variacion menor al 8 % por lo que el métedo
se considerd adecuado para ser empleado en el andlisis de muestras
plasmaticas conteniendo larlralo de metoprolol, guardadas en
congelamiento durante un mes y en muestras recanstituidas en fase mévil,
almacenadas em refrigeracion, no mas de 48 horas.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede decir que el método es
especifico, lineal en un intervalo de concentracién de 3-200 ng/mL, exacto,
preciso, reproducible y estable por io que puede ser aplicable para la
determinacién del metoprolol en las muestras plasmaticas del estudio de
Bioequivalencia.
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TABLA 5.2

ANOVA para la reproducibilidad de) método analitico, dos anglistas en
dos diferentes dias para un mismo nivel de concentracion.

SFUENT
Efectos 131.86 2 8593 246 0.15
Principales
1.84 1 1.84 0.07 0.80
Analista
130.02 1 130.02 485 0.08
Dia .
20,08 -1 29,08 1.08 033
Interacciones
Emvar | 21466 %@ N -
Total 375.60 -
F de tablas.

F woes = (0.05, 2,8) = 4.4590
F et = (0.05, 1,8) = 5.1177

F calculada.

2.46 2.46< 4.4590
0.07 0.07<5.1177
4.85 4.85< 51177
1.08 1.08< 56,1177
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8.2.3. ESTUDIO DE BIOEQUIVALENCIA
5.2.3.1 Disefio Estadistico

En el estudio de bioequivalencia participarén 24 voluntarios clinicamente sanos,
empleando un disefio estadistico %:ﬁado de 2 X 2, el cual es recomendado por
la Guia Oficial para este producto .

El modelo establecido para este disefio (14) fue el siguiente:

Yijk =M " Sik + Pj + F(, k) + C(-1, k) + jjk

donde:

i(sujeto) =1,2.... Nk

{((periodo) =1,2

(secuencia) =1,2

F(j, k) = es e efecto fijo para la formulacidn administrada al periodo j
y secuencia k. .

C(j-1, k) = es el efecto residual de acarreamiento en la k secuencia que
se administrada en el (j-1) periodo.

ik = el error aleatorizado (dentro del sujeto) en la observacion Yy

Este disefio es recomendado por la FDA porque trata de eliminar la variabilidad
inter-sujeto en la comparacion de la biodisponibilidad entre productos ya que:

A)Cada sujeto puede servir como su propio control.

B)E| .eszlablecimientc de la bioequivalencia esta basado en la variabilidad intra-
sujeto.

C)Se requieren pocos sujetos para dar un grado deseado de exactitud y
potencia comparados con otros disefios tales como el disefio paralelo.
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Para este tipo de estudios se asume que:

i) No hay efecto de periodo
if) No hay efecto de acarreamiento

Sin embargo, se aconseja{14) realizar eslinm?'ianes preliminares basadas en
una prueba de t-student para dos muestras! y comprobar estadisticamente
de que estos factores no estén presentes, ya que de lo contrario, la inferencia
de |a bioequivalencia de los dos productos se veria afectada y en ese caso se
tendrl&we aplicar un disefio de orden superior como el recomendado por Chow
y Col , conocido como disefio de Balaam.

En la tabla 5.3 se resumen los resultados para la prueba de t de dos musestras,
!
aplicada a los datos de AsC 0 en los que se observa que los valores

determinados para la t calculada son menores que los de t de tablas por lo que
se puede decir que en los datos del estudio no hay efecto de;

Férmaco (directo).
Acarreamiento.
Periodo

Por lo tanto se puede seguir con la evaluacién estadistica de los parametros
farmacaocinéticos y realizar la estimacion de la bioequivalencia.

Por ultimo en a tabla 5.4 se presentan los resultados del andlisis de varianza
para los mismos datos, encontrandose un valor estadisticamente significativo
para la variabilidad interindividual ya que la F calculada es mayor que la F de
tablas.
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Inferencia estadistica para efectos fijos

TABLA 6.3

Acarreamiento | (-197.20, 402.90) 0.73%0 0.4592
Farmaco (-104.81, 52.98) <0.6812 0.4966
Periodo ;-?oizé. 12751) 0.2060

t «pr.

1(0.025, 22)=2.074

1 carcuiaca

0.7390 - < 2,074
06812 < 2.074
1.2800 < 2.074
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TABLA 54

ANOVA para las principales fuentes de variacién en un disefio
cruzado de 2 x2.

Entre-sujelos

Acarreamiento | 1 33606.32 33606.32 0.5346
Residuales 22 1382955.75 |62861.63 6.6231
(variabilidad

interindividual)

Dentro-sujetos

Férmaco 1 8055.94 8055.94 08359
Periodo 1 28355.19 28355.19 2.9424
Residuales 22 212006.83 9636.67

Total 47

F tanas ( 0.05, 22, 22) =212 .
6.5231> 2.12 si hay variabilidad interindividual

F ubies ( 0.05, 1, 22) =4.3009
2.9424 < 4.3009 no hay efecto de periodo
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8.2.3.2 Distribucion de los datos

Una consideracion muy importante para la adecuada estimacién de la
bioequivalencia entre dos productos es determinar si los datos primarios (ABC)
siguen una distribucién normal. Lo anterior se realiz4, generalmente, por medio
de las gréficas de probabilidad normal de los datos, relacionando los valores de

. . t .
la variable normalizada con los de ABC : 6 ABC o Cuando existe una

distribucién normal se obtiene una linea recta, con una media y una mediana
iguaies ¥,

En las figuras 13, 15, 17, 19, se presentan las gréficas de probabilidad normal.

Se observa para la formulacién A (producto de prueba, figuras 13 y 15) el
comportamiento lineal esperado, mientras que para la formulacién B (producto
de referencia, figura 17 g 19) existe una desviacién .de los datos al
incrementarse el valor de ABC, lo anterior indica que puede haber un sesgo de
la distribucién hacia la derecha. En las figuras 14 y 18 correspondientes a la
distribucién de los datos de la formulacidn B se confirma este sesgo. Esta
caracteristica se presenta cuando algunos de los voluntarios tienen valores muy
grandes de A%E dabido a la altura, peso corporal o polimorfismo genético de
los individuos 2), es decir a la variabilidad interindividual, la cual ya ha sido
detectada por medio del anélisis de varianza presentada en la tabla 5.4.

También se ha sefalado anteriormente{22) que la distribucion de los
parametros farmacocinéticos al seguir una distribucién normal deben tener una
media y una mediana iguales, lo cual tampo ocurre, ya que [a media ( figuras
12, 14, 16, 18) es en todos los casos mayor que la mediana, confirmando
nuevamente el sesgo hacia la derecha de la distribucidn. En este caso una
transformaciérh logaritmica de los pardmetros farmacocinéticos es
recomendada(83) y entonces se asume que la distribucion normal de los datos
transformados da un interIgB de confianza exacto para la determinacién de
ut/yr (Mandallaz and Mau)' h . Este modelo de transforrrlwégzdsdo)s datos o
modelo multiplicativo es aceptado ampliamente por la FDA {11, 4, 40,),
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6.2.3.4. Estimacion de la bioequivalencia entre dos productos.

Una vez concluidos los andlisis preliminares de los datos {ABC), se debe probar
estadisticamente que las dos formulaciones (A y B) son bicequivalentes. Para
realizarlo existen varios métodos estadisticos :

Intervalos de confianza
Intervalos de hip6tesis
Bayesiano

No paramétrico

Encontrandose desde el punto de vista regulatorio ™ que los més aceptados
son f0s que se basan en:

a) Intervalo de hipotesis.
Donde se realiza una pruega de t- student de dos colas, como 3‘ reportado
gor Schuirmann y cois®™ & la de Anderson y Hauck ™donde fa
(io%qgg;alencia se acepta cuando se tiene un valor muy pequefio para p
p<0.05).

£€n estos métodos la hipdtesis para asegurar {a bicequivalencia se puede
expresar como:

91y 62 = los limites de la bioequivalencia
[} = @s el parametro de interés (s ABCp/p) ABCr).

Hg: 8 <0y 6 628 vs Ha; 61<6<02

Donde se observa mejor gue la hipdtesis de bicequivalencia se puede
expresar come un intervalo.

b) Intervalos de confianza.

El més conocido es el de Westiake®™ y cols. quienes propcnen establecer un
intervato de confianza para pT/uR y compararlo con un intervalo de 80% a

101



Discusién de los Resultados

Por lo tanto para comprobar la bioequivalencia de los dos productos probados
en este estudio, se compararon los principales pardmetros farmacocinéticos de:
0

n8C %, ABC").Cpm..,tm.,.

utilizando el andlisis de varianza, los intervalos de confianza clasicos, los de
Westiake y la prueba de Anderson Hauck aplicadas por el programa
computacional BIOPAK ®.

Asi tenemos que en las tablas 4.11, 4.12, 4.13, y 4.14 que corresponden a los
datos crudos de:

ABC 7, ABC:),Cp,....,tm...

en los intervalos clasicos y de Westlake, los resultados no se encusntran en
ninguno de los casos dentro de los limites marcados de 80 a120. Para fa prueba
de Anderson-Hauck donde se establece una p<0.05 para la aceptacién de la
bioequivalencia, los cuatro valores se encuentran fuera de especificaciones.
Esto se debe a los datos crudos no siguen una distribucion normal. Al aplicar la
transformacion {ogaritmica se obtienen los datos reportados en fas tablas 4.15,
4.16, 4.17 y 4.18 se encuentra que para un intervalo de confianza al 30% los
cuatro parametros farmacocinéticos se encuentran dentrc de limites y cumplen
para una p<0.05 con la prueba de Anderson-Hauck.

Se encuentra reportado en Ia literatural4) que para una administracién de dosis
Unjca de 100 mg de tartrato de metoprolol 1a concentracion ﬂfsmética promedio
méxima es de 130 ng/mL _a un tiempo(tme) de 2.5 horast?) y su vida media
promedio(ty2) de 3 horas. En la tabla 4.10 se observa que para Cpmax, t1/2 los
resultados concuerdan con fo reportado en la literatura y para el tmax se
encuentra un valor menor de aproximadamente de una hora para las dos
formulaciones.

En la tabla 5.5 se resumen los criterios internacionales de aceptacién para la
bioequivalencia de dos productos que al confrontar con lo reportado en la tabla
4. 19 se concluye que: .

Las dos formulaciones son bioequivalentes.
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TABLA 5.5

Requisitos estadisticos de la Comunidad Europea (E. C.), Estados Unidos de
Norteamérica (U.S) y Cdnada (Can) para 1a aceptacién de la bioequivalencia.

VARIABLE E.C. u.Ss. CAN
ABC Log 80% C.I. Datos crudos Log 90%C.I.
80-125 prusba de t 80-125%
pareada®
80-120%
Cp max Log 90% C. I. Como ABC Media
Geométrica
80-125%
T max Acuerdo ai Como ABC y No se aplica
farmaco * Cmax

* Una prueba de t pareada es equivalente de un intervalo de confianza al 90 %

** Con un intervalo de confianza de 90% bajo la consideracion de armonizar con
la comunidad europea.

**El criterio para tmax no es tan rigidamente aplicado.
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5.24. ﬁESULTADOS FARMACODINAMICOS Y REACCIONES ADVERSAS

En los resuitados presentados en la tabla 4.20 y en las figuras 20 y 21 se
observa un decremento de los signos vitales de pulso y presién sanguinea,
esperado por el efecto hipotensor del tartrato de metoprolol, sin embargo
comparados estadisticamente los resultados para ambas formulaciones no se
encontraron diferencias significativas y ésto se puede comprobar en {os
resultados enlistados en la tabla 5.6.

En cuanto a las reacciones adversas ocurridas durante el estudio, se observa
para los voluntarios que las presentarén (5, 9 y 13) unas gréficas individuales
del tipo de las figuras 18, 19 y 20.

El voluntario 5 que tuvé mareo moderado al administrarselé la formulacion A
tiene valores de ABC y Cpme , efectivamente més grandes para ésta formulacion
que para la B. Sin embargo, el voluntario 13 presenté valores més grandes de
ABC y Cpma para la formulacién B que para la A, lo que no coincide con los
sintomas presentados por tat voluntario. Para el voluntario 9 quién present6 un
dolor de cabeza ligero al administrarsele la formulacion B, los valores de ABC y
Cp max fueron menores para el caso de B con respecto a A.
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Pulsaciones/min

TABLA 5.6

Inferencia estadistica para los resultados farmacodindmicos

Para a=0.05 las dos medias
no son estadisticamente
significativas

Presién
sistdlica

0.7752

0.4447
Para o=0.05 las dos medias
no son estadisticamente
significativas

Presion
diastélica

w >

0.2882
Para a=0.05 las dos medias
no son ostadisticamente

significativas
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Sujeto &

Concentracin (ng/mi)
[-.]
)

FIGURA 22

Gréfica individual de concentracion plasmatica contra tiempo para el
voluntario 5.

106



Discusién de Jos Resultados

Sujeto 9

-
n
o

aiml)
s
a8

Concentracifn [n
a o
[ -1

FIGURA 23

Gréfica individual de concentracion plasmatica contra tiempo para el
voluntario 9.
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Sujetlo 13

Concentracién {ng/mi)
n
o

FIGURA 24

Grafica individual de concentracién plasmatica contra tiempo para el
. voluntario 13.
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CONCLUSIONES:

Las formas farmacedticas empleadas en el estudio de Bioequivalencia
cumplierén satisfactoriamente las normas de calidad establecidas oficialmente.

En la prueba de disolucidn no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas entre los dos productos estudiados. :

El método para cuantificar tartrato de metoprolol en plasma, por cromatografia
de liquidos de alta resolucién (CLAR), fue especifico, lineal, sensible, repetible y
reproducible. Requiere de un volumen pequerio de muestra (1 mL), un estandar
interno facil de adquirir (acebutolo!) y un tiempo de corrida de aproximadamente
10 minutos. Por lo tanto reune caracteristicas adecuadas para ser empleado en
el andlisis de muestras plasmaticas en un estudio de Bioequivalencia y/o
farmacocinético.

El método diferencia adecuadamente al principal metabolito del metoprolol, el a-
hidroximetoprolol. Lo cual puede ser utilizado, previa validacién del método de
cuantificacion del metabolito, para emplearlo en la clasificacién de
hidroxiladores lentos o rapidos en pacientes a los cuales se les administra este
farmaco y lograr una dosificacion individual, en los casos en que se requiera.

Los dos productos estudiados ( la formulacién de prueba y la formulacién de
r?feretnma ) resultarén bioequivalentes de acuerdo a las normas de regulacion
vigentes.
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Apendices

APENDICE 1

Espectro al infrarojo del tartrato de metoprolol en una dispersién de
bromuro de potasio.

9% Tartrato de metoprolol (USP) L-G-1
5591

%T

4000 3000 2000 1000  em?
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APENDICE 2

Principales longitudes de méxima absorclén del tartrato de metoprolol
" envarios disolventes™.

221
274 283
. 281(hombro) 2.31
Agua 223 234
274 3.60
280 294
NaOH 0.01N 223 24
274 3.66
280 (hombro) 3.00
Metanol 223 21.5
276 3.1
282 262
Cloroformo 277 3.36
283 2.86
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APENDICE 3

Espectro caracteristico al UV del tartrato de metoprolol en una

Absarbancis

solucién de HC10.1 N @

220 240 260 260 300 320 340
Longitud de onda fnm)
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APENDICE 4

Cardioselectividad de los B-bloqueadores

Proniidades

freenam—
ALPRENOLOL - +

fr————
ATENOLOL

e
BETAXOLOL

femessstm
BEVANTOLOL

s
BISOPROLOL

S
CARTEOLOL, B " N - -

T—
ESMOLOL +

_—
FLESTOLOL -

+|~
.
LI

T—
TABETALOL "

T
TEVOBUNOLOL "

.
i
.

—
METOPROLOL Y

NADOLOL - - - -
‘OXPRENOLOL

et
PENBUTOLOL - -

PINDOLOL -

——
PROPANOLOL n

SOTALOL -

Ty
TIMOLOL . - - - -
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APENDICE 5
Pardmetros farmacocinéticos * de los principales
beta bloqueadores

ACEBUTOLOL 40 34 1.87 18 28 3040 81
ATENOLOL 40 [ =4 0.23 0.7 [} [13] No
aumenta ’
o
uremia
CARTEOLOL as [] ? ? 23-30 £0-70° 81
ESMOLOL - 0.18 3 4 [3 sf
LABETALOL 28 8-8 4 50 No
METOPROLOL &0 3.7 215 .6 12 No
aumenta
on
hidroxila.
dores
— sntos —
NADOLOL 30 20-24 071 2.1 30 No
aumenta
en
uremia —
PEMBUTOLOL | w100 2 7 ? so70 | <10 T 2
PINDOLOL 95 34 1.75 20 | 40 [ 3540 ] No
TIMOLOL 50 4 210 1.8 <10 15 no
* Se requiere de ajuste de dosis
Donde:
B =Biodisponibitidad
t 1/2= tiempo de vida media
§ =Solubilidad en lipidos eon log de de p ion de

Octanol/ Agua

Vd = Volumen de distribucién

P =Enlace a proteinas
E = Excreccién urinaria de farmaco inalterado
M  =Mataholitos activos
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APENDICE 6

Carta de Aceptaclén

Voluntario No:

Nombre del estudio : “Biodiponibilidad/Bioequivalencia de tabletas de tartrato
de Metoprolot”

Nombre del voluntario:

Edad . Sexo,

Domiiciflo:

Teléfono:

Por medio de la presente, doy mi consentimiento pleno y sin coaccidén de
ninguna especie para participar en el estudio de tabletas de metoprolol.
Asimismo manifiesto que he sido informado de las caracteristicas del estudio asi
como de las consecuencias del mismo y que he entendido claramente, los
objetivos y la forma en que participaré en é. También se me han explicado las
reglas que me veo comprometido a seguir y de los cuidados a los que tengo
derecho durante el desarrollo de dicho estudio.

ATENTAMENTE:

(Nombre y firma)
Lugar: Fecha:
Responsable Médico:_______ Fecha:
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APENDICE 7
Protocolo del estudio de bioequivalencia

Decidir el disefio experimental

Seleccionar 24 voluntarios clinicamente sanos, informarles de los objetivos del
estudio y solicitarles firmen una carta de consentimiento (Apéndice 6, después
de haberlos précticado los exdmenes médicos correspondientes.

Asignarlos a las secuencias correspondientes

Informar a los voluntarios que no deberan tomar ninglin medicamento ni alcohol
siote dias antes y durante el tiempo que dure el estudio, ni estar sometido a
condiciones de stress o sejercicio fisico violento.

Deberédn estar bajo vigilancia médica antes, durante y al termino del estudio.

Deberén permanercer en ayunas una noche antes y su dieta alimenticia seré
vigilada y conirolada.

Cada voluntario tomard los productos con un intervalo de una semana entre una
dosificacién y otra.

Tanto al producto innovador como al de prueba se le habrdn realizado los
controles farmaceuticos de calidad, correspondientes.

El dia del estudio se le dard a cada voluntario una tableta de tarrato de
metoprolol (100 mg), la cual ingerir4 con ayuda de 150 mL de agua dsstilada,
de acuerdo al disefio exparimental.

Se tomaran muestras de 10 mL de sangre en los siguientes tiempos:
0,05,1,15,2,25,3, 4, 6,8, 10, 12, 18 y 24 horas después de la ingestién de
la tableta.

Colocar las muestras en tubos heparinizados y separar el plasma por
centrifugacion a 2500 rpm. Mantener en refrigeracion a -15 °C.

La cuantificacion del tartrato de metoprolol se efectuard empleando un método
analitico por CLAR con deteccion fluorométrica.

Con los resultados de las concentraciones plasmaéticas a los diferentes tiempos
de muestreo se determinaran los parémetros farmacocinéticos Cp mex , ABC.

E| andlisis de los resultados se realizara por medio del programa computacional
BIOPAK"®
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