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En México, el consumo de medicamentos genéricos es del 84%, la mayoria
de ellos se usan para tratar padecimientos crénicos, como la diabetes
mellitus. En la diabetes mellitus tipo 2 la metformina es el tratamiento de
primera elecciéon y actualmente existen 34 genéricos de este farmaco en el
mercado. Para salir a la venta, un genérico debe demostrar que es
bioequivalente con la formulacion de patente y por lo tanto intercambiable
con ésta, sin embargo, la regulacion actual no establece que se deban
realizar estudios para comparar la bioequivalencia entre genéricos. El uso de
diferentes marcas de medicamentos genéricos por el paciente diabético es
comun, por lo que la comparacion del perfil farmacocinético entre genéricos
de metformina es de gran importancia.

Objetivo. Comparar la biodisponibilidad de tres formulaciones de metformina
en sujetos de investigacion sanos.

Material y Métodos. Se realizdé un estudio prospectivo, longitudinal, simple
ciego, aleatorizado de biodisponibilidad de metformina tabletas 500 mg, dosis
unica, en 12 sujetos de investigacion. La cuantificacion de metformina se
realizé por LC-MS-MS con un método previamente validado. Para el calculo
de los parametro farmacocinéticos (ABC y Cmax) se utilizé el paquete
computacional WinNonlin vesion 6.3 y SPSS version 13. La comparacién de
los parametros se hizo mediante el intervalo de confianza clasico y las
pruebas de Westlake y de Schuirmann.

Resultados. No se presentaron eventos adversos en ningun sujeto. EI ABC y
Cmax obtenidos para las tres formulaciones evaluadas estuvieron dentro del
intervalo de 80-125% establecido para demostrar bioequivalencia.
Conclusién. De acuerdo a los criterios de la NOM-177-SSA1-2013, las
formulaciones estudiadas mostraron ser bioequivalentes, lo que indica que
los medicamentos genéricos evaluados son intercambiables entre si, por lo
pueden ser utilizados de manera indistinta en la terapéutica médica.

[
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Directora de Tesis
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CAPITULO I

1. INTRODUCCION.

1.1 Desarrollo de un farmaco.

El desarrollo de farmacos es el proceso por el cual se traducen los
descubrimientos farmacologicos en tratamientos médicos nuevos. El
objetivo del desarrollo de farmacos es adquirir y refinar la informacion
necesaria para determinar el riesgo — beneficio de utilizar un nuevo

farmaco potencial a manera de tratamiento médico. [1]

El inicio del desarrollo de un medicamento comienza con un
descubrimiento, que depende de la comprension médica de Ila
enfermedad y busca encontrar moléculas que produzcan efectos sobre un

modelo preclinico, sobre un blanco enzimatico o un receptor deseado. [1]

La nominacion de la molécula para desarrollo ocurre en el momento en
que ésta prueba tener actividad farmacolégica in vivo e in vitro, cubriendo
los estandares rigurosos de especificidad y potencia para el blanco
deseado. Para esta molécula, ya se ha establecido la farmacocinética y
farmacodinamia, asi como las pruebas toxicologicas en animales. Este
candidato a farmaco debe poder sintetizarse y escalarse su produccién de
manera adecuada a un costo razonable, ademas de contar con
estabilidad, solubilidad y biodisponibilidad suficientes para constituirse en

un agente farmacéutico. [1]



Cuando el compuesto satisface las pruebas preclinicas realizadas, la
industria farmacéutica presenta ante las agencias regulatorias un
expediente que describe, de manera detallada, los resultados de los
estudios preclinicos. Con este documento se busca obtener la aprobacion
gubernamental para realizar los ensayos clinicos para el candidato a
farmaco.

De ser aprobado por la agencia regulatoria correspondiente, se le asigna
al “nuevo farmaco” una aplicacién, que autoriza a la compafia
farmacéutica, a realizar los estudios clinicos.

El término “nuevo farmaco” se utiliza en las siguientes situaciones:

a) Cuando se trata de un farmaco que no se ha utilizado en humanos para
el tratamiento de enfermedades.

b) Combinaciones de farmacos ya aprobados.

c) Farmacos ya aprobados pero que requieren evaluacion en otro tipo de
enfermedad.

d) Para una nueva forma de dosificacion de un farmaco aprobado

previamente. [2]

1.2 Consentimiento informado.
Antes de que un nuevo farmaco pase a las fases de investigacién en

humanos, la ley establece que los sujetos o sus representantes deben



autorizar su participacion en la investigacion en un documento conocido

como consentimiento informado. [2]

Mediante el consentimiento informado el personal de salud le informa al
paciente sobre el procedimiento y el farmaco que se propone utilizar, los

riesgos y beneficios que éste conlleva y las posibles alternativas. [3]

La ley senala que se debe ofrecer al participante una respuesta a todas
sus preguntas, y comunicarle que tiene la libertad para consentir los
estudios o abandonar su participacién en cualquier momento. Estas y
otras normas de caracter ético, establecidas en documentos como el
Cddigo de Nuremberg, la declaracion de Helsinkiy y la Conferencia
Internacional de Armonizacion rigen actualmente la investigacion

clinica.[2,4,5]

1.3 Fases del estudio clinico en el desarrollo de un farmaco.
Cuando el nuevo farmaco es autorizado para su investigacion en
humanos, se inicia el estudio clinico a través de las fases de investigacion

descritas a continuacion: [2]

Fase l. Los estudios son realizados en un pequefio grupo de voluntarios

sanos (20-80), por investigadores capaces de evaluar datos



farmacolégicos y toxicologicos. Los objetivos principales de esta fase son:
a) Revisar la seguridad al valorar la presencia de efectos dafinos.

b) La tolerabilidad al establecer los limites probables de valores de dosis
clinicas seguras.

c) La farmacocinética al valorar la absorcion, distribucion, metabolismo y
excrecion del farmaco en estudio.

En la fase | las pruebas no son ciegas, tanto los sujetos en estudio como

los investigadores conocen el medicamento que se esta administrando.[2]

Fase ll. Si en la fase | se obtienen resultados confiables, por primera vez
el farmaco es estudiado en pacientes con una enfermedad determinada a
tratar. Los estudios de fase Il en su mayoria, son estudios experimentales
aleatorizados y tienen como propdésito valorar la eficacia del farmaco
nuevo en la enfermedad para la cual es disehado. [1]

En esta fase, el farmaco es administrado a un numero reducido de
pacientes con la enfermedad (20-80). Se realiza una revisidon cuidadosa
por personal calificado para determinar la eficacia y seguridad del
farmaco.

Los estudios de la fase | y Il proveen informacion razonable para

descontinuar o continuar con el desarrollo del nuevo farmaco. [1]

Fase lll. En esta fase, los ensayos clinicos controlados son conducidos

por investigadores calificados que controlan una gran poblacion de



pacientes, con el propdsito de obtener datos que sustenten o no la
eficacia y la seguridad del nuevo farmaco con respecto a un farmaco de
referencia. Mas de 150 clinicos pueden participar y supervisaran a mas de
1,000 a 3,000 pacientes. [2] Se disefian estudios doble ciego y cruzado.
Estos estudios son dificiles de organizar y extremadamente costosos,
duran de 2 a 10 afnos.

Cuando la industria farmacéutica esta convencida de que los datos
obtenidos en la fase Il justifican aprobar el farmaco como eficaz y seguro
para el uso propuesto, solicita una aplicacién del nuevo farmaco. El
expediente para la aplicacion contiene una compilacion extensa y
detallada de datos preclinicos y clinicos colectados desde el

descubrimiento del nuevo farmaco. [2]

Fase IV. La responsabilidad de la industria farmacéutica y de las agencias
regulatorias sobre el medicamento aprobado continua durante todo el
periodo de su uso clinico. Esta fase se refiere a la vigilancia continua de la
seguridad del nuevo medicamento en las condiciones reales de uso en un
gran numero de pacientes. La industria farmacéutica debe informar a las
agencias regulatorias los efectos colaterales, dafios, reacciones alérgicas
o toxicas, y posibles fracasos que ha tenido el nuevo medicamento para
ejercer su accion farmacolégica esperada. Los datos que brinde la
farmacovigilancia, pueden limitar el uso del nuevo medicamento a un

grupo de pacientes particulares, o definitivamente retirarlo del mercado.[2]



1.4 Comercializacién del medicamento nuevo.

El tiempo que transcurre entre la presentacion de una solicitud de patente,
y la aprobacién para la venta de un medicamento nuevo puede ser hasta
de 12 afnos, y el costo puede ascender de 500 a 1,000 millones de
dolares. La patente del farmaco en la mayor parte de los paises tiene una
vigencia de 20 afos, durante los cuales la comparia farmacéutica tiene
los derechos sobre la venta del medicamento.

Ademas de los costos de la investigacion, la industria farmacéutica
invierte en campafas de comercializacion, dando a sus nuevos
medicamentos nombres comerciales que se recuerden con facilidad, y
apuesta al impacto postmarketing que deja el nombre comercial del

farmaco en los médicos y consumidores. [2]

1.5 Medicamentos genéricos.

Al expirar la patente del medicamento nuevo, otras compafias que no han
invertido en el costo de la investigacion son libres para manufacturar el
farmaco y venderlo como producto genérico sin pagar regalias al
propietario original de la patente. [2]

Los laboratorios productores de medicamentos genéricos solicitan a las
agencias regulatorias la aprobacion de sus productos para colocarlos en
el mercado. Uno de los requisitos para que las agencias regulatorias
aprueben la venta de dichos productos, es cumplir con pruebas de

bioequivalencia. [2]



1.6 Medicamentos de patente — medicamentos genéricos.

Diferentes publicaciones sefalan al medicamento genérico como si fuera
una “copia” del medicamento de patente que se vende a menor costo. [10]
Sin embargo, solo los medicamentos que demuestren bioequivalencia,

pueden ser considerados equivalentes terapéuticos. [1]

Los medicamentos genéricos contienen el mismo principio activo que los
medicamentos de patente, la misma via de administracion, y la misma
concentracion. Sin embargo, pueden diferir en los excipientes empleados

en la elaboracién, asi como en el tipo de sal del principio activo. [9]

Las farmacopeas de diferentes paises establecen que la cantidad de
farmaco en una forma farmacéutica disponible para ser absorbida

depende de varios factores, entre los que destacan:

a) Tamafo y forma de las particulas
b) Método de fabricacién

c) Excipientes usados en la elaboracién [9,11]

De igual modo, un mismo medicamento puede presentar variaciones
entre si, ya que la regulacion admite variaciones de + 5% de contenido del

principio activo en un mismo lote. [9]

Las circunstancias anteriormente citadas pueden ser causa de que se
presenten diferencias en la equivalencia de un medicamento genérico con

su contraparte de patente.



La accion de los factores que producen variabilidad queda desechada si

se demuestra la bioequivalencia entre los medicamentos.

1.7 Pruebas de bioequivalencia.

Las instancias regulatorias en materia de medicamentos solicitan pruebas
de bioequivalencia para asegurar la equivalencia terapéutica entre un
medicamento de prueba y el medicamento utilizado como referencia. [6]
Se requiere cumplir con pruebas de bioequivalencia para medicamentos
de liberacidon inmediata administrados por via oral que presenten accion
sisttmica. Entre los criterios mas significativos encontramos los

siguientes:

- Medicamentos con indice terapéutico estrecho.

- Propiedades fisicoquimicas desfavorables.

- Medicamentos de liberacion sostenida o modificada disefiados para
actuar de manera sistémica.

- Mezclas de medicamentos administrados por via oral disefiados

para actuar de manera sistémica. [6]

Diseio de un estudio de bioequivalencia. El disefio basico de un

estudio de bioequivalencia esta determinado por lo siguiente:

- La pregunta que el investigador busca responder.



- La naturaleza del medicamento de referencia y la forma
farmaceéutica que se va a probar.

- Disponibilidad de métodos analiticos para la determinacién.

- La razon riesgo — beneficio en lo que respecta a las pruebas en

seres humanos. [6]

Por lo general, si se busca comparar dos formulaciones, se realiza un
diseno cruzado de dos periodos, dos secuencias, con dos fases
separadas por un periodo de lavado adecuado, [6] aproximadamente lo

equivalente a siete vidas medias del farmaco que se va a monitorear. [7]

Otras alternativas incluyen el disefio de estudios en paralelo para

sustancias con vidas medias demasiado largas o con alta variabilidad.

Criterios de seleccion de sujetos. Para minimizar las variaciones inter
en intra sujeto, se debe de contar con criterios estandarizados. Los
estudios de bioequivalencia se deben realizar, de manera preferente, en
adultos sanos, hombres y/o mujeres, dependiendo de los requerimientos

del medicamento y los criterios de seguridad. [6]

Condiciones del estudio. Es importante estandarizar y controlar la
dieta, la ingesta de fluidos, la postura después de recibir la dosis, ejercicio

y tiempos de muestreo, entre otras cosas. [6,7]



Seleccion de los tiempos de muestreo. El muestreo debe incluir por lo
menos tres muestras durante la fase de absorcion, tres a cuatro cercanos
a la concentracion maxima, asi como cuatro durante la fase de

eliminacién. [6]

Parametros farmacocinéticos. En las pruebas de bioequivalencia se
comparan los parametros farmacocinéticos area bajo la curva,
concentracion maxima y tiempo maximo de un medicamento genérico,
llamado “medicamento de prueba”, contra los parametros de un
medicamento de patente seleccionado y establecido por las instancias
regulatorias, al cual se le conoce como “medicamento de referencia”.

Para realizar la comparacion, se requiere obtener muestras de un fluido
biolégico (generalmente sangre) de cada sujeto que participe en la
investigacion a diferentes tiempos. Las muestras se analizan utilizando un
método analitico validado para obtener la concentraciéon del farmaco o
metabolito, y asi establecer los parametros farmacocinéticos resultantes
de los perfiles de concentracion — tiempo (figura 1). [7]

Area bajo la curva. Se obtiene al analizar la biodisponibilidad, que es la
proporcion de farmaco que se absorbe a la circulacion general después
de la administracion de un medicamento y el tiempo que requiere para
hacerlo. [7] Se representa con las graficas de concentracion contra

tiempo.
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Concentracién maxima. Es la concentracion maxima de un farmaco que
se alcanza en un fluido bioldgico. [1, 7]
Tiempo maximo. Corresponde al tiempo en que se alcanza la

concentracion maxima de un farmaco en un fluido biologico. [1, 7]

Cmax

ABC

CONCENTRACION

Tmax
1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
| I LI L L LI | LI B

TIEMPO

Figura 1. Grafica de concentracion contra tiempo. [1]

Estos parametros farmacocinéticos deben analizarse mediante
procedimientos estadisticos para determinar si el medicamento de prueba
y el medicamento de referencia generan resultados estadisticamente

equivalentes. [6]

Pruebas estadisticas. Se ha adoptado un esquema para determinar,
a partir de los parametros farmacocinéticos medidos después de la

administraciéon de los medicamentos de prueba y de referencia, si
las medias poblacionales son similares. Este procedimiento implica el
calculo del intervalo de confianza (IC) para el cociente (o diferencia)
de los promedios de las Vvariables farmacocinéticas entre los

medicamentos de prueba y de referencia. Los limites del IC para
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las medias poblaciones, asi como el nivel de confianza, se establecen
para determinar la bioequivalencia. [7]

La comparacion de interés primaria en estudios de equivalencia es el
cociente entre los parametros promedio del medicamento de
referencia y del medicamento de prueba. Utilizando la transformacion
logaritmica, el modelo estadistico lineal general, en el analisis de
datos de equivalencia, es posible realizar una inferencia entre las
diferencias de dos medias en escala logaritmica, la cual, cuando es
retransformada, se aplica al cociente de los promedios (media o
mediana) de la escala original. La transformacion logaritmica permite
comparar de manera general el cociente en lugar de las diferencias. La
distribucion de los datos plasmaticos, incluyendo las variables
obtenidas (ABC y Cmax), tienden a ser asimétricas y sus varianzas
tienden a incrementarse con el valor de la media. La transformacion
logaritmica permite corregir ambas situaciones y da lugar a que las
varianzas sean independientes de la media, y a que la asimetria
desaparezca. Es indistinto el uso de logaritmo natural (base e) o logaritmo

base 10, siempre y cuando sea homogéneo en todo el analisis. [7]

Prueba t doble unilateral. Llamada “prueba de Schuirmann”. Se lleva a
cabo con los datos obtenidos de la transformacion logaritmica de ABC
y Cmax, mediante la construccién de un IC al 90% para el cociente entre

los promedios de los medicamentos de prueba y de referencia. [7]

12



La prueba de Schuirmann sefiala que dos grupos se consideran
equivalentes en una determinada variable si la diferencia entre sus
medias se encuentra dentro de los limites de confianza establecidos. Esto
significa que cualquier diferencia comprendida entre esos limites se
considerara lo bastante pequefia como para que, a efectos practicos, los
grupos sean indistinguibles en la variable analizada.

Schuirmann demostré que es posible llegar a la conclusién de que dos
grupos son equivalentes mediante el contraste simultaneo de estas dos
hipotesis: [8]

Hoiy: By1—Hy22 4, Hygy Byi— By2< A

Hoe): By1—Hy2< -4, Hig) HByr—Hy2> -A

(Cona >0)

Ambos contrastes son unilaterales y en ambos se utiliza el mismo nivel de
significancia a. Estas dos hipétesis estan planteadas de tal manera que el
rechazo de Ho) permite afirmar que la diferencia entre las dos medias
poblacionales es menor que la cantidad positiva; el rechazo de Hop)
permite afirmar que la diferencia entre las dos medias poblacionales es

mayor que la cantidad negativa. [8]
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Intervalo de confianza de Westlake. El método consiste en calcular el
intervalo de confianza para la diferencia entre las medias poblacionales
(My1 — My2) utilizando un nivel de confianza de 1 - 2 a: [8]
i N LS:Y1-Y2+t' O 7, .
= . I gh 1-2a 9 Y1-Yz
le-’1 —pvz— Y1 - Y2 s tglv 1-2a @ Vi-72 —> - - )
Li= Yy -Yo -ty 1202 viovz
Se considera que dos grupos son equivalentes cuando los limites de este
intervalo de confianza quedan incluidos dentro de los limites de

equivalencia. [8]

Analisis de varianza (ANADEVA). En el ANADEVA deben evaluarse
todos los factores que pudieran afectar la conclusion del estudio. [7]
Las fuentes de variacion que se deben incluir son:

a) La secuencia.

b) El sujeto anidado a la secuencia.

c) El farmaco.

d) El periodo

e) El error experimental. [7]
En los estudios de bioequivalencia, los valores extremos se definen como
aquellos sujetos que presentan valores discordantes en uno o mas
parametros farmacocinéticos cuando éstos se comparan con el resto. Los
valores extremos mas importantes en los parametros farmacocinéticos

son los valores de influencia, donde uno o varios sujetos no solo
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difieren del resto, sino que afectan la conclusién final del estudio.
Se pueden aplicar pruebas estadisticas que estén cientificamente
sustentadas para la deteccion de valores extremos; la mayoria de ellas
parten de calcular el valor absoluto de los residuales estudentizados. [7]
Por lo general el criterio utilizado para considerar valores extremos
debe ser + 2 residuales estudentizados, los residuales estudentizados
ya sean internos o externos de preferencia deben ser calculados, a
partir del modelo estadistico utilizado en el ANADEVA.

El ANADEVA debe llevarse a cabo con la transformacion logaritmica
de las variables farmacocinéticas ABC y Cmax o variables

equivalentes.[7]

Criterios de equivalencia. Cuando se utiliza el analisis ABC y Cmax
como criterio de equivalencia, con un IC de 90% para el cociente entre
los promedios de los medicamentos de prueba y de referencia, se usa un
intervalo de 80 a 125%. [7] Si el ABC y el Cmax de dos formulaciones
orales se encuentran dentro de estos limites establecidos, se considera

que son bioequivalentes. [1]
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1.8 Propésito del uso de medicamentos genéricos.

Los medicamentos genéricos son formulaciones que salen al mercado
cuando ha expirado la patente de los medicamentos innovadores. El
propdsito principal de las formulaciones genéricas es reducir el precio de

mercado.

A fin de disminuir costos, muchos gobiernos han establecido el uso de
medicamentos genéricos en sus programas de salud publica. En
consecuencia, las autoridades regulatorias de diversos paises, entre ellas
la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos de
América (FDA), la Agencia Europea para la Evaluacion de Productos
Medicinales (EMA), y la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), han
establecido los términos y condiciones bajo los cuales un medicamento
genérico puede ser reconocido como equivalente con su contraparte de

patente. [10]

Como estrategia para ampliar la cobertura de protecciéon en materia de
salud a la poblacion, el gobierno de México creo el Programa Nacional de
Medicamentos Genéricos, con la finalidad primordial de proveer a la
poblacion de medicamentos con la misma calidad farmacopéica,
seguridad y eficacia que los de patente, pero a menores precios. El
cumplimiento de las normas NOM-059-SSA1-2013, NOM-164-SSA1-

2013, NOM-177-SSA1-2013, NOM-072-SSA1-2012, NOM-073-SSA1-
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2005, garantiza que el medicamento genérico satisface los mismos

estandares que el medicamento de referencia. [11]

Para salir al mercado, una formulacién genérica debe ser equivalente con
la formulacion de patente, sin embargo, no se realizan pruebas que
aseguren dicha equivalencia postmarketing [9,10,12]. Ademas, la
regulacion actual no indica si un medicamento genérico puede utilizarse
en sustitucion de otro genérico, aun cuando ambos hayan mostrado ser

bioequivalentes con el medicamento de patente [6].

Demostrar que la biodisponibilidad de diferentes formulaciones genéricas
es comparable es de gran importancia, ya que por su menor costo, su uso
por la poblacion general se ha incrementado, y en el caso de
padecimientos que requieren tratamiento por tiempo prolongado, por
ejemplo la diabetes, el uso de diferentes formulaciones de medicamentos

geneéricos es comun.

En México, en el periodo de 2011 a 2014, el consumo de medicamentos
genéricos aument6 del 54 al 84%, de los cuales la mayoria son
empleados para tratar padecimientos cronicos, como la diabetes

mellitus.[13]
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1.9 Diabetes mellitus.

La diabetes mellitus es una enfermedad cronica compleja que requiere
tratamiento continuo, asi como estrategias de reduccion de factores de

riesgo. [14]

La Organizacion Mundial de la Salud sefala que existen 371 millones de
personas con diabetes en el mundo, cifra que se multiplicara al doble en

el afio 2030. [15]

Durante las ultimas décadas el numero de personas que padecen
diabetes en México se ha incrementado y actualmente figura entre las
primeras causas de muerte en el pais, superando al cancer y problemas
cardiovasculares [16]. Los estados con la prevalencia mas alta son el
Distrito Federal, Nuevo Leon, Veracruz, Tamaulipas, Durango y San Luis

Potosi. [15]

La diabetes se clasifica en cuatro categorias clinicas:

- Diabetes tipo 1. Se presenta a causa de la destruccion de las
células 3 del pancreas, y causa deficiencia absoluta de insulina.

- Diabetes tipo 2. Se presenta cuando el organismo muestra
resistencia a la insulina, que a su vez causa defectos en la
secrecion de esta hormona conforme avanza la enfermedad.

- Diabetes gestacional. Ocurre en el embarazo, y puede llegar a

solucionarse después de que éste termine.
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- Otros tipos especificos de diabetes debidos a otras causas,
entre ellas defectos genéticos de funcion del organismo, defectos
genéticos en la molécula de insulina o en su accién, enfermedades
del pancreas exocrino, como la fibrosis quistica, diabetes

secundaria a tratamientos, o diabetes inducida quimicamente. [14]

Tratamiento. El tratamiento de la diabetes mellitus tiene como objetivos
el aliviar los sintomas relacionados con la hiperglucemia y prevenir o

reducir las complicaciones agudas y cronicas. [17]

El tratamiento se divide en farmacolégico (Qque emplea medicamentos) y
no farmacoldgico (basado en la modificacion de la dieta y estilo de

vida).[17]

Dentro del tratamiento farmacolégico, se pueden emplear los siguientes

tipos de medicamentos:

Insulina y sus analogos.

- Secretagogos de insulina e hipoglucemiantes orales.
- Activadores de AMPK'y PPAR Y

- Tiazolidinedionas

- Farmacos basados en GLP-1

- Inhibidores de la glucosidasa a

- Inhibidores de DPP-4 [17]
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1.9.1 Diabetes mellitus tipo 2.

Es el tipo de diabetes en la que se presenta resistencia a la insulina y en
forma concomitante una deficiencia en su produccién, puede ser absoluta
o relativa. Los pacientes suelen ser mayores de 30 afios cuando se hace
el diagndstico, son obesos y presentan relativamente pocos sintomas

clasicos. [18]

El presente trabajo se enfoco en la diabetes mellitus tipo 2, debido a que
es la forma mas comun de la diabetes, presente en el 90 — 95% de las

personas con este padecimiento. [19]

Tratamiento. El manejo inicial de pacientes con diabetes tipo 2 se hara
mediante medidas no farmacoldgicas, mismas que se deberan mantener

durante todo el curso del tratamiento. [19]

Generalmente se agrega el tratamiento farmacologico por via oral cuando
los cambios de estilo de vida han fallado en el control de la glicemia. La
primera opcién de tratamiento en la diabetes mellitus tipo 2 es la
metformina como monoterapia, ya que puede prevenir complicaciones
vasculares y reducir la mortalidad, via el control glucémico, cambios en el
peso corporal, en los lipidos, reduccién de insulinemia, y de presion

arterial diastdlica. [20]
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1.9.2 Metformina.

Caracteristicas. La metformina es el unico miembro de la clase de las
biguanidas disponible hoy en dia. El nombre designado por la IPAC para
esta molécula es N,N-Diamida Dimetilimidodicarbonimidica. Tiene un
peso molecular de 129.2 g/mol, con formula molecular C4H11Ns y numero
CAS - 657-24-9. Es un polvo blanco altamente higroscopico. Su
estructura le confiere alta polaridad, por lo que es muy soluble en agua
(1:2) y metanol (1:100). No es soluble en solventes organicos. Presenta
un pKa de 2.8. [17, 21]

CH,
| H

HC— NT NT NH,

NH NH
Figura 2. Estructura quimica de la metformina.
Farmacocinética.

- Absorcion. La metformina se absorbe principalmente en el intestino
delgado. Es estable, no se une a proteinas plasmaticas.

- Distribucién. Tiene una semivida en la circulacion de casi 2h. El
trasporte de metformina en las células es mediado por
transportadores de cationes organicos.

- Metabolismo y eliminacion. La metformina no se metaboliza, y se

excreta sin cambio en la orina. [17]
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Mecanismo de accion. La metformina se encarga de incrementar la
actividad de la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK). Cuando
AMPK es activada, estimula la oxidacion de acidos grasos, la captacion
de glucosa y el metabolismo no oxidativo y reduce la lipogénesis y la
gluconeogénesis. El resultado neto de esas acciones es el incremento en

el almacenamiento de glucogeno hepatico. [17]

Usos terapéuticos y dosificacion. La monoterapia con metformina es el
tratamiento de eleccion para iniciar en casos de diabetes mellitus tipo

2.[20]

La metformina se encuentra disponible como producto de liberacion
inmediata y de liberacion sostenida. Existen presentaciones de 500, 850,
y 1,000 miligramos. La dosis recomendada es de 500 — 1,000mg cada 12
horas, con una dosis maxima de 2,250mg. Las presentaciones de
liberacion sostenida se administran una vez al dia, con una dosis maxima

de 2,000 miligramos. [17]

Reacciones adversas. La mayor parte de las reacciones adversas
causadas por metformina son gastrointestinales, como nausea, vomito,
distension abdominal, diarrea y flatulencia. También pueden presentarse,
en menor grado, dolor de pecho, palpitaciones, debilidad muscular,

cefalea, mareo, escalofrios, erupcion cutanea, hipoglicemia. [22]
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Genéricos de metformina. Existen en el mercado diversas
presentaciones de metformina, ya sea como monofarmaco, o combinada
con otros medicamentos para el tratamiento de la diabetes mellitus. Tan
soélo en el periodo de 2001 a 2013, la Comisidn Federal para la Proteccion
contra Riesgos Sanitarios aprobé 34 genéricos de metformina como

monofarmaco para el tratamiento de la diabetes mellitus. [13]

Debido a factores como el precio y la disponibilidad, los usuarios de este
medicamento utilizan sin distincion el medicamento de patente, un
genérico u otro, cambiando constantemente. [9] Como antes se ha
mencionado, la regulacion en materia de medicamentos establece que
para que un genérico salga al mercado debe ser bioequivalente con el
medicamento de referencia, sin embargo, no se cuenta informacion sobre
si un medicamento genérico puede utilizarse en sustitucion de otro
genérico, aun cuando ambos hayan mostrado ser bioequivalentes con el

medicamento de patente. [12]

1.10 Antecedentes directos.

La controversia en cuanto si los medicamentos genéricos son
intercambiables entre si ha llevado al interés de la comunidad cientifica
alrededor del mundo y existen varios reportes relacionados con la

comparacion de la biodisponibilidad de varios medicamentos genéricos.

23



Gogtay y colaboradores [23] evaluaron diferentes formulaciones de
fenitoina sodica en voluntarios sanos en la India, y obtuvieron como
resultado que eran bioinequivalentes entre ellas, por lo que recomendaron
no realizar cambios de un medicamento de patente por un genérico, ni de
un genérico por otro, una vez que se ha comenzado el tratamiento con un

medicamento especifico.

Del Tacca y colaboradores [10] demostraron la falta de equivalencia entre
tres formulaciones de amoxicilina presentes en el mercado italiano, en un
estudio realizado en voluntarios sanos para probar medicamentos

postmarketing.

En un estudio realizado en Egipto por El-Sayed y colaboradores [24] se
evalu6 la calidad de diferentes formulaciones de omeprazol
comercializadas en dicho pais. Se obtuvo como resultado diferencias
entre los medicamentos probados, asi como cambios en la apariencia de

las capsulas debido al almacenamiento.

Parvez y colaboradores [25] compararon la biodisponibilidad de tres
formulaciones orales de teofilina de liberacion prolongada, en voluntarios
sanos de la India. Este trabajo demostré que los genéricos probados no

eran equivalentes con el medicamento de patente.

24



Por lo anterior y considerando que existen 34 genéricos de metformina
para el tratamiento de la diabetes mellitus y que los pacientes suelen

cambiar uno por otro en su tratmiento se planted el siguiente trabajo.
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JUSTIFICACION.

La monoterapia con metformina es el tratamiento de primera eleccion en

la diabetes mellitus tipo 2.

Dado el bajo costo y la disponibilidad en el mercado de diferentes
formulaciones genéricas, la sustitucion de metformina de patente por
genéricos es un suceso comun. El cambio de un genérico por otro es

también una practica frecuente entre los pacientes.

Un medicamento genérico es intercambiable con el de patente, sin
embargo, no existe informacion relacionada con la intercambiabilidad de

un geneérico por otro.

El uso de medicamentos genéricos no bioequivalentes entre si puede
llevar a alteracion en el control de los niveles de glucosa del paciente, por
lo tanto, la comparacion del perfil farmacocinético entre genéricos de

metformina es de gran importancia.
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OBJETIVO GENERAL.

Comparar la biodisponibilidad de tres formulaciones de metformina en

sujetos de investigacion sanos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Validar el procedimiento analitico para la cuantificacion de metformina.

2. Cuantificar la metformina en muestras sanguineas obtenidas de sujetos

de investigacion sanos que recibieron los medicamentos.

3. Obtener y comparar el perfil farmacocinético (ABC y Cmax) de las

formulaciones de metformina evaluadas.
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CAPITULO IL.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1 Material

2.1.1 Material general.

- Puntillas para pipetas automaticas de 1000 L, Corning

- Tubos de 2mL, Eppendorf

- Viales de vidrio ambar de 2mL con tapas de rosca, Agilent

- Insertos de vidrio de fondo plano de 400uL, Agilent

- Septas de hule/teflon, Agilent

- Membranas de PVDF (fluoruro de polivinilideno) con tamafo de
poro de 0.45um, Millipore

- Columna ZORBAX HILIC Plus Rapid Resolution, 4.6 x 100mm, 3.5

pum, Agilent

2.1.2 Equipos.

- Sistema de filtracién, Millipore
- Voértex, IKA

- Centrifuga, Beckman

- Microcentrifuga, Eppendorf

- Refrigerador, General Electric

- Turbo Vap LV, Zymark
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- Ultracongelador, Revco

- Agitador multitubos VX-2500, VWR

2.1.3 Instrumentos.

- Balanza analitica, Mettler Toledo AB204

- Cromatografo de Liquidos de Alta Resolucién acoplado con
Espectrometria de Masas, Agilent 1100, LC/MS/MS (3Q)

- Pipetas automaticas 1000uL, Eppendorf

2.1.4 Material de referencia.
- Clorhidrato de metformina, estandar primario, USP, lote

JOL465

2.1.5 Reactivos
- Agua bidestilada, Laboratorios Monterrey
- Acetonitrilo grado HPLC, Tedia
- Acido férmico, Fermont

- Metanol grado HPLC, Fermont
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2.2. Métodos.

2.2.1 Tipo de estudio.

El estudio fue prospectivo, longitudinal, simple ciego, aleatorizado de
biodisponibilidad de metformina tabletas, de dosis unica de 500 mg, con
tres tratamientos, tres periodos, tres secuencias, cruzado, bajo
condiciones de ayuno, con un periodo de eliminaciéon del farmaco
(lavado) de 7 dias y con un numero de 12 sujetos de investigacién de

ambos géneros.

2.2.2 Seleccidn de sujetos de investigacion.

Se seleccionaron 12 sujetos de investigacion sanos de ambos géneros,

de acuerdo a los criterios establecidos por la NOM-177-SSA1-2013.

Se invitd a la poblacion en general y a estudiantes de la Universidad
Autonoma de Nuevo Ledn a participar como sujetos de investigacion. Los
candidatos fueron inscritos en una lista con domicilios y teléfonos.

Los sujetos preseleccionados fueron citados de manera individual para
explicarles las caracteristicas y objetivos del estudio de biodisponibilidad
de metformina y de la toma de muestra, asi como los posibles efectos
adversos del medicamento y se les solicitd firmar el consentimiento

informado.
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Después de la informacion y de la firma del consentimiento informado, se
les realizé6 una historia clinica y se les tomaron muestras de sangre vy

orina para examenes de laboratorio. [7]

Los estudios de laboratorio y gabinete que se efectuaron para la inclusidn
o exclusion de los sujetos de investigacion fueron los siguientes:

- Hematologia (hemoglobina, hematocrito, cuenta total de glébulos

blancos con diferencial y cuenta de plaquetas).

- Quimica sanguinea de 24 elementos.

- Marcadores para hepatitis B.

- Marcadores para hepatitis C.

- Deteccion de VIH.

- Prueba VDRL.

- Examen general de orina.

- Pruebas de abuso de drogas (cocaina, marihuana y anfetaminas).

- Prueba de embarazo.

- Radiografia de torax.

- Electrocardiograma.
Los limites de variacion permitidos dentro de la normalidad para los

valores de laboratorio fueron de +/- 10% el intervalo de lo normal.
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2.2.2.1 Criterios de inclusion.
Los criterios de inclusién, estipulados en la NOM-177-SSA1-2013, fueron
los siguientes:

- Sujetos sanos, de ambos géneros, con edades entre 18 y 40 afios.

- Sujetos sin antecedentes alérgicos a cualquier sustancia.

- Sujetos cuyo indice de masa corporal (IMC) sea de 18.0 a 27.0
kg/m?, inclusive. El IMC se calcula del peso en kg dividido entre el
cuadrado de la medicion de la estatura en metros.

- Sujetos con un buen estado de salud determinado por los
resultados de una historia clinica completa, electrocardiograma vy
radiografia de torax y la integracién de los resultados de los
analisis clinicos, realizados en un laboratorio clinico certificado.

- Sujetos con resultados de las pruebas inmunologicas (Anti-VIH,
Anti-hepatitis B, Anti-hepatitis C, VDRL, de embarazo, en caso de

mujeres, y de drogas de abuso) negativos.

2.2.2.1 Criterios de exclusion.

Los criterios de exclusidn, estipulados en la NOM-177-SSA1-2013, fueron
los siguientes:
- Sujetos con alguna alteracion en los signos vitales registrados
durante la seleccion.

- Sujetos que no cumplieron los criterios de inclusién propuestos.
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Sujetos con antecedentes de hepatitis.

Sujetos con enfermedad concurrente o intercurrente.

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

Sujetos que hayan recibido cualquier medicamento durante 7 dias
previos al inicio del estudio.

Sujetos que hayan sido hospitalizados por cualquier problema
durante los tres meses previos al inicio del estudio.

Sujetos que hayan recibido farmacos en investigacién dentro de los
60 dias previos al estudio.

Sujetos alérgicos a cualquier medicamento.

Sujetos que hayan ingerido alcohol o bebidas que contengan
xantinas, o que hayan ingerido alimentos asados al carbon o jugo
de toronja, dentro de las 48 horas previas al inicio del periodo de
internamiento, o sujetos que hayan fumado tabaco dentro de las 48
horas previas al inicio del estudio.

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

Sujetos con antecedentes de abuso de drogas y alcoholismo.
Sujetos con resultados positivos a la prueba de abuso de drogas.

Mujeres con resultados positivos para la prueba de embarazo.
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Después de la firma del consentimiento informado y de la evaluacion

clinica, asi como de pruebas de laboratorio y de gabinete con resultados

satisfactorios, se seleccionaron 12 sujetos sanos, 7 eran del sexo

femenino y 5 del sexo masculino. La edad promedio de los sujetos de

investigacion fue de 24 afnos, con peso promedio de 62 kg, talla promedio

de 1.65 m, y un indice de masa corporal con media de 23 kg/m?.

A todos los sujetos se les cito con antelacion para la entrega de

indicaciones previas por escrito. El estudio se inici6 con 12 sujetos de

investigacion y todos concluyeron todos los periodos.

2.2.3 Medicamentos del estudio.

Los medicamentos utilizados en este estudio se describen en la tabla 1.

Tabla 1. Medicamentos utilizados en el estudio.

MEDICAMENTO A

MEDICAMENTO B

MEDICAMENTO C

Fabricante: Merck, S.A de C.V.

Denominacién comun .
. . Metformina
internacional:
Nombre comercial: Dabex®

Forma farmacéutica: Tableta
Cada tableta contiene el
Férmula: equivalente a 500 mg de
metformina
Dosis: 500 mg
Lote: M33801

Fecha de caducidad: Junio de 2017

Laboratorios Silanes,

Fabricante: SA de C.V.

Denominacién comun .
. ) Metformina
internacional:
Nombre comercial: Pre-Dial®

Forma farmacéutica: Tableta
Cada tableta contiene el
Férmula: equivalente a 500 mg de
metformina

Dosis: 500 mg

Lote: 13LIO7VI

Fecha de caducidad: Noviembre de 2015

Fabricante: zl\e,gfned Rhein, S.A de

Denominacién comun .
. 3 Metformina
internacional:
Nombre comercial: Dimefor®

Forma farmacéutica: Tableta
Cada tableta contiene el
Férmula: equivalente a 500 mg de
metformina

Dosis: 500 mg

Lote: 310507

Fecha de caducidad: Septiembre de 2015
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2.2.4 Obtencion de las muestras.

Para la obtencidon de muestras, se realizdé un protocolo para la realizar las
pruebas de biodisponibilidad comparada de tres preparaciones
farmacéuticas de metformina a dosis unica de 500 mg, tres periodos, tres
tratamientos, tres secuencias, bajo condiciones de ayuno en sujetos de
investigacion sanos, y se sometid a la aprobacion del Comité de Etica

Institucional.

2.2.4.1 Duracion del tratamiento.

Se llevaron a cabo tres periodos de estudio, en los cuales se administro a
los sujetos de investigacion la formulacién correspondiente a la dosis
establecida de acuerdo a la distribucion al azar para cada periodo, y se
coloco en vasos previamente etiquetados.

El tratamiento consisti6 en una dosis unica de 500 mg por via oral en
cada periodo, con una semana de lavado para la eliminacién de dosis

anteriores.

2.2.4.2 Etapas del estudio.

Etapa pre experimental. En esta etapa se llevd a cabo la aleatorizacion

de los sujetos de investigacion, a fin de formar tres grupos o secuencias
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de administracion de medicamentos A, B, y C, asi como la de asignacion
a las unidades experimentales (butacas) y las de los tubos de ensayo por

orden de muestreo, como se muestra en las tablas 2, 3 y 4.

Tabla 2. Aleatorizacién de la Tabla 3. Aleatorizacién  Tabla 4. Aleatorizacién de los tubos
secuencia de administracion. de las butacas. de ensayo en orden del muestreo.
SUJETODE SUJETO DE ORDEN DE | TUBO DE
SECUENCIA | |\ VESTIGACION BUTACA | vESTIGACION MUESTREO | ENSAYO
ACB 01 10 01 AL 04
02 03
BAC 02 04 02 5 P
BAC 03 05 03 04 08
ACB 04 08 04 05 01
ACB 05 09 05 06 15
CBA 06 07 06 oF 12
08 14
CBA 07 06 07 o 5
ACB 08 03 08 10 oo
CBA 09 02 09 11 05
BAC 10 12 10 12 10
13 07
BAC 1 11 1 = 23
CBA 12 01 12 15 06

Una vez que los sujetos fueron seleccionados, enlistados y asignados
aleatoriamente, se les asignd una clave para formar la base de datos del
analisis estadistico. Esta clave constd de la letra inicial de la palabra
sujeto (S), seguida de dos digitos, los cuales comprendieron el numero
progresivo previamente asignado a cada sujeto en el area de
reclutamiento, enseguida de las letras A, B o C, segun el orden de

administracion de medicamentos.

Cada tubo de ensayo conté con una clave unica, conformada con la clave

del sujeto para cada periodo, mas el numero que le correspondiente

segun el sorteo de los tubos de ensayo para la toma de muestras.
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Etapa experimental. Primer periodo: Por lo menos 72 horas antes de la
fecha del estudio, el sujeto de investigacion recibié por escrito la citatoria
correspondiente, donde se establecié el lugar, dia y hora del inicio del
estudio; asi como las indicaciones para las 48 horas previas al estudio:

- No fumar (de manera pasiva, ya que no eran fumadores).

- No consumir bebidas alcohdlicas, ni bebidas con xantinas.

- No consumir jugo natural de toronja.

- No consumir alimentos preparados al carbén.

- No usar ningun otro medicamento.

Los sujetos de investigacion fueron recibidos en la Unidad Clinica del
Departamento de Farmacologia y Toxicologia, y se les realizd un
interrogatorio sobre el cumplimiento de las indicaciones recibidas 72
horas antes. La informacion fue registrada.

Posteriormente se obtuvieron muestras de orina de cada sujeto, a las que
se les realizaron examenes antidoping y prueba de embarazo (en el caso
de mujeres).

Para la toma de muestras de sangre venosa de los voluntarios se les
colocod un catéter (inthracat®) calibre 20, en una vena de la flexura del

codo.
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2.2.4.3 Administracion de los medicamentos.

Después de haber obtenido la muestra (5mL) del tiempo cero (predosis),
se administro por via oral la metformina (A, B o C, segun la aleatorizacion
previa) a dosis de 500 mg. En todos los casos el medicamento se
administré con 250mL de solucion glucosada 20% v/v. Los sujetos
contaban con 10 horas de ayuno previo a la administraciéon del

farmaco.[26]

2.2.4.4 Muestreo.

Ademas de la muestra obtenida del tiempo cero (predosis) se tomaron 14
muestras mas a los siguientes tiempos: 0.25, 0.5, 0.75, 1, 1.5, 2, 2.5, 3,
3.5, 4, 6, 8, 12, y 16 horas. Las muestras se recolectaron en tubos de

vidrio con citrato de sodio como anticoagulante. [27-29]

A partir de cuatro horas después de la administracion de metformina, a los
sujetos de investigacion se les proporciono el desayuno, a las seis horas

se les proporcion6 la comida, y a las doce horas la cena.

Se tomaron los signos vitales al ingreso del sujeto de investigacion (dia
previo al estudio) y en tres ocasiones mas: antes de la administracion de

metformina, a la mitad del estudio y previo a su egreso.
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El primer periodo se dio por terminado una hora después de la ultima

toma de sangre (17 horas después de la administracién de metformina).

El segundo y tercer periodo se llevaron a cabo siguiendo el mismo
procedimiento y condiciones del primer periodo, tomando en cuenta la

secuencia obtenida en la aleatorizacion.

Etapa post experimental. Todos los sujetos fueron entrevistados una
semana después de cada periodo. En estas entrevistas se interrog6 al
sujeto de investigacion sobre posibles efectos colaterales de aparicion
tardia. La informacién recabada se registrd6 en sus respectivos

expedientes.

Almacenamiento de las muestras obtenidas. Las muestras se
almacenaron a una temperatura menor a -20°C en un ultracongelador,
durante un periodo no mayor al tiempo de estabilidad criogénica definido
durante la validaciéon del método analitico, con el fin de preservar
inalterado los compuestos a analizar durante el almacenamiento previo al
periodo de analisis.

Durante el periodo de recepcion de muestras y registro de las mismas, se
depositaron en hielo seco a una temperatura menor a -20°C. La

temperatura fue monitoreada diariamente durante todo el periodo de
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almacenamiento de muestras, y se registré en una bitacora especial para

ello.

Destrucciéon de las muestras no utilizadas. Todas las muestras
biolégicas que no fueron requeridas para otros procedimientos analiticos
transcurrido el tiempo de analisis, se almacenaron en una trampa
colectora para su manejo adecuado por una empresa especializada

contratada para este fin.

2.2.5 Procedimiento para la determinaciéon de metformina.

La determinacién de metformina en plasma humano se realizé para
establecer la biodisponibilidad de cada una de las formulaciones con las
que se trabajo en el presente estudio.

El método analitico para la cuantificacion plasmatica de metformina esta
basado en los métodos publicados por Kandhwal K. et al. [30] y Harahap
Y. et al. [31], con modificaciones realizadas en el Departamento de
Farmacologia y Toxicologia. La técnica de tratamiento de muestra se
basa en la precipitacion de proteinas con acetonitrilo, y una posterior
separaciéon por Cromatografia Liquida (HPLC) de interacciones

hidrofébicas con deteccion por espectrometria de masas (LC-MS-MS).
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2.2.5.1 Técnica analitica de medicion.

Cromatografia. La cromatografia agrupa un conjunto importante y diverso
de métodos que facilitan la separacion, identificacion y determinacién de

componentes estrechamente relacionados en mezclas complejas. [32]

En todas las separaciones cromatograficas la muestra se disuelve con
una fase movil, que puede ser un gas, un liquido, o un fluido super critico;
la cual se hace pasar a través de una fase estacionaria inmiscible fija en
una columna o una superficie sdlida. Las dos fases se eligen de tal forma
que los componentes de la muestra se distribuyen en grados distintos
entre la fase movil y la fase estacionaria. Aquellos componentes que son
fuertemente retenidos por la fase estacionaria se mueven con mucha
lentitud con el flujo de la fase moévil. En cambio, los componentes unidos
de manera deébil a la fase estacionaria, se mueven con rapidez. Como
consecuencia de las distintas velocidades de migracion, los componentes
de la muestra se separan, y se pueden analizar en forma cualitativa y

cuantitativa. [32]

Se pueden enlistar tres categorias generales de cromatografia:

Cromatografia de liquidos.
Cromatografia de gases.

Cromatografia de fluidos super criticos.
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En el presente trabajo se llevd a cabo la determinacion de metformina a
través de cromatografia de liquidos, ya que presenta una sensibilidad
adecuada, puede ser automatizada, y cuenta con capacidad para separar

compuestos no volatiles o termolabiles. [32]

Se trabajo con espectometria de masas en tandem con ionizacion por
electroaspersion como sistema de deteccidn (sistema cuadrupolar triple),
ya que permite un analisis cuantitativo exacto, mayor sensibilidad y
especificidad respecto a otros detectores, asi como la obtencion de

cromatogramas en tiempo real. [32]

En las siguientes tablas se muestran las condiciones instrumentales de

trabajo establecidas.

Tabla 5. Condiciones del Cromatdgrafo de liquidos.

CONDICIONES DEL CROMATOGRAFO DE LIQUIDOS

Columna: ZORBAX HILIC Plus Rapid Resolution, 4.6 x 100 mm, 3.5 ym

Temperatura de columna: 25°C
Temperatura de automuestreador: 15°C
Volumen de inyeccion: 1uL
Fase movil: acetonitrilo / acido formico 0.1% (40/60 % viv)
Flujo: 0.8 mL/minuto
Tiempo de analisis: 3.0 minutos
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Tabla 6. Condiciones del Espectrometro de masas.

CONDICIONES DEL ESPECTROMETRO DE MASAS
CONDICIONES DE ADQUISICION CONDICIONES DE LA FUENTE
I6n precursor: 130.2 m/z Modo de ionizacion: ESI
I6n producto: 60.1 m/z Temperatura del gas secante: 300°C
Dwell: 200 Flujo del gas secante: 13L/minuto
Energia de fragmentacion: 100 V Presion del nebulizador: 40 psi
Energia de colision: 10V Voltaje del capilar positivo: 4,000 V
Polaridad: Positiva Voltaje del capilar negativo: 4,000 V

2.2.5.2 Preparacion de soluciones.

A partir del clorhidrato de metformina (material de referencia) se preparé
la solucion madre en metanol, y a partir de ella las soluciones de calidad,

tanto en matriz biologica (pool de plasma) como no biologica (fase movil).

Fase moévil. La composicién de la fase movil (acetonitrilo - acido formico
0.1% v/v) utilizada durante el analisis cromatografico se preparé
automaticamente por el HPLC, a partir de sus componentes individuales.
Para preparar el acido férmico al 0.1% v/v, se tom6é 1mL de acido féormico
con pipeta automatica, se mezclo con 200mL de agua bidestilada, y
posteriormente, se afor6 a 1L, se filtr6 a través de una membrana de
PVDF de 0.45um de tamafio de poro, se transfirio la solucién a un frasco
y éste se coloco en la charola para solventes del HPLC. El acetonitrilo se
transfirid directamente de su envase comercial a un frasco, y éste se

coloco en la charola para solventes del HPLC.
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Soluciones en pool de plasma. Se utilizé la solucion de pool de plasma
humano (SPP) como diluyente. La SPP se obtuvo al mezclar 6 bolsas de
plasma procedentes del Banco de Sangre del Hospital Universitario de la
U.A.N.L., a solicitud del Departamento de Farmacologia y Toxicologia.
Las bolsas se mantuvieron en congelacion a una temperatura menor a

-40°C en el ultracongelador hasta su uso.

En las siguientes tablas se describen el tipo y composicion de las
soluciones de calidad aplicadas en la validacion del método analitico y

durante el analisis de muestras biologicas.
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Tabla 7a. Soluciones de validacion.

CONCENTRACION

IDENTIFICACION| DE METFORMINA PREPARAC ION
(ng/mL)
SPP Sin adicion Mezclar 8 bokas de plasma
w | smomeo | mamEeee
SD1 50.000.00 1mL de SM + 9mL de metanol
SCD2 5,048.51 820pL SM + 80 mL SPP
SCD1 3,786.38 20mL SCD2 +20mL SC6é
SC6 252425 40mL SCD2 + OmL SPP
SC5 126213 30mL SC8 +30mL SPP
sc4 631.06 30mL SC5 +30mL SPP
SC3 315.53 30mL SC4 +30mL SPP
SC2 157.77 30mL SC3 +20mL SPP
SC1 78.88 30mL SC2 +30mL SPP
SC 29.44 30mL SC1 +30mL SPP
SCo 19.72 30mL SC +30mL SPP
scc3 1.893.19 10mL SC8+ 10mL SC5
SCC2 473.20 10mL SC4+ 10mL SC3
scc1 238.65 10mL SC3+ 10mL SC2
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Tabla 7b. Soluciones de validacion.

.| CONCENTRACION .
IDENTIFICACION| DE METFORMINA PREPARACION
(ng/mL)
" o Cada uno de los 8 componentes
SSPN Sinadicion del pool de plasme
SSPL Sinadicion Plas ma lipémico
SSPH Sinadicion Plas ma hemolizado
30pL SMF+ 10mL SPP
SSF Sinadicion (252425 ng/mL de clu de los
férmacos concomitantes)
Plasma conanticoagulantes
SSA Sinadicion (citrsto de sodio, heparina de
sodio)
SEML3 946.13(189226)" | 2390uL SD1+20mL Fase Movil
- 25mL SEML3+ 7.5mL Fase
SV 238.53 (472.07) prainfhe
SEMLA1 118.22 (238.65) 5mL SV +5mL Fase Mvil
Sa3 19'878'49- 410pL SM+ 10mL Fas e movil
39758 98)
sa1 2,484.72 (4989.44) | 50pL SM+ 10mL Fas e mbvil
SPNa3 946.59 (1.833419). 50uL SM + 1mL de SSPN
SPNa1 118.32 (2&.66). 50uL SM + 1mL de SSPN
SPLa3 946.59 (1.8%.19)- 50uL SM+ 1mL de SSPL
SPLa1 118.32 (236.65) 50uL SM+ 1mL de SSPL
SPHa3 946.59 (1.893.19). 50uL SM + 1mL de SSPH
SPHa1 118.32 (2%05)- 50uL SM + 1mL de SSPH
SEAS LSC 252400 51uL SM+ 10mL Fas e movil
SEAS LIC 78.28 320pL SEASLSE*WOHthse

movil

Concentracidn Real Concentracion odtenida x (Metformina: 0.799)

LOS 2513003728 SECUNTAN0S 52 PEE3N CON U3 Precisidn a 13 décima e miligramo
SMF: Solucion Mad® de Fammacos concomRantes (1,000,000 ngmL de o)

Se preparan con una ClLCKN 2veces Menos CoNceNt@da Como homokgackin del
pPOo2EIMIENt 08 MUeEtas (CILCKn o2 2003 400pL)
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Tabla 8. Soluciones preparadas durante el andlisis de

muestras bioldgicas.
| CONCENTRACION )
IDENTIFICACION| DE METFORMINA PREPARACION
(ng/mL)
SPP Sin adicion Mezclar 6 bolsas de plasma
s S00000.00 | oiorming en 25mi.de melanol
SCD2 5,048.51 820pL SM + 80 mL SPP
SCD1 3,786.38 10mL SCD2 + 10mL SC6
SC6 2,524.26 50mL SCD2 + 50mL SPP
SC5 1,262.13 30mL SC6 + 30mL SPP
sc4 631.06 30mL SC5 + 30mL SPP
SC3 31553 30mL SC4 + 30mL SPP
sC2 157.77 30mL SC3 + 30mL SPP
sc1 78.88 30mL SC2 + 30mL SPP
SEML3 946.13 (1,892.26) | 390 L SD1 +20mL Fase Mévil
scc3 1,893.19 10mL SC6 + 10mL SC5
scc2 473.30 10mL SC4 +10mL SC3
scc1 236.65 10mL SC3 +10mL SC2
sV 236.53 (473.07) 2.5mL SEMI;:é:iZ‘SmL Fase

Concentacion Real: Concentracion obtenida x (Metformina: 0.799)

Los estandares secundarios se pesan conuna precision a la décima de miligramo.
SMF : Solucidn Madre de F&rmacos concomitantes (1,000,000 ng/mL de c/u).

Se preparan con una dilucidn 2 veces menos concentada como homologaciondel
proces amiento de muestras (dilucion de 200 a 400pL).
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2.2.5.3 Procesamiento de muestras.

Las muestras para la determinacion de metformina y para la validacion del
método analitico se trabajaron en alicuotas de 200uL. Se afiadi6 1mL de
acetonitrilo para precipitar las proteinas. Posteriormente, se agitaron en
vortex por 5 segundos para luego agitar en conjunto en vortex multitubo
durante 5 minutos. Se centrifugaron a 12,500 rpm durante 10 minutos. Se
transfirio el sobrenadante a un tubo de evaporacién de vidrio de 13x100
mm, y se evaporaron a sequedad a 60°C, bajo corriente de nitrégeno. Se
recupero el residuo en 400uL de fase movil, se tapo el tubo y se agité en
vortex durante 10 segundos, posteriormente, se agitaron en conjunto en el
vortex multitubo por 2 minutos. Se transfirié el resuspendido de cada
alicuota a un tubo eppendorf de 1.5mL, y centrifugaron en microcentrifuga
a 12,500 rpm durante 4 minutos. Se transfirio el sobrenadante de cada
tubo a un microvial ambar con inserto de fondo plano, para su inyeccion
en el cromatografo por medio de un inyector automatico. Para la
separacién cromatografica se utiliz6 una columna ZORBAX HILIC Plus
Rapid Resolution, y como eluente una mezcla (40/60% volumen/volumen)
de acetonitrilo y acido formico al 0.1% a un flujo de 0.8mL/minuto. Para la
medicidn se utilizé una fuente de lonizacion por Electro Spray a Presion
Atmosférica (ESI) modo Positivo, con monitoreo de los iones

130.2 - 60.1 m/z.
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2.2.5.4 Validacion del método analitico.

Las caracteristicas de desempefo que se validaron son las

establecidas por la NOM-177-SSA1-2013:

- Selectividad.

- Efecto de matriz para métodos por espectrometria de
masas.

- Efecto de acarreo para métodos por espectrometria de
masas.

- Limite inferior de cuantificacion.

- Curva de calibracion.

- Precisidn y exactitud a condiciones de repetibilidad.

- Precision y exactitud a condiciones de reproducibilidad.

- Estabilidad de la muestra a corto plazo.

- Estabilidad de la muestra a largo plazo.

- Estabilidad dela muestra procesada.

- Estabilidad del analito en solucién.

- Estabilidad de la muestra en el automuestreador.

- Estabilidad de la muestra en funcidn de los ciclos de
congelacion y descongelacion.

- Limite de deteccion.
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Selectividad. Con esta prueba se buscé demostrar la no interferencia de
compuestos enddgenos de la matriz bioldgica, mediante la evaluacion
individual de seis diferentes unidades de plasma humano obtenidas del
banco de sangre del Hospital Universitario de la UANL, identificados como
SSPN y su numero de bolsa (1404235, 1404236, 1404237, 1404238,
1404239, 1404240), en conjunto con una de plasma lipémico (SSPL) y

una unidad de plasma hemolizado (SSPH).

Adicionalmente se evaluaron otras siete muestras de plasma humano
adicionado con un farmaco a un nivel de concentracion similar al limite
superior de cuantificacion (acido acetilsalicilico, diclofenaco, paracetamol,
naproxeno, ibuprofeno, loratadina y cafeina), identificadas como SSF y la
primera letra del nombre del farmaco. También se analizaron dos
muestras de plasma humano recolectadas en tubos con diferentes
anticoagulantes, una de ellas en citrato de sodio y la otra en heparina
sddica, identificadas como SSA y la primera letra del nombre del

anticoagulante.

El criterio de aceptacion fue que la respuesta analitica de las
interferencias proximas al tiempo de retencidn debia ser menor al 20% del

limite inferior de cuantificaciéon de metformina. [7]
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Efecto de matriz para métodos por espectrometria de masas. Se
procesaron ocho muestras de seis diferentes unidades de plasma
humano obtenidas del banco de sangre del Hospital Universitario de la
UANL, identificadas como SPNa, en conjunto con una muestra de plasma
lipémico (SPLa), y una muestra de plasma hemolizado (SPHa). Los
extractos obtenidos de cada una de las seis diferentes unidades de
plasma humano, los de plasma lipémico y los de plasma hemolizado, son
depositados en 8 tubos de ensayo de recoleccion de extracto, y se les
adiciono adiciona metformina a dos niveles de concentracion. Se
identificaron como: SPNa1 SPNa3, SPLa1, SPLa3, SPHa1, SPHa3,
siendo el “3” una concentracion alta (946.59 ng/mL) y “1” una
concentracion baja (118.32 ng/mL). Para evaluar este criterio de
desempefo también se analizaron las soluciones en matriz limpia

identificadas como SEML3 y SEMLA1.

Para cada unidad se obtuvo un Factor de Matriz Normalizado por el

conforme a la siguiente férmula:

Respuesta del analito en la matriz
Respuesta del analito en solucién

FMN =

El criterio de aceptacion fue que el FMN calculado de cada una de las 6
unidades de la matriz SPNa y de cada unidad de matrices SPLa y SPHa

no debia ser mayor que el 15%. [7]

Esta determinacién se realizd a 2 niveles de concentracion, equivalentes

a las SCC3 de concentracion alta y de la SCC1 de concentracion baja.
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Efecto de acarreo para métodos por espectrometria de masas. Se
realiz6 un minimo de 3 inyecciones de blanco de pool de plasma (BIP),
una antes y dos después de una inyeccion del limite superior de
cuantificacion (LSC, 2,524.25 ng/mL). Los resultados se compararon con

la respuesta del limite inferior de cuantificacion (LIC 78.88 ng/mL).

El criterio de aceptacion fue que la respuesta de las interferencias
proximas al tiempo de retencion de la metformina (1.77 minutos) debian

ser menores al 20% del limite inferior de cuantificacion. [7]

Limite inferior de cuantificacién. Se analizd bajo condiciones de
repetibilidad y de reproducibilidad, y en cada caso se evaluo la precision y

exactitud.

Repetibilidad. Se procesaron por quintuplicado, en un mismo dia,
muestras identificadas como LIC a las condiciones estipuladas en el
procesamiento de muestras, y se analizaron en acuerdo a las condiciones
instrumentales establecidas. Se calcularon las concentraciones mediante

la interpolacion su respuesta analitica en la curva de calibracion aplicable.

Reproducibilidad. Se procesaron en tres diferentes dias, por
quintuplicado, muestras identificadas como LIC a las condiciones
estipuladas en el procesamiento de muestras, y se analizaron en acuerdo

a las condiciones instrumentales establecidas. Se calcularon las
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concentraciones mediante la interpolacion su respuesta analitica en la

curva de calibracion aplicable.

El criterio de aceptaciéon para la precision fue que el porcentaje del
coeficiente de variacion (%CV) del valor promedio de las concentraciones

no debia ser mayor al 20%. [7]

En cuanto a la exactitud, se tomd como criterio que el valor promedio del
porcentaje de desviacion debia ser menor o igual al 20% resultante de

emplear la siguiente ecuacion:

(Concentracion adicionada x concentracion obtenida) %100

% Desviacion =
Concentracion adicionada

Curva de calibracion. Se analizaron cuatro curvas de calibracion
constituidas con seis niveles de concentracion (78.88, 157.77, 315.53,
631.06, 1,262.13, 2,524.25 ng/mL) y el blanco pool. Se procesan en un
mismo dia a las condiciones estipuladas en el procesamiento de muestras
y se analizaron en acuerdo a las condiciones instrumentales antes

senaladas.

Se estableci6 un modelo matematico que describe adecuadamente la
relacion entre la concentracion y la respuesta, la cual debia ser continua y

reproducible en el intervalo de trabajo, y se determinaron las
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concentraciones para cada nivel de cada curva de calibracion a partir de

los valores obtenidos.

Cuando un punto de la curva de calibracién no cumplié con el criterio de
aceptacion, se rechazé y la curva de calibracidn fue recalculada sin

modificar el modelo matematico.

El criterio de aceptacion estipulado fue que los datos de la concentracion
recuperada de la curva de calibracion debian estar dentro del 15% de la
concentracion nominal en cada nivel de concentracion, excepto para el
LIC, para el que se aceptd hasta un 20%. Ademas, al menos el 75% de
las concentraciones de la curva de calibracion con un minimo de seis

puntos debian cumplir este criterio. [7]

Del total de las curvas evaluadas, al menos el 50% de cada nivel de
concentracion debia cumplir con el criterio del 15%de la concentracion

nominal y 20% para el LIC. [7]

Precision y exactitud a condiciones de repetibilidad. Se procesaron
en un mismo dia por quintuplicado, 4 tipos de muestras identificadas
como SCC1 (236.65 ng/mL), SCC2 (473.30 ng/mL), SCC3 (1,893.19
ng/mL) y SCD1 (3,786.38 ng/mL) a las condiciones estipuladas en el
procesamiento de muestras, y se analizaron en acuerdo a las condiciones
instrumentales establecidas. Se calculd la concentracion interpolando la

respuesta analitica en la curva de calibracion aplicable. Previo al
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procesamiento, la SCD1 se diluyé 1:1 con la misma matriz biolégica

exenta del farmaco (SPP).

El criterio de aceptacion establecido para la precision fue: el %CV del

valor promedio de las concentraciones no debia exceder el 15%. [7]

En cuanto a la exactitud, el valor promedio del porcentaje de desviacion

debia ser menor o igual al 15%. [7]

Precision y exactitud a condiciones de reproducibilidad. Se
procesaron en tres dias diferentes, por quintuplicado, 3 tipos de muestras
identificadas como SCC1 (236.65 ng/mL), SCC2 (473.30 ng/mL), y SCC3
(1,893.19 ng/mL), a las condiciones estipuladas en el procesamiento de
muestras, y se analizaron en acuerdo a las condiciones instrumentales
establecidas. Se calculd la concentracion interpolando la respuesta

analitica en la curva de calibracién aplicable.

El criterio de aceptaciéon establecido para la precision fue que el %CV del

valor promedio de las concentraciones no debia exceder el 15%. [7]

En cuanto a la exactitud, el valor promedio del porcentaje de desviacion

debia ser menor o igual al 15%. [7]

Estabilidad de la muestra a corto plazo. Se mantuvieron sin procesar y
a temperatura ambiente, por el tiempo equivalente al consumido al aplicar

el procedimiento en el procesamiento de muestras, muestras de SCC1 y
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SCC3 por triplicado. Transcurrido el tiempo correspondiente, se
procesaron las muestras junto con muestras de SCC1 y SCC3 recién
descongeladas, que se tomaron como la referencia, y se analizaron a las

condiciones instrumentales establecidas.

El criterio de aceptacion establecido fue que la concentracion promedio de
cada nivel debia encontrarse dentro del 15% de la concentracion

nominal.[7]

Estabilidad de la muestra a largo plazo. Se evalud la estabilidad de
muestras sin procesar, mantenidas a temperatura menor a -40°C durante
el tiempo equivalente al almacenamiento de las muestras del estudio
desde su obtencion hasta su analisis. Las muestras correspondieron a
SCC1 y SCC3. Se almacenaron un minimo de 9 réplicas de cada
muestra, y se analizaron 3 réplicas de cada una a diferentes tiempos de
almacenaje. En cada tiempo, se procesaron las muestras junto con
muestras de SCC1 y SCC3 preparadas un dia antes y que contaban con
un ciclo de congelacion-descongelacién, que se tomaron como la
referencia. Las muestras fueron analizadas a las condiciones

instrumentales establecidas.

El criterio de aceptacion establecido fue que la concentracion promedio de
cada nivel debia encontrarse dentro del 15% de la concentracion

nominal.[7]
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Estabilidad de la muestra procesada. Se evalu6 la estabilidad de la
muestra procesada mantenida tanto a temperatura ambiente como en

refrigeracidn sin analizarla el mismo dia de su procesamiento.

Se procesaron 9 réplicas de SCC1 y SCC3. Tres muestras de cada
concentracion se almacenaron a temperatura ambiente, mientras que las
restantes se almacenaron a una temperatura inferior a 5°C. Transcurridas
24 horas, las muestras mantenidas a temperatura ambiente y 3 réplicas
de las almacenadas a 5°C se analizaron bajo las condiciones
instrumentales establecidas, en conjunto con muestras recién
procesadas. Posteriormente, transcurridas 72 horas del dia en que se
procesaron, las tres réplicas restantes mantenidas a 5°C se analizaron
bajo las condiciones instrumentales antes descritas en conjunto con

muestras recién procesadas empleadas como referencia.

El criterio de aceptacion establecido fue que la concentracion promedio de
cada nivel debia encontrarse dentro del 15% de la concentracion

nominal.[7]

Estabilidad en el automuestreador. Se procesaron por triplicado
muestras SCC1 y SCC3. Se trasvasaron los extractos a tres viales para
su analisis inmediato, cada ocho horas, durante 24 horas, en las que se

mantuvieron en el automuestreador.
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El criterio de aceptacion establecido fue que la concentracion promedio de
cada nivel debia encontrarse dentro del 15% de la concentracion

nominal.[7]

Estabilidad en funcion de los ciclos de congelacion y
descongelacion. En el primer dia, se descongelaron tres réplicas de
SCC1 y SCC3 que estuvieron congeladas por al menos 24 horas, se les
identificoc como SCC1Ill y SCC3Ill. En el segundo dia, se vuelven a
descongelar las tres réplicas del primer dia mas otras tres réplicas
(identificadas como SCC1Il y SCC3Il). En el ultimo dia, se descongelan
las tres réplicas del primer dia, las tres réplicas del segundo dia, y tres
nuevas réplicas de SCC1 y SCC3, que se identificaron como SCC1 | y
SCC3 |. Posteriormente, se procesaron de acuerdo a lo descrito en el
procesamiento de muestras, y se analizaron de acuerdo a lo establecido

en las condiciones del analisis instrumental.

El criterio de aceptacion establecido fue que la concentracion promedio de
cada nivel debia encontrarse dentro del 15% de la concentracion

nominal.[7]

Estabilidad del analito en soluciéon. Se evalué la estabilidad de la
solucion madre de metformina (a través de soluciones identificadas como

SEA LIC, de 78.88 ng/mL, y SEA LSC, de 2,524.25 ng/mL) en diferentes
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fechas desde su preparacion hasta el tiempo equivalente a la conclusién

del estudio.

En cada fecha de analisis, se prepararon tres réplicas de SEAS LSC y
SEAS LIC a partir de la solucién madre con la que se prepararon las
soluciones aplicadas en la validacion, y otras tres réplicas de cada
solucion SEAS, preparadas a partir de una solucién madre que se elabor6

ese mismo dia, que se emplearon como referencia.

El criterio de aceptacion establecido fue que el valor promedio de la
respuesta analitica de las SEAS LIC y LSC preparadas con la solucién
madre inicial, no debian diferir mas del 10% absoluto de la respuesta

analitica promedio de las SEAS LIC y LSC recién preparadas. [7]

Limite de deteccidn. El limite de deteccion se establecio con la sefial de
metformina en matriz biolégica comparada con la magnitud del nivel del
ruido instrumental, expresado como relacién sefal ruido, bajo las

condiciones instrumentales establecidas.

Se procesaron en un mismo dia por triplicado, muestras identificadas
como SCO (19.72 ng/mL) a las condiciones de procesamiento de
muestras, y se analizaron en acuerdo a las condiciones instrumentales
estipuladas. Se obtuvo la relacion sefal/ruido a través del software del

equipo.
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El criterio de aceptacion correspondid a la comparacion del valor
promedio de la relacion sefal/ruido de la SCO, que no debia ser inferior a

3. [7]

2.2.5.5 Analisis de muestras bioldgicas.

Secuencia de analisis. Las muestras de los sujetos de investigacion se
analizaron en orden ascendente segun la secuencia numérica asignada,
con un maximo de tres sujetos por dia. Previamente se aplico un control
de calidad al equipo donde se llevo a cabo el analisis, a fin de asegurar su
correcto funcionamiento.

El analisis de muestras de cada dia incluy6 la evaluacion de una curva de
calibracion, un blanco de pool de plasma, viales con solvente para realizar
pruebas de arrastre, asi como soluciones de control de calidad que se

intercalaron entre las muestras de un sujeto de investigacion y otro.

2.2.5.6 Control de calidad de la corrida analitica.

Verificacién de la adecuabilidad del sistema analitico de medicion.
Se realizé diariamente durante la validacion y el analisis de muestras
biologicas con la finalidad de verificar el buen funcionamiento del sistema
analitico de medicion antes del analisis de cada dia de trabajo. De esta

manera se confirmoé que los componentes del sistema analitico trabajaban
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correctamente (desempefio de la columna, volumen de entrega de las
bombas cromatograficas y precision del inyector). De esta manera se
respalda la cuantificacién confiable metformina.

La verificacion se realizd inyectando por quintuplicado la solucion de
verificacion de la adecuabilidad del sistema (236.53 ng/mL) a las
condiciones instrumentales especificadas en numeral 2.2.5. Para la
evaluacion se utilizaron los resultados de las ultimas tres inyecciones, se
determiné la precision en cada caso.

Se evaluo el inyector a través del area del pico, la columna a través del
ancho de pico a la mitad de la altura y la bomba a través del tiempo de

retencion.

Verificacion de no interferencias. La verificacion de no interferencias
incluye la limpieza del proceso analitico, mediante el analisis del pool de
plasma (reportado como blanco pool), la limpieza del sistema analitico de
medicion mediante la inyeccion del solvente final usado durante el
procesamiento de la muestra (reportado como prueba de arrastre), asi
como la no interferencia de la matriz de la muestra biolégica de cada
sujeto de investigacion (predosis).

Durante esta verificacion se comprob6 la ausencia de contaminantes y/o

interferencias que alteren los resultados analiticos.
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Verificaciéon de la curva de calibracién. El principal objetivo metrolégico
del uso de una curva de calibracion, y mas especificamente de la
ecuacion que la define, es la obtencién de resultados de medicidn con
una exactitud (% de error o % de desviacion) dentro de especificaciones
previamente establecidas y consistentes durante el desarrollo y aplicacion
de una metodologia analitica.

La curva de calibracidn se define mediante un modelo matematico que

describe adecuadamente la relacion entre la concentracion y la respuesta.

Este modelo es de tipo lineal asegurando una relacion continua vy
reproducible en el intervalo de trabajo.

La verificacién de la curva de calibracion se realizé diariamente previa al
analisis de las muestras de los sujetos de investigacion. Una muestra de
cada nivel de concentracion se sometié al procesamiento de muestras y a

las condiciones instrumentales establecidas.

Verificacion de la exactitud y precision del método (Muestras
control). Las soluciones de control de calidad o muestras control
identificadas como SCC’s se usaron como parte de los criterios de
aceptacion de los resultados de una corrida analitica. Especificamente, el
resultado de su analisis respalda los resultados del analisis de las
muestras de uno o mas sujetos de investigacién intercalados entre ellas.
Se prepararon tres niveles de concentracion: bajo (263.65 ng/mL), medio

(473.30 ng/mL) y alto (1,892.19 ng/mL).
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Sus concentraciones son diferentes a las concentraciones de

las

soluciones de calibracién, pero se encuentran dentro del intervalo de la

curva de calibracion.

Tabla 9. Control de calidad de la corrida analitica.

Parametro

Criterio de A ceptacion

Adecuabilidad del sistema Analitico de
Medicion (SV)

El Coeficente de Variacion del tiempo de retencion,
area, yancho del pico a la mitad de la altura, debe
ser < 5%.

Prueba de Arrastre y Blanco Pool (BIP)

El Area debe ser < 1/5 del Area dela SC de menor
concentracion (LIC).

Curva de Calibracion (SC's)

El Cosfigents de Determinacion (') debe ser> 0.930.
El % de Error absoluto o % de Deswiacion absoluta
debe ser <15% de cada SC, excepb para elLIC, que
debe ser < 20%. Al mencs & 75% deunminimode 8
niveles deben cumplir.

Muestras Control (SCC’s)

El Error absoluto debe ser <15, respectoa la
concentracion nominal. Al mencs & 67% de SCC yel
50% de cada nivel de concentracion deben cumplir.

2.2.5.7 Criterios de reanalisis de muestras biolégicas.

Los siguientes hechos se consideraron como criterios de reanalisis de

muestras de sujetos de investigacion:

- Cuando se obtiene una concentracion cuantificada mayor al limite

superior de la curva de calibracion.

- Cuando se rechaza una corrida analitica por no cumplir con los

criterios de calidad excluyentes establecidos para la misma.

- Cuando el reanalisis de cierto numero de muestras se considere

como parte del control del método analitico de medicion.

- Muestras predosis con respuesta superior al LIC.
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- Si se presenta una falla del equipo, inyeccién inadecuada de la
muestra o se obtiene una pobre sefial cromatografica.

- Si la concentracién obtenida esta por arriba del Limite Inferior o
Superior de Cuantificacibn en corridas analiticas donde fue
necesario eliminar los estandares originales de la curva de

calibracion.

2.2.6 Analisis farmacocinético y estadistico.

Para llevar a cabo las pruebas se utilizé un disefio cruzado o crossover.

Datos.
Numero de medicamentos: = 3 AByC
Numero de periodos: = 3 P1,P2yP3
Numero de sujetos de investigacion: =12 S01a3S12
Numero de unidades experimentales(n): =36 UEO1a UE36

El analisis farmacocinético y estadistico para el calculo de los parametros
farmacocinéticos se desarrollé haciendo uso del paquete computacional

WinNonlin version 6.3 y SPSS version 13.
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Procedimiento de captura de datos para el programa Winnonlin®. Se
reordenaron los datos obtenidos de las concentraciones de metformina.
Por medio del programa Winnonlin® se obtuvieron los valores de los
parametros farmacocinéticos

Los parametros farmacocinéticos evaluados fueron los siguientes:

Cmax: La concentracidon sérica maxima que se obtuvo de manera
grafica a partir del perfil de concentracion plasmatica con respecto al
tiempo.

Tmax. El tiempo transcurrido en que se produce la concentraciéon
sérica maxima se obtuvo de manera grafica a partir del perfil de
concentracion sérica con respecto al tiempo.

ABC,..: El area bajo la curva de la concentracion sérica desde la
administracién hasta el tiempo t (ultimo tiempo de muestreo) se calcul6
por el método trapezoidal. El procedimiento para el calculo de este

parametro se realiz6 con la siguiente formula:

ABC A Z (Ci + Ci—lz)(ti — ti—l)
i=1

Dénde:
n = numero de tiempos de muestreo utilizados en el perfil sérico.
t= tiempo en que se realiza la i-ésima toma de muestra.

Ci= Concentracién obtenida en el i-ésimo tiempo de muestreo.
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Ke: la constante de eliminacion se estim6 a partir de la porcidn lineal
terminal del perfil de concentracion sérica con respecto al tiempo (en
escala semilogaritmica) multiplicado por la integral de 2 (2.303).

Ke= b x In(2)

Dénde:

b= pendiente de la recta.

t'2: la vida media de eliminacion se estimé mediante el cociente de
integral de 2 sobre constante de eliminacion.

t% = In(2)/Ke. [34-37]

Se compararon los parametros farmacocinéticos Cmax y ABC, generando
el intervalo de confianza clasico y prueba t doble unilateral de
Schuirmann, para el cociente de los parametros farmacocinéticos (log

transformados). [34-37]

Para cada parametro se realizaron las siguientes pruebas:

Analisis de varianza. En la prueba de ANADEVA las fuentes de variacion
(secuencia, sujetos, periodos y tratamientos) se interpretaron de la
siguiente manera: Si p =2 0.05, se dice que no hay diferencia significativa;
si 0.01 < p < 0.05, se dice que hay diferencia significativa; con valores de
p<0.01, se dice que hay una diferencia altamente significativa. El poder de

la prueba: el valor minimo sera de 0.80 (1-B). [7,34-37]
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Intervalo de confianza. En la prueba de intervalo clasico para datos
crudos y datos transformados logaritmicamente; con valores de 80< X
<120 y 80< X =125 respectivamente y un nivel de significancia de 0.05
para la construccidn de un intervalo de confianza al 90%, el producto a
probar sera bioequivalente si los parametros farmacocinéticos se

encuentran en el intervalo de confianza referido. [7,34-37]

Intervalo de Westlake. En la prueba del intervalo de Westlake, para
datos crudos y datos transformados logaritmicamente con un valor de 80<
X =120 y 80< X =125 para la construccion de un intervalo de confianza
simétrico al 90%, el producto a probar sera bioequivalente si los

parametros farmacocinéticos se encuentran en el intervalo referido. [7,35]

Prueba t doble unilateral de Schuirmann. El producto a probar sera
bioequivalente si los parametros farmacocinéticos se encuentran en el
intervalo 80< X <120 y 80< X <125 para datos transformados

logaritmicamente con un alfa de 0.05 y un valor total de p<0.05. [7,36]
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CAPITULO IIL.

3. RESULTADOS.

3.1 Variables demograficas de los sujetos.

El estudio se inici6 con 12 sujetos de investigacion sanos de ambos
géneros (7 del género femenino y 5 del género masculino). El de mayor
edad de 38 afos y el de menor edad de 19 afos (promedio 24 afos). La
estatura fluctu6 entre 1.52 my 1.79 m (promedio 1.65 m), el peso fluctu6
entre 48.2 kg y 82.0 kg (promedio 62 kg), con un indice de masa

corporal entre 18.59 kg/m?y 26.50 kg/m? (promedio de 23.02 kg/m?).

3.2 Signos vitales.

Los valores de los signos vitales (presion arterial, frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria y temperatura) se muestran en las tablas 10 a 12y
figuras 3 a 7. No se observo alteracion en los valores de los signos vitales

en ninguno de los sujetos de investigacion.
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Tabla 10a. Signos vitales tomados pre estudio en la 12 fase.

SIGNOS VITALES PRE ESTUDIO 12 FASE

IN\?I‘EJ;‘ETEI.I(-SOAEIE()N SIST.I(-:UCA DIASIQLICA FOES Fii%ﬁf:gg:ﬁ\m TEMPERAITEN
SO1ACB 100 60 64 16 36.4
S02BAC 100 60 62 14 36.6
SO03BAC 110 70 62 14 36.4
SO04ACB 110 70 68 18 363
S05ACB 110 80 66 14 36.7
SO6CBA 100 60 82 15 36.7
SO7CBA 110 60 68 14 36.6
S08ACB 100 60 92 18 36.8
S09CBA 110 80 74 16 36.4
S10BAC 100 60 64 18 365
S11BAC 110 70 72 18 36.9
S12CBA 110 70 68 18 36.8

PROMEDIO 105.8 66.7 70.2 16.1 36.6

SIGNOS VITALES MANANA 12 FASE

IO | et cn [omeruen| P80 | RSN |repperuruns
S01ACB 100 60 64 12 36.6
S02BAC 100 70 64 16 36.7
S03BAC 110 70 62 14 36.6
S04ACB 110 80 62 14 36.2
S05ACB 115 70 62 18 36.4
S06CBA 110 60 64 14 36.2
S07CBA 110 65 66 16 36.8
S08ACB 100 60 68 16 36.4
S09CBA 110 80 68 16 36.6
S10BAC 100 60 62 14 36.4
S11BAC 110 70 68 18 36.6
S12CBA 110 70 62 16 36.8
PROMEDIO 107.1 67.9 64.3 15.3 36.5

Tabla 10b. Signos vitales tomados en la mariana en la 12 fase del estudio.
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Tabla 10c. Signos vitales tomados en la tarde en la 12 fase del estudio.

SIGNOS VITALES TARDE 12 FASE
0% | thion omsthun| P | TEENCUENA |rcppenurun
S01ACB 110 70 88 17 36.6
S02BAC 110 80 76 16 37.5
S03BAC 110 60 70 16 371
S04ACB 110 70 78 15 36.7
S05ACB 110 72 66 15 36.4
S06CBA 100 60 93 16 36.6
S07CBA 110 70 74 16 37.4
S08ACB 100 70 92 15 36.4
S09CBA 110 80 78 18 36.3
S10BAC 100 60 78 12 37.0
S11BAC 110 80 64 14 36.4
S12CBA 110 60 74 12 36.5
PROMEDIO 107.5 69.3 77.6 15.2 36.7

Tabla 10d. Signos vitales tomados al egresar de la 12 fase del estudio.

SIGNOS VITALES EGRESO 12 FASE
INSE;E;:BC,)AgIEC)N SISTE:.ICA DIASIgLICA LA Fﬁiﬁﬂf&fggﬂ‘\ TEMPEROTERA
SO1ACB 110 70 78 16 36.5
SO02BAC 110 70 72 16 36.7
SO3BAC 110 70 66 15 36.6
SO04ACB 110 70 69 16 36.6
SO5ACB 110 70 70 16 36.6
SO06CBA 105 63 66 15 36.4
SO7CBA 110 72 76 15 36.6
SO8ACB 100 65 86 15 36.3
S09CBA 110 82 76 17 36.5
S10BAC 100 60 70 15 36.6
S11BAC 110 70 66 16 36.5
S12CBA 105 65 70 14 36.3
PROMEDIO 107.5 68.9 72.1 15.5 36.5
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Tabla 11a. Signos vitales tomados pre estudio en la 22 fase.

SIGNOS VITALES PRE ESTUDIO 2* FASE

W00 | o o [omorhucn| P50 | RSO | rupnaruns
S01ACB 105 80 68 14 36.8
S02BAC 100 60 66 14 36.8
S03BAC 100 80 62 14 36.8
S04ACB 110 70 7 16 36.2
S05ACB 100 70 65 15 36.5
S06CBA 103 70 68 16 36.4
S07CBA 100 70 62 14 36.5
S08ACB 100 60 90 16 36.8
S09CBA 110 60 72 18 36.2
S10BAC 100 70 70 14 36.6
S11BAC 110 75 92 17 36.6
S12CBA 120 80 80 16 36.2

PROMEDIO 104.8 70.4 72.2 15.3 36.5

SIGNOS VITALES MANANA 22 FASE

o | ahion foneria| Pso | T | rourenarins
S01ACB 100 60 66 14 36.8
S02BAC 105 70 62 14 36.5
S03BAC 105 70 68 14 36.6
S04ACB 110 70 68 18 36.2
S05ACB 100 70 68 16 36.6
S06CBA 100 60 78 16 36.6
S07CBA 100 60 64 14 36.5
S08ACB 100 60 64 14 36.4
S09CBA 110 70 68 16 36.7
S10BAC 100 70 64 18 36.7
S11BAC 110 70 70 16 36.5
S12CBA 110 80 68 14 36.3

PROMEDIO 104.2 67.5 67.3 15.3 36.5

Tabla 11b. Signos vitales tomados en la mariana en la 22 fase del estudio.
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Tabla 11c. Signos vitales tomados en la tarde en la 22 fase del estudio.

SIGNOS VITALES TARDE 22 FASE
W00 | |omstiuen| Pos0 | RSB |cyorars
S01ACB 100 60 92 17 36.8
S02BAC 100 60 86 16 36.4
S03BAC 100 60 84 14 36.3
S04ACB 105 70 72 15 36.2
S05ACB 110 60 70 15 36.6
S06CBA 100 60 88 19 36.7
S07CBA 100 60 85 17 36.5
S08ACB 100 70 88 15 36.6
S0SCBA 110 70 84 15 36.4
S10BAC 100 70 85 14 36.7
S11BAC 110 60 74 16 36.5
S12CBA 100 80 80 13 36.7
PROMEDIO 102.9 65.0 82.3 15.5 36.5

Tabla 11d. Signos vitales tomados al egresar de la 22 fase del estudio.

SIGNOS VITALES EGRESO 2° FASE
lN\?é’SJ'erigﬁ')N SIST.I(';LICA DlAsmT'gLICA e Fﬁi‘;‘;f:f}’gﬁﬁ{“ UENREREERN
SO1ACB 98 62 86 16 36.4
S02BAC 102 65 80 16 36.5
S03BAC 106 64 78 15 36.4
S04ACB 102 74 70 16 36.3
SO5ACB 105 66 70 16 36.6
S06CBA 100 60 80 20 36.6
S07CBA 103 62 70 16 36.4
SO0BACB 103 72 74 15 36.7
S09CBA 110 70 76 16 36.3
S10BAC 103 74 76 15 36.6
S11BAC 112 68 76 16 36.5
S12CBA 106 74 70 16 36.7
PROMEDIO 104.2 67.6 75.5 16.1 36.5
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Tabla 12a. Signos vitales tomados pre estudio en la 32 fase.

SIGNOS VITALES PRE ESTUDIO 3?2 FASE
nvesTIoAcIon | sisToLica [oiastouica| PUSO | “RespimaToRia | TEMPERATURA
SO01ACB 100 70 92 17 36.4
S02BAC 100 70 80 16 36.6
S03BAC 100 70 64 14 36.3
S04ACB 110 60 66 15 36.2
S05ACB 110 80 64 14 36.4
S06CBA 100 60 74 15 36.6
S07CBA 100 70 84 17 36.1
S08ACB 100 60 92 18 36.4
S0SCBA 110 60 85 16 36.6
S10BAC 100 60 80 16 36.6
S11BAC 110 70 86 17 36.6
S12CBA 110 70 84 15 36.4
PROMEDIO 104.2 66.7 79.3 15.8 36.4

Tabla 12b. Signos vitales tomados en la mariana en la 32 fase del estudio.

SIGNOS VITALES MANANA 32 FASE
oo | sisrovica |osrauica| PULS0 | RESIRCIENA | rewpenaruna
S01ACB 100 60 66 14 36.8
S02BAC 100 70 82 17 36.4
S03BAC 102 70 65 16 36.6
S04ACB 110 70 68 16 36.6
S05ACB 110 80 68 16 36.4
S06CBA 102 60 66 14 36.5
S07CBA 100 60 68 15 36.7
S08ACB 100 60 84 16 36.7
S09CBA 100 80 84 16 36.6
S10BAC 100 60 70 16 36.6
S11BAC 110 80 76 14 36.6
S12CBA 110 70 74 16 36.4
PROMEDIO 103.7 68.3 72.6 15.5 36.6
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Tabla 12c. Signos vitales tomados en la tarde en la 32 fase del estudio.

SIGNOS VITALES TARDE 32 FASE
W00 | o cn [omorhuca| P50 | TEEUEIOA | renaruns
S01ACB 100 60 86 15 36.7
S02BAC 100 60 82 18 36.7
S03BAC 110 60 80 14 36.6
S04ACB 110 70 80 16 36.4
S05ACB 110 80 67 14 36.1
S06CBA 100 70 82 15 36.6
S07CBA 100 60 76 15 36.6
S08ACB 100 60 92 16 36.5
S09CBA 110 60 68 15 36.4
S10BAC 100 70 88 17 36.8
S11BAC 110 80 74 16 36.4
S12CBA 110 80 76 16 36.4
PROMEDIO 105.0 67.5 79.3 15.6 36.5

Tabla 12d. Signos vitales tomados al egresar de la 32 fase del estudio.

SIGNOS VITALES EGRESO 32 FASE
|N\?§éﬁ§\gﬁ'm SISTTOALICA DIAS;?JLICA S Fii%ﬁf::%:ﬁk TEREE o
SO1ACB 100 62 78 15 36.8
S02BAC 103 68 80 16 36.5
S03BAC 105 68 72 16 36.6
S04ACB 110 70 70 15 36.4
SOSACB 112 76 68 15 36.3
SO06CBA 106 74 78 16 37.0
SO7CBA 100 64 70 16 36.3
S08ACB 104 66 88 15 36.6
S09CBA 108 64 73 16 36.8
S10BAC 102 74 76 18 36.6
S11BAC 112 76 72 15 36.4
S12CBA 114 76 72 16 36.4
PROMEDIO 106.3 69.8 74.8 15.8 36.6
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Figura 3. Grafica de la T.A. Sistdlica promedio durante el estudio.
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Figura 4. Grafica de la T.A. Diastélica promedio durante el estudio.
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Figura 5. Grafica del pulso promedio durante el estudio.
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Figura 6. Grafica de la temperatura promedio durante el estudio.
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Figura 7. Grafica de la frecuencia respiratoria promedio durante el estudio.
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3.3 Numero de muestras recolectadas.
Se recolectaron 15 muestras por cada sujeto de investigacion en cada
periodo durante las 16 horas de muestreo. El volumen de sangre total

obtenido al final de los tres periodos del estudio fue de 225 mL.

3.4 Desviaciones al protocolo.

No se presentaron desviaciones al protocolo.

3.5 Efectos adversos.
No se presentaron reacciones adversas en ninguno de los

sujetos de investigacion.
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3.6 Resultados de la validacion del método analitico.

Selectividad.

Tabla 13. Selectividad, datos y evaluacion.

Solucién de Selectividad Re(?:::)do Criterio ?;r::; ptacion Evaluacién
SSH 22.97 < 222.695 Pasa
SSL 56.89 < 222.695 Pasa
SSP (1404235) 167.96 < 222.695 Pasa
SSP (1404236) 38.75 < 222.695 Pasa
SSP (1404237) 30.31 < 222.695 Pasa
SSP (1404238) 30.31 < 222.695 Pasa
SSP (1404239) 29.29 < 222.695 Pasa
SSP (1404240) 75.23 < 222.695 Pasa

SSF's
Cafeina 25.55 < 222.695 Pasa
Paracetamol 0.00 < 222.695 Pasa
Diclofenaco 58.44 < 222.695 Pasa
Aspirina 24.04 < 222.695 Pasa
Naproxeno 65.55 < 222.695 Pasa
Loratadina 56.06 < 222.695 Pasa
Ibuprofeno 27.14 < 222.695 Pasa
SSA's
Heparina sédica 33.36 < 222.695 Pasa
Citrato de Sodio 55.76 < 222.695 Pasa




Efecto de matriz para métodos por espectrometria de masas.

Tabla 14a. Respuestas obtenidas en blanco adicionado.

Respuesta de
metformina en blanco | Plasma 1| Plasma 2 | Plasma 3 | Plasma 4 | Plasma 5 | Plasma 6 SPL SPH
adicionado procesado
SPNa. 3,298.55 | 3,237.41 | 3,283.31 | 3,142.28 | 3,263.47 | 3,194.50 | 3,271.03 | 3,255.70
SPNa.; 21,991.16 | 22,312.50 | 21,846.54 | 22,131.52 | 21,860.55 | 21,986.31 | 22,332.12| 22,014.77
Tabla 14b. Respuestas obtenidas para metformina en solucion.
Res d i0 i0
.puesta e y Inyeccion | Inyeccion Promedio
metformina en solucion 1 2
SEML, 3095.05 | 3105.06 3100.05
SEML,; 21,558.09| 21,794.62| 21676.35
Tabla 14c. Factor de matriz normalizado.
FMN Plasma 1| Plasma 2 | Plasma 3 | Plasma 4 | Plasma 5 | Plasma 6 SPL SPH
Nivel Bajo (Sa1) 1.06 1.04 1.06 1.01 1.05 1.03 1.06 1.05
Nivel Alto (Sa3) 1.01 1.03 1.01 1.02 1.01 1.01 1.03 1.02

Tabla 14d. Resultado y evaluacion de los datos obtenidos para el efecto

de matriz para métodos por espectrometria de masas.

Rt |Crtere i
SPN Concentraciéon MCB 1.82 <15 Pasa
SPN Concentracion MCA 0.80 <15 Pasa
SPN + SPL| Concentracion MCB 1.7 <15 Pasa
SPN + SPL| Concentracion MCA 0.90 <15 Pasa
SPN + SPH| Concentracién MCB 1.68 <15 Pasa
SPN + SPH| Concentracién MCA 0.73 <15 Pasa
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Efecto de acarreo para métodos por espectrometria de masas.

Tabla 15. Resultado y evaluacion de los datos obtenidos para el efecto de

acarreo para métodos por espectrometria de masas.

Resultado| Criterio de aceptacion Evaluacion
(Area) (Area)
Blanco pool
. < 222, P
anterior al LSC 0.00 = 69 asa
Blanco pool 28.84 < 222,69 Paca
posterior al LSC ) - .
Blanco pool
. < .
posterior al LSC 0.00 = 222.69 Pasa

Limite inferior de cuantificacién. Se analizd bajo condiciones de
repetibilidad y de reproducibilidad. En cada caso se evalu6 la precisién y

exactitud.

Repetibilidad del LIC.

Tabla 16a. Datos obtenidos para la evaluacion de repetibilidad para el

limite inferior de cuantificacion.

Datos
Concentracion Concentracion calculada (ng/mL) Promedio
(ng/mL)
78.88 84.27 81.73 79.69 86.23 85.14 83.41
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Tabla 16b. Resultados y evaluacion de repetibilidad para el limite inferior

de cuantificacion.

Resultado CntenoIqe Evaluacién
Aceptacion
% Coeficiente de o
< 0,
Variacién 3.2% <20% Pasa
% de Error Absoluto 5.7% <20% Pasa

Reproducibilidad del LIC.

Tabla 16¢. Datos obtenidos para la evaluacion de reproducibilidad para el limite

inferior de cuantificacion.

Datos
Concentraciones calculadas (ng/mL) Promedio
18.88 69.30 70.42 75.62 67.50 73.37 71.24
67.65 65.98 66.80 68.69 65.29 66.88
67.91 68.03 65.07 68.36 67.23 67.32
Promedio 68.48

Tabla 16d. Resultados y evaluacion de reproducibilidad para el limite

inferior de cuantificacion.

iteriod
Resultado Cri erlo. ’e Evaluacion
Aceptacion
% Coeficiente de o
< 209
Variacién 3.5% <20% Pasa
% de Error Absoluto 13.2% <20% Pasa
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Curva de calibracion.

Tabla 17a. Datos obtenidos para la evaluacion la curva de calibracion.

Area
Concentracion Curvade Curva de Curva de Curvade
(ng/mL) Calibracién 1 Calibracién 2 Calibracién 3 Calibracién 4
78.88 1,171.3 1,157.6 1,147.3 1,204.9
157.77 2,244.0 2,251.4 2,271.3 2,347.2
315.53 4,402.7 4,179.3 4,335.1 4,600.6
631.06 8,210.9 8,282.3 8,589.1 8,618.7
1,262.13 15,161.7 15,379.3 15,486.9 15,391.9
2,524.25 26,563.1 26,644.6 25,930.3 25,307.9
Pendiente 11.962 11.939 12.136 12.150
Ordenada al Origen 272.547 257.416 241116 308.989

Tabla 17b. Resultados y evaluacion del porcentaje de recuperacion para

la curva de calibracion.

Porcentaje de recuperacion en base a la concentracion nominal
Concentracion Curvade Curva de Curvade Curvade
(ng/mL) Calibracion 1 Calibracion 2 Calibracion 3 Calibracion 4
78.88 751 75.4 74.7 73.7
157.77 164.8 167.0 167.3 167.8
315.53 345.3 328.5 337.3 353.2
631.06 663.6 672.2 687.9 683.9
1,262.13 1,244.7 1,266.6 1,256.2 1,241.4
2,524.25 2,197.9 2,210.2 2,116.8 2,057.5

Tabla 17c. Resultados del porcentaje de error absoluto para la curva de

calibracion.

% Error absoluto
Concentracion Curvade Curvade Curva de Curvade
(ng/mL) Calibracién 1 Calibracion 2 Calibracién 3 Calibracion 4
78.88 4.7 4.4 5.3 6.5
157.77 4.5 5.9 6.0 6.3
315.53 9.4 4.1 6.9 1.9
631.06 5.2 6.5 9.0 8.4
1,262.13 1.4 0.4 0.5 1.6
2,524.25 129 12.4 16.1 18.5
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Tabla 17d. Evaluacion del porcentaje de error absoluto para la curva de

calibracion.

Evaluacion respecto al % error absoluto

Concentracion

Criterio de
aceptacion % error

Curva de

Curva de

Curva de

Curva de

(ng/mL) absoluto (<) Calibracion 1 Calibracion 2 Calibracion 3 Calibracion 4
78.88 20 pasa pasa pasa pasa
157.77 15 pasa pasa pasa pasa
315.53 15 pasa pasa pasa pasa
631.06 15 pasa pasa pasa pasa

1,262.13 15 pasa pasa pasa pasa

2,524.25 15 pasa pasa No pasa pasa

Tabla 17e. Evaluacion respecto al porcentaje de réplicas que cumplen con

el criterio de aceptacion.

Evaluacién respecto al porcentaje de réplicas que
cumplen el criterio de aceptacion
Porcentaje de Porcentaje de
réplicas ql:le _ repllca_s que (_ieb_en Evaluacién
cumplen el criterio| cumplir el criterio

de aceptacion de aceptacion
100 50 pasa
100 50 pasa
100 50 pasa
100 50 pasa
100 50 pasa
50 50 pasa
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Precision y exactitud a condiciones de repetibilidad.

Tabla 18a. Datos obtenidos para la evaluacion de precision y exactitud a

condiciones de repetibilidad.

Datos
Concentracién Concentracién obtenida (ng/mL)

Promedio
(ng/mL) 1 2 3 4 5
236.65 276.32 264.72 264.44 271.24 276.59 270.66
473.30 490.61 479.62 491.67 473.39 524.37 491.93
1,893.19 1,713.12 | 1,656.18 | 1,745.56 | 1,715.64 | 1,801.72 | 1,726.45
1,893.19 1,878.36 | 1,852.38 | 1,856.04 | 1,894.13 | 1,830.13 | 1,862.21

Tabla 18b. Resultados y evaluacion de precision a condiciones de

repetibilidad.
Concentracion |% Coeficiente| Criterio de ..
C L, .. | Evaluacién

(ng/mL) de variaciéon | aceptacion

236.65 2.2 <15% Pasa
473.30 4.0 <15% Pasa
1,893.19 31 <15% Pasa
1,893.19 1.3 <15% Pasa

Tabla 18c. Resultados y evaluacion de exactitud a condiciones de

repetibilidad.
Concentracion Concentracion % Desviacion Criterio de Evaluacién
esperada (ng/mL) | obtenida (ng/mL) ° aceptacion
236.65 270.66 14.4% <15% Pasa
473.30 491.93 3.9% <15% Pasa
1,893.19 1,726.45 8.8% <15% Pasa
1,893.19 1,862.21 1.6% <15% Pasa
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Precision y exactitud a condiciones de reproducibilidad.

Tabla 19a. Datos obtenidos para la evaluacion de precision y exactitud a

condiciones de reproducibilidad.

Datos
236.65 ng/mL
1 2 3 4 5 Promedio
27715 | 280.75 | 262.46 | 257.30 | 262.48 268.03
516.50 | 470.39 | 530.92 | 496.16 | 518.39 506.47
1,778.73| 1,685.57 | 1,683.74| 1,715.07 | 1,691.45| 1,710.91
473.30 ng/mL
1 2 3 4 5 Promedio
264.79 | 265.53 | 270.39 | 267.79 | 256.89 267.12
522.36 | 512.71 | 493.84 | 511.68 | 499.70 510.15
1,795.74|1,777.08 | 1,751.79 | 1,736.12 | 1,750.34| 1,765.18
1893.19 ng/mL
1 2 3 4 5 Promedio
272.26 | 277.21 | 266.48 | 260.78 | 259.54 267.25
516.34 N.A. 518.21 | 504.64 | 512.35 512.89
1,813.37|1,797.13| 1,808.33 | 1,751.50 | 1,836.67 | 1,801.40

Tabla 19b. Resultados y evaluacion de precision a condiciones de

reproducibilidad.
Concentraciéon | % Coeficiente | Criterio de iy
L ., Evaluacién
(ng/mL) de variacién aceptacion
236.65 0.18% <15% Pasa
473.30 0.63% <15% Pasa
1,893.19 2.59% <15% Pasa
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Tabla 19c. Resultados y evaluacion de exactitud a condiciones

reproducibilidad.
Concentracién Concentr_acwn % Criterio de N
esperada obtenida Desviacién | aceptacién Evaluacion
(ng/mL) (ng/mL) P
236.65 267.47 13.02% <15% Pasa
473.30 509.83 7.72% <15% Pasa
1,893.19 1,759.16 7.08% <15% Pasa

Estabilidad de la muestra a corto plazo.

Tabla 20a. Datos obtenidos para la evaluacion de la estabilidad a corto

plazo.
Datos
236.65 Concentracion obtenida (ng/mL) | Promedio 1,893.19 Concentracion obtenida (ng/mL) | Promedio
ng/mL ng/mL
Referencia| 262.66 251.74 270.28 261.56 | Referencia| 1,755.13 | 1,741.25 | 1,723.10 | 1,739.83
Corto plazo| 262.94 259.91 255.87 261.42 | Corto plazo| 1,801.44 | 1,757.93 | 1,739.57 | 1,766.31

Tabla 20b. Evaluacion de exactitud para la referencia de estabilidad a

corto plazo.
.. | Concentracion
Concentracion R L
X obtenida de la . ., | Criterio de .
nominal X % Desviacion . Evaluacion
(ng/mL) referencia aceptacion
(ng/mL)

236.65 261.56 10.53% <15% Pasa
1,893.19 1,739.83 8.10% <15% Pasa
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Tabla 20c. Evaluacion de exactitud para las soluciones de prueba de

estabilidad a corto plazo.

Concentracién | Concentracion Criterio de
nominal obtenida de la |% Desviacién aceptacion Evaluacion
(ng/mL) prueba (ng/mL) P
236.65 261.42 10.47% <15% Pasa
1,893.19 1,766.31 6.70% <15% Pasa

Estabilidad de la muestra a largo plazo.

Tabla 21a. Datos obtenidos para la evaluacion de la estabilidad a largo

plazo (18 dias).

Datos
236.65 Concentracion obtenida (ng/mL) | Promedio 189319 Concentracion obtenida (ng/mL) | Promedio
ng/mL ng/mL
Referencia| 238.95 260.82 243.99 24792 | Referencia| 1,761.77 | 1,766.58 | 1,785.73 | 1,771.36
18 dias 258.37 256.55 271.32 262.08 18 dias 1,802.61 | 1,784.67 | 1,756.58 | 1,781.29

Tabla 21b. Datos obtenidos para la evaluacion de la estabilidad a largo

plazo (29 dias).

Datos
236.65 Concentracion obtenida (ng/mL) | Promedio 189319 Concentracion obtenida (ng/mL) | Promedio
ng/mL ng/mL
Referencia| 232.18 249.47 244.48 242.04 | Referencia| 1,815.46 | 1,772.09 | 1,731.54 | 1,773.03
29 dias 261.12 267.01 278.15 268.76 29 dias 1,717.19 | 1,751.23 | 1,724.52 | 1,730.98
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Tabla 21c. Evaluacion de exactitud para las referencias de estabilidad a

largo plazo (18 dias).

.. Concentracion .
Concentracion . . Criterio de ‘s
. obtenidade la |% Desviacién ‘s Evaluacion
nominal (ng/mL) . aceptacion
referencia (ng/mL)
236.65 247.92 4.76% <15% Pasa
1,893.19 1,771.36 6.44% <15% Pasa

Tabla 21d. Evaluacion de exactitud para las soluciones de prueba de

estabilidad a largo plazo (18 dias).

s Concentracion .
Concentracion . e . Criterio de ..
nominal (ng/mL) obtenida de la |% Desviacion aceptacion Evaluacion
9 prueba (ng/mL) P
236.65 262.08 10.74% <15% Pasa
1,893.19 1,781.29 5.91% <15% Pasa

Tabla 21e. Evaluacion de exactitud para las referencias de estabilidad a

largo plazo (29 dias).

iy Concentraciéon .
Concentracion . e . Criterio de ..
. obtenidade la |% Desviacion ‘s Evaluacion
nominal (ng/mL) . aceptacion
referencia (ng/mL)
236.65 242.04 2.28% <15% Pasa
1,893.19 1,773.03 6.35% <15% Pasa

Tabla 21f. Evaluacion de exactitud para las soluciones de prueba de

estabilidad a largo plazo (29 dias).

Concentracion

rﬁ::nni::\:‘:;a?r::_‘) obtenidade la |% Desviacion :;:etraI?:igi Evaluacion
9 prueba (ng/mL) P
236.65 268.76 13.57% <15% Pasa
1,893.19 1,730.98 8.57% <15% Pasa
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Estabilidad de la muestra procesada.

Tabla 22a. Datos obtenidos para la evaluacion de la estabilidad de la

muestra procesada, a las 24 y 72h.

Nivel Bajo Nivel Alto
236.65 ng/mL 1,893.19 ng/mL
Condiciones 1 2 3 Promedio 1 2 3 Promedio
Re:g:ehr;':ia 263.75 | 267.27 | 276.95 | 269.32 |1,730.47|1,718.02| 1,775.04| 1,741.18
a;ﬁ:‘;‘:::’(tzuﬂ) 271.55 | 266.65 | 261.41 | 266.54 |1,775.22|1,767.19| 1,742.30| 1,761.57
<5°C (24h) | 264.98 | 263.12 | 265.91 | 264.67 |1,816.35(1,778.63[1,791.31| 1,795.43
Re:‘;gehr;‘:ia 263.69 | 257.74 | 264.48 | 261.97 |1,755.13|1,741.25| 1,723.10 1,739.83
<5°C (72h) | 266.80 | 266.33 | 274.10 | 269.08 |1,810.13|1,787.07 | 1,767.46| 1,788.22

Tabla 22b. Evaluacion de exactitud para estabilidad de la muestra

procesada, a las 24 y 72h.

Condiciones Resultado | Resultado | Criterio de | Evaluacion | Evaluacion
Nivel Bajo | Nivel Alto | Aceptacion| Nivel Bajo | Nivel Alto
Referencia | 13.8% 8.0% <15 % P P
(24 h) .8% .0% < o asa asa
Temperatura |, o, 7.0% <15 % P P
Ambiente (24 h) 0% o s 1o asa asa
<5°C (24 h) 11.8% 5.2% <15% Pasa Pasa
Ref ia (72
€ erer:;c'a ( 10.7% 8.1% <15% Pasa Pasa
<5°C (72 h) 13.7% 5.5% <15% Pasa Pasa
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Tabla 23a. Datos obtenidos para la evaluacion de la estabilidad en el

Estabilidad en el automuestreador.

automuestreador hasta las 24h.

Datos
236.65 Concentracion obtenida . | 1,893.19 Concentracion obtenida .
Promedio Promedio
ng/mL (ng/mL) ng/mL (ng/mL)
Oh 263.75 267.27 276.95 269.32 Oh 1,748.91 | 1,740.93 | 1,734.16 | 1,741.34
8h 253.37 260.11 261.37 258.28 8h 1,638.94 | 1,613.68 | 1,584.76 | 1,612.46
16 h 249.31 257.26 259.89 255.49 16 h 1,596.21 | 1,584.19 | 1,573.24 | 1,584.55
24 h 245.78 263.90 259.58 256.42 24h 1,591.62 | 1,556.36 | 1,559.98 | 1,569.32

Tabla 23b. Evaluacion de exactitud para estabilidad en el

automuestreador (Oh).
Concentracion Concentracion % Criterio de L
: s .. Evaluacion
nominal (ng/mL) Oh Desviacién aceptacion
236.65 269.32 13.81% <15% Pasa
1,893.19 1741.34 8.02% <15% Pasa

Tabla 23c. Evaluacion de exactitud para estabilidad en el

automuestreador (24h).
Concentraciéon | Concentracion % Criterio de Evaluacién
nominal (ng/mL) 24h Desviacion | aceptacion
236.65 259.88 9.81% <15% Pasa
1,893.19 1626.92 14.06% <15% Pasa
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Estabilidad

en

descongelacion.

funcioén

de

los

ciclos

de

congelacién

y

Tabla 24a. Datos obtenidos para la evaluacion de la estabilidad en funcion

de los ciclos de congelacion y descongelacion.

Con(.:entraCIon 1er ciclo Promedio 2°ciclo Promedio 3er ciclo Promedio
nominal ng/mL
236.65 266.22 | 262.25 | 262.48 | 263.65 | 270.50 | 267.55 | 273.36 | 269.02 | 277.17 | 262.77 | 254.65 | 264.86
1,893.19 1,736.56 | 1,754.67| 1,739.18| 1743.47 | 1,739.86(1,731.93| 1,770.55| 1,747.45 | 1,691.36| 1,718.43 | 1,702.24| 1,704.01

Tabla 24b. Evaluacion de exactitud para estabilidad en funcion de los

ciclos de congelacion y descongelacion (1er ciclo).

Concentracion|Concentracion .

. . % Criterio de ..
nominal 1er ciclo Desviacion | aceptacién Evaluacién
(ng/mL) (ng/mL) P
236.65 263.65 11.41% <15% Pasa
1,893.19 1743.47 7.91% <15% Pasa

Tabla 24c. Evaluacion de exactitud para estabilidad en funcion de los

ciclos de congelacion y descongelacion (2° ciclo).

Concen.tracmn Concentracion % Criterio de .
nominal 2° ciclo (ng/mL)| Desviacion | aceptacion Evaluacion
(ng/mL) 9 P
236.65 269.02 13.68% <15% Pasa
1,893.19 1747.45 7.70% <15% Pasa

Tabla 24d. Evaluacion de exactitud para estabilidad en funcion de los

ciclos de congelacion y descongelacion (3er ciclo).

Concentracion|Concentracion .

. . % Criterio de ‘s
nominal 3er ciclo Desviacion | aceptacion Evaluacion
(ng/mL) (ng/mL) P
236.65 264.86 11.92% <15% Pasa
1,893.19 1704.01 9.99% <15% Pasa
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Estabilidad del analito en solucion.

Tabla 25a. Datos obtenidos para la evaluacion de la estabilidad del analito

en solucion (23 dias).

Datos
:;h:?_ Area Promedio 2;]5:1:;2: Area Promedio
Referencia| 1,881.51 | 1,818.34 | 1,830.38 | 1843.41 | Referencia| 38,277.80| 38,450.81| 38,270.19| 38332.93
23 dias 1,957.47 | 2,000.73 | 1,946.03 | 1968.08 23 dias | 38,980.25| 39,672.70 41,087.76 | 39913.57

Tabla 25b. Datos obtenidos para la evaluacion de la estabilidad del analito

en solucion (36 dias).

Datos
78.88 Area Promedio 2,524.25 Area Promedio
ng/mL ng/mL
Referencia| 1,400.42 | 1,344.08 | 1,510.82 | 1418.44 | Referencia| 46,609.31| 45,501.53 | 45,723.99| 46055.42
36 dias 1,521.55 | 1,519.96 | 1,538.00 | 1526.51 36 dias 46,229.64 | 44,061.77 | 43,637.06 | 45145.70

Tabla 25c. Evaluacion de exactitud para la estabilidad del analito en

solucion (23 dias).

. % Desviacion absoluta| . .. .
Concentracion Criterio de g
. de larespuesta .. | Evaluacién
nominal (ng/mL) ” . aceptacion
analitica promedio
78.88 6.76% <10% Pasa
2,524.25 4.12% <10% Pasa
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Tabla 25d. Evaluacion de exactitud para la estabilidad del analito en

solucion (36 dias).

. % Desviacion absoluta| . .. .
Concentracion Criterio de i
. de larespuesta .. | Evaluacién
nominal (ng/mL) o . aceptacion
analitica promedio
78.88 7.62% <10% Pasa
2,524.25 1.98% <10% Pasa

Limite de deteccion.

Tabla 26a. Datos obtenidos para la evaluacion del limite de deteccion

(relacion senal/ruido proporcionada por el software del equipo).

Relacién Datos Promedio
Senal/Ruido de
SC 19.72 ng/mL 40.72 45.47 40.16 42.12

Tabla 26b. Evaluacion de la relacion senal/ruido.

Resultado Crlterlo.(!e Evaluacion
Aceptacion
Relacion Senal/Ruido 42,12 23 Pasa
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3.7 Resultados del control de calidad durante la validacion del

método analitico.

3.7.1 Verificacion de la adecuabilidad del sistema analitico de

medicion.

Tabla 27a. Datos obtenidos para solucion de verificacion de la

adecuabilidad del sistema analitico de medicion.

Concentracién Tiempo de Retencién Area Ancho del pico a la mitad de la
236.53 ng/mL (Bomba-Columna) (Inyector-Detector) altura (Columna)
Fecha 1 2 3 1 2 3 1 2 3

2014-05-08 1.806 1.806 1.806 6864.958 | 6738.812 | 6711.101 0.049 0.049 0.049

2014-05-09 1.803 1.803 1.803 7054.356 | 7145.103 | 7069.424 0.049 0.049 0.049

2014-05-13 1.813 1.813 1.816 7738.662 | 7698.900 | 7626.499 0.049 0.049 0.049

2014-05-16 1.779 1.779 1.782 7108.072 | 7143.769 | 7180.876 0.047 0.048 0.048

2014-05-19 1.782 1.792 1.803 7158.562 | 7219.705 | 7279.803 0.048 0.047 0.048

2014-05-20 1.813 1.813 1.813 8095.939 | 8043.753 | 7997.688 0.049 0.049 0.048

2014-05-23 1.775 1.775 1.775 6568.486 | 6555.589 | 6545.076 0.047 0.048 0.048

2014-06-05 1.772 1.772 1.772 5874.691 | 5482.184 | 5444.177 0.047 0.047 0.046

2014-06-06 1.775 1.769 1.769 6521.367 | 6400.010 | 6512.865 0.047 0.047 0.046

Tabla 27b. Evaluacion del tiempo de retencion del dia 2014-05-08.

Numero de Tiempo de 2.0
réplica Retencion c
® 19
1 1.806 2
2 1.806 K
3 1.806 | 17
%CV 0.000% g e
E 1
Criterio de - =
Aceptacion 5% 1.5
1 2 3
Evaluacion Pasa Numero de réplicas
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Tabla 27c¢. Evaluacion del area del dia 2014-05-08.

Area

N“’f“’f° o Area
réplica
1 6864.958
2 6738.812
3 6711.101
% CV 1.211%
Criterio de -
Aceptacion e
Evaluacion Pasa

7000 -

6500 -+

Numero de réplicas

Tabla 27d. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Nuamero de | Ancho de pico a la
réplica mitad de la altura
1 0.049
2 0.049
3 0.049
% CV 0.218%
Criterio de "
Aceptacion =5
Evaluacion Pasa

Anchode pico a la mitad de

la altura
o
®
L=

2014-05-08.

Numero de réplicas

Tabla 27e. Evaluacion del tiempo de retencion del dia 2014-05-09.

Namero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.803
2 1.803
3 1.803
% CV 0.000%
Criterio de "
Aceptacion S04
Evaluacion Pasa

Tiempo de Retencion

T e s S e S S S S e S S S S e S ST e A

T

1.8

1.7 1

1.6

1.5

Numero de réplicas
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Tabla 27f. Evaluacion del area del dia 2014-05-09.

"“'3"‘(° i Area
réplica
1 7054.356
2 7145.103 S
3 7069.424 <
% CV 0.686%
Criterio de 5
Aceptacion s
Evaluacion Pasa

8000 —----------c-cceeeeeceeeeeeceeeeceseceseeeceescceeeee—ea-
7500 -+
ST I —_—
6500 +

1 2 3

Numero de réplicas

Tabla 27g. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Numero de | Ancho de pico ala
réplica mitad de la altura
1 0.049
2 0.049
3 0.049
% CV 0.634%
Criterio de G
Aceptacion Eh=
Evaluacion Pasa

Anchode pico a la mitad de
la altura

2014-05-09.

Numero de réplicas

Tabla 27h. Evaluacion del tiempo de retencion del dia 2014-05-13.

Nuamero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.813
2 1.813
3 1.816
% CV 0.108%
Criterio de 3
Aceptacion S
Evaluacion Pasa

Tiempo de Retencion

20 -

1.9 1

1.8 4
1.7 1
1.6 1
15 +

2
Numero de réplicas

96



Tabla 27i. Evaluacion del area del dia 2014-05-13.

NﬂlT\EI:O o Area
réplica
1 7738.662
2 7698.900
3 7626.499
% CV 0.740%
Criterio de &
Aceptacion o
Evaluacion Pasa

8000 T--------=seemessseeessemeee e eeeeseeeeeececeeosooes
7500 ----------- e Lt
©
2
<L
T e
6500
1 2 3
Nuamero de réplicas

Tabla 27j. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Numero de | Ancho de pico ala
réplica mitad de la altura
1 0.049
2 0.049
3 0.049
% CV 0.337%
Criterio de o
Aceptacion =
Evaluacion Pasa

Tabla 27k. Evaluacion

Nuamero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.779
2 1.779
3 1.782
% CV 0.110%
Criterio de o
Aceptacion =5%
Evaluacién Pasa

2014-05-13.

o
- T 1 7
©
©
=
E 0049 - T e
S
e
© 2
IR DU s e O e R R S A
s
R T
[~}
£
g
£ o004

Numero de réplicas

del tiempo de retencion del dia 2014-05-16.

20 ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
[
BT K T e e
o
s
“.; 18 ...... -~ R —- =erecceccececeeneeana —--eemeeee-
4
G e e i S R S
[~
o
£ 16
2
-

1.5

1 2 3
Numero de réplicas
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Tabla 271. Evaluacion del area del dia 2014-05-16.

N“'?‘ef° de Area
réplica
1 7108.072
2 7143.769
3 7180.876
% CV 0.510%
Criterio de 5
Aceptacion <
Evaluacion Pasa
Tabla 27m.

Area

7500 -

7000 -

6500 +

Nuamero de réplicas

Evaluacioén del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Nuamero de | Ancho de pico ala
réplica mitad de la altura
1 0.047
2 0.048
3 0.048
% CV 0.473%
Criterio de s
Aceptacion =5
Evaluacion Pasa

Tabla 27n. Evaluacion

Nuamero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.782
2 1.792
3 1.803
% CV 0.568%
Criterio de o
Aceptacion 5
Evaluacion Pasa

Anchode pico a la mitad de
la altura

2014-05-16.

0.046

0.043 1

0.040 +

: ;
1 2 3
Numero de réplicas

del tiempo de retencion del dia 2014-05-19.

Tiempo de Retencion

1.8 ¢

1.7 ¢

1.6 ¢

15 +

2
Numero de réplicas
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Tabla 27A. Evaluacion del area del dia 2014-05-19.

Nﬂr‘nero - Area
réplica
1 7158.562
2 7219.705
3 7279.803
% CV 0.840%
Criterio de 5
Aceptacion i
Evaluacion Pasa

Tabla 270. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Numero de

Ancho de picoala

réplica mitad de la altura

1 0.048

2 0.047

3 0.048

% CV 1.038%

Criterio de 5
Aceptacion e
Evaluacion Pasa

Area

Anchode pico a la mitad de
la altura

.11
7500 === oooooioiooioooo
B— ]
000 ===l
6500
1 3

2
Nuamero de réplicas

2014-05-19.
0.052 === === ===
0.049 === === mm e
e ﬁ!——/‘
T
L
0.040
1 2 3

Numero de réplicas

Tabla 27p. Evaluacion del tiempo de retencion del dia 2014-05-20.

Numero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.813
2 1.813
3 1.813
% CV 0.000%
Criterio de 5
Aceptacion =h
Evaluacion Pasa

Tiempo de Retencion

P10 purssnr s s T e N S S e R R S SRR S S S SR R

L9 mm o

1.8

1.7

1.6

1.5

2
Numero de réplicas
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Tabla 27q. Evaluacion del area del dia 2014-05-20.

Numero de 8500 - o
snli Area
réplica
1 8095.939 8000 f----mmsooooo e — oo
2 8043.753 g _—
3 7997.688 <
% CV 0.611% 7000
Criterio de =
Aceptacion 5% 6500 . . .
Evaluacion Pasa Numero de réplicas

Tabla 27r. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

2014-05-20.

Numero de | Anchode picoala| o o B
réplica mitadde la altura | - '
©
1 0.049 e _ bos . e -
2 0.049 § T
3 0.048 ]
% CV 0.557% b S
=
Criterio de o 2
0.040 + . .
Aceptacion =% < 1 2 3
Evaiacian Pasa Numero de réplicas

Tabla 27s. Evaluacion del tiempo de retencion del dia 2014-05-23.

Numero de Tiempo de 2.0 1 - ---- i i i e i i i i
réplica Retencion &
S 19 -
1 1.775 e
o
2 1.775 E L8 P e e e
3 1.775 IR 3 SO R NSO
%CV 0.000% 2
E I [frmrerrnsmmernnn s mmnnnmrinna s man s e smnmn e mem = e
Criterio de 5 =
Aceptacion 6% 1.5 +
1 2 3
Evaluacion Pasa Numero de réplicas
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Tabla 27t. Evaluacion del area del dia 2014-05-23.

Numero de B000) srmssmamam s s e s e e e e
i Area
réplica
1 6568.486 7500 Essestest sttt sn s s s e s s e en et
2 6555.589 ©
2 7000 .....................................................
3 6545.076 <
% CV 0.179% 6500 +------mn- e _________
Criterio de 5
Aceptacion =6% 6000
1 2 3
Evaluacion Pasa Numero de réplicas

Tabla 27u. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

2014-05-23.
Numero de | Anchode picoala|
réplica mitad de la altura g 0.052 f-ommm
©
1 0.047 =T 117 I SR SRR
S © P
2 0.048 w5 N
O 0.046 f-----mmmmmmmmm e
3 0.048 2 g
% CV 0.267% N R e
o
Criterio de n S
Aceptacion = & 0040
1 2 3
Evaluacion Pasa Numero de réplicas

Tabla 27v. Evaluacion del tiempo de retencion del dia 2014-06-05.

Numero de Tiempo de 71 TR S R S S R
réplica Retencion c
B B I ittt
1 1.772 2
bt
2 1.772 E 18 Jrommeees e <o
3 1.772 2
o
% CV 0.000% g S8, o s S e S
Criterio de o =
Aceptacion =b% 15
1 2 3
Evaluacion Pasa Numero de réplicas
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Tabla 27w. Evaluacion del area del dia 2014-06-05.

N“'T‘°T° - Area
réplica
1 5874.691
2 5482.184
3 5444177
% CV 4.256%
Criterio de o
Aceptacion =
Evaluacion Pasa

Area

Numero de réplicas

Tabla 27x. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Nuamero de | Ancho de picoala
réplica mitad de la altura
1 0.047
2 0.047
3 0.046
% CV 1.143%
Criterio de 5
Aceptacion E5%
Evaluacion Pasa

Anchode pico a la mitad de
la altura

2014-06-06.
0.052
T T] — .\“‘ ,,,,,,,,,
0.043

Numero de réplicas

Tabla 27y. Evaluacion del tiempo de retencion del dia 2014-06-06.

Nuamero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.775
2 1.769
3 1.769
%CV 0.221%
Criterio de G
Aceptacion 5%
Evaluacion Pasa

Tiempo de Retencion

2
Nuamero de réplicas
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Tabla 27z. Evaluacion del area del dia 2014-06-06.

et Area J000: -~
réplica
1 6521.367
2 6400.010 .
@ 6000
3 6512.865 =
% CV 1.046% e
Criterio de G
Aceptacién =% 5000
1 . 2 o 3
Evaluacion Pasa Numero de réplicas

Tabla 27za. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

2014-06-06.
Numero de | Anchode picoala|
réplica mitad de la altura : L
©
1 0.047 t
S o
2 0.047 w5
o=
3 0.046 2 ;
% CV 1.002% -8 (1117, R S R —
o
Criterio de - s
Aceptacion . & 0040
1 2 3
Evaluacion Pasa Numero de réplicas

3.7.2 Verificacion de la curva de calibracion.

Tabla 28a. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-05-08.

Curva de calibracion

Curva de calibracion del 2014-05-08 25,000 2014-05-08
(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion) ’
25,000
Concentracion Aewa Concentracion Desviacion 21,000 -
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (% de Error) | 17000 -\
@ 17,
—
78.88 1411.27 67.8 141 13,000
9,000
157.77 2,001.74 153.3 28
5‘000 r—-
315.53 4,013.63 346.6 9.9 1,000 4 ‘ ‘ ) i
631.06 750513 6821 81 50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
’ Concentracion (ng/mL)
1,262.13 13,962.18 1,302.6 -3.2
252425 | 25562.10 2417.2 42 PE——— e
iteri Ordenada al ori 406.084
Parametro Valor obtenido Cnteno.tfie Evaluacion reenadaalongsn
aceptacion
o Coeficiente de
% Desviacion
Poasma ) 141 <15%(absoluto) |  Pasa determinacion (1) 0.996
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Tabla 28b. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-05-09.

Curva de calibracion

Curvade calibracion del 2014-05-09 2014-05-09
(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion)
Concentracion Area Concentracion Desviacion
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (%de Error) |
o
-
78.88 970.74 76.0 3.6
157.77 1,969.19 162.2 -2.8
3156.53 3,997.24 337.3 -6.9
631.06 791610 675.7 71 50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
' Concentracion (ng/mL)
1,262.13 14,740.62 1,264.9 -0.2
252425 | 25409.80 2,186.0 13.4 i pisaie
B Rate Valor obtenido Cntenoﬁe Eviiliacizi Ordenada al origen 90.157
aceptacion
o Coeficiente de
% Desviacion
i nieor aoES] 134 <15%(absoluto) | Pasa PO—— 0.9%0

Tabla 28c. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-05-13.

Curvade calibracion del 2014-05-13
(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion)

Curva de calibracion

2014-05-13

Concentracion Area Concentracion Desviacion
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (% de Error)
78.88 1,067.86 75.0 49
157.77 2180.43 167.5 -6.2
315.53 4,202.69 335.6 -6.4 1,000 . ‘ ’
50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
631.06 8,191.63 667.1 -5.7 s
Concentracion (ng/mL)
1,262.13 15,069.69 1,238.8 18
252425 | 27,052.98 2,2348 15 Ftds it
. Wiorolisnids Cnteno.tfle T Ordenada al origen 165.395
aceptacion
. Coeficiente de
% Desviacion
proatmciutol 15 <15%(absoluto) [  Pasa determinacion (1) 0.991

T
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Tabla 28d. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-05-16.

Curva de calibracion

Curva de calibracién del 2014-05-16 55 2014-06-16
(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion) 55,000
Concentracion Area Concentracion Desviacion 21,000 -
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (% de Error) S 17,000 -+--------
“
< 13,000
78.88 1,207.05 75.7 4.0 9,000 -
157.77 2,352.96 168.4 -6.7 5,000 -
N.A N.A N.A N.A 1,000 4
50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
631.06 8,685.82 680.3 -7.8 Concentracion (ng/mL)
1,262.13 15,861.64 1,260.4 0.1
252425 | 28,256.72 2,2623 10.4 FROmGS =
Parametro Valor obtenido Cnteno.c‘ie Evaluacion S Rema e i
aceptacion
gl s Coeficiente de
% Desviacion
R orior dbedlilih 104 <15%(absoluto) | Pasa | geterminacion (r?) 0.991

Tabla 28e. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-05-20.

Curva de calibracion

Curva de calibracion del 2014-05-20 — 2014-05-20
(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion) ’ }
25,000 -
Concentracion Area Concentracion Desviacion 21,000 -
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (%deError) | o :
$ 17,000 -!
o :
< 13,000 -
78.88 1,260.12 743 5.8 ’ !
9,000 -
167.77 2,391.06 1705 -8.1 :
5,000 -
N.A N.A N.A N.A 1,000 4
631.06 8.636.18 701.6 1.2 50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
Concentracion (ng/mL)
1,262.13 15,270.11 1,265.8 -0.3
252425 | 27,469.49 2.303.3 8.8 Pamsats e
Parametro Valor obtenido Cnteno.qe Evaluacion ST i o
aceptacion
iz Coeficiente de
% Desviacion T 0.991
(e abadlito) 1.2 < 15% (absoluto) Pasa determinacion (r?)
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Tabla 28f. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-05-23(1).

Curvade calibracion del 2014-05-23 (1)

Curva de calibracion
2014-05-23 (I)

(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion)

Concentracion Area Concentracion Desviacion
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (% de Error) ©
78.88 1,038.32 75.2 46
157.77 1,992.95 165.6 -5.0
315.53 3,891.13 3453 9.4 1,000 B ) ] : )
NA NA. NA NA. 50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
Concentracion (ng/mL)
1,262.13 13,841.29 1,287.2 -2.0
252425 | 23762.05 2,226.4 11.8 Pendiente 10.664
Parametro Valor obtenido Cnteno-t‘!e Evaluacion Ordenadaal origen 243.409
aceptacion
% Desviacion Coeficiente de
(%error absoluto) 1.8 < 15% (absoluto) Pasa determinacién (r2) 0.990

Tabla 28g. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-05-23(1l).

Curvade calibracion del 2014-05-23 (ll)

Curva de calibracion
2014-05-23 ()

(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion)
Concentracion Ao Concentracion Desviacion
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (Y%odeError) | §
<
N.A N.A N.A N.A
167.77 1,918.15 1521 3.6
315.53 3,660.96 3328 5.5 1,000 14 . . .
50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
631.06 6,814.56 659.8 -4.6 ..
Concentracion (ng/mL)
1,262.13 12,900.40 1,290.9 23
252425 | 22,680.66 2,305.0 87 i i
Parimetro  |Valorobtenido] CMerode | uacion| Ordenadaalorigen | 451.667
aceptacion
i Coeficiente de
% Desviacion
(%error absoluto) 8.7 < 15% (absoluto) Pasa determinacién (rl) 0.993
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Tabla 28h. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-06-05(1).

Curvade calibracion del 2014-06-05 (1)

Curva de calibracion

(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacién) 200
Concentracion Area Concentracion Desviacion 21,000
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (% deError) | 171000 ~L==
2 ,
78.88 1,117.06 76.1 36 1800
9,000 -F-
167.77 2,188.63 166.4 5.5 5.000 -b-
N.A N.A N.A N.A 1600 ‘ ‘ ‘
631.06 8,368.49 6875 89 50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
Concentracion (ng/mL)
1,262.13 15,335.16 1,275.0 1.0
252425 | 26589.33 2,223.9 11.9 Pendiente 11860
Pirdmato Nilorobtatide Cnteno.(zle Evaluacién Ordenada al origen 214.838
aceptacion
o Coeficiente de
% Desviacion
R otk 1.9 <15%(absoluto) | Pasa | geterminacion (r?) 0.990

Tabla 28i. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-06-05(11).

Curva de calibracion

Curvade calibracion del 2014-06-05 (Il)
(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion)

‘ 2014-06-05 (Il
29,000

25,000
Concentracion R Concentracion Desviacion 21,000
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (Y% de Error) | P
S 17,000 -
< ‘
78.88 1,174.86 763 33 13,000 3
9,000 -
167.77 2,196.03 160.8 -1.9 ;
5,000 -
315.53 4,339.62 3381 7.2 1,000 4 ‘ ‘ ‘
631.06 8.422.72 675.9 71 50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
Concentracion (ng/mL)
1,262.13 15,622.40 1,271.6 -0.7
252425 | 26,587.74 2,178.8 13.7 S s
Parametro Valor obtenido Cnteno.c‘ie Evaluacién Ordenada al origen 252.481
aceptacion
_— Coeficiente de
% Desviacion
(%error absoluto) 137 <15%(absoluto) |  Pasa detorminacion (%) 0.990
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3.8

Resultados del analisis de muestras bioldgicas.

Tabla 29. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 01.

SUJETO 01
Muestreo | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. < L.C. <L.C.
0.25 <L.C. <L.C. <L.C.
0.50 168.46 205.59 171.08
0.75 258.21 315.19 433.62
1.00 367.79 289.61 692.92
1.50 448.79 435.74 647.51
2.00 638.34 746.08 794.10
2.50 683.59 889.73 976.25
3.00 761.97 942.51 1129.89
3.50 834.44 912.11 1214.14
4.00 807.94 881.41 1134.17
6.00 390.32 439.48 597.17
8.00 178.80 219.35 318.46
12.00 <L.C. < L.C. 94.66
16.00 <L.C. < L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacién (78.88 ng/mL)
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Tabla 30. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 02.

SUJETO 02
Muestreo| MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 < L.C. <L.C. <L.C.
0.50 215.01 215.70 166.40
0.75 472.80 512.60 427.91
1.00 663.96 560.97 574.51
1.50 721.54 638.20 691.93
2.00 671.02 688.51 799.65
2.50 837.74 737.55 887.12
3.00 946.60 739.50 1005.56
3.50 946.71 806.00 1028.31
4.00 993.85 788.62 1193.46
6.00 712.54 516.20 766.35
8.00 422.10 299.61 461.67
12.00 138.14 95.67 149.11
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacién (78.88 ng/mL)
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Tabla 31. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 03.

SUJETO 03
Muestreo| MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 <L.C. <L.C. <L.C.
0.50 387.19 <L.C. <L.C.
0.75 643.33 275.69 402.11
1.00 645.42 492.72 649.03
1.50 468.43 794.89 912.25
2.00 566.59 913.78 971.76
2.50 869.73 924.76 914.56
3.00 908.36 1116.49 934.51
3.50 887.14 1108.86 950.23
4.00 880.97 1033.72 979.58
6.00 419.95 628.68 501.49
8.00 234.95 293.57 261.92
12.00 <L.C. 92.75 <L.C.
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)
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Tabla 32. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 04.

SUJETO 04
Muestreo | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 < L.C. <L.C. <L.C.
0.50 275.91 568.46 224.98
0.75 692.09 867.28 522.36
1.00 1063.99 1033.61 575.84
1.50 1278.87 1161.03 1034.25
2.00 1268.25 1409.86 1328.39
2.50 1443.49 1338.64 1440.63
3.00 1444.48 1293.79 1342.83
3.50 1273.58 1211.69 1294.98
4.00 1271.11 1127.01 1206.18
6.00 673.47 700.90 712.16
8.00 420.83 382.48 467.80
12.00 149.31 141.26 162.26
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)
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Tabla 33. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 05.

SUJETO 05
Muestreo | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 < L.C. <L.C. <L.C.
0.50 200.97 212.51 293.90
0.75 313.71 383.20 744.87
1.00 407.87 547.10 947.76
1.50 77411 497.19 958.11
2.00 819.38 723.01 806.11
2.50 847.83 999.09 843.51
3.00 727.57 1035.11 812.46
3.50 889.23 1021.29 785.70
4.00 1101.47 1072.96 796.88
6.00 634.28 558.81 795.30
8.00 300.62 285.43 277.23
12.00 <L.C. 86.71 80.84
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)

112



Tabla 34. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 06.

SUJETO 06
Muestreo | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 <L.C. <L.C. <L.C.
0.50 443.84 394.65 154.80
0.75 793.85 682.40 363.43
1.00 796.53 806.09 592.83
1.50 823.34 950.86 788.16
2.00 877.20 1006.16 812.87
2.50 836.47 1074.36 914.67
3.00 886.25 1027.18 968.30
3.50 940.97 939.12 897.65
4.00 877.95 833.79 823.15
6.00 452.15 458.02 456.71
8.00 235.13 223.73 228.62
12.00 <L.C. <L.C. <L.C.
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)
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Tabla 35. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 07.

SUJETO 07
Muestreo | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 159.37 <L.C. <L.C.
0.50 395.02 215.26 281.15
0.75 516.83 476.03 517.78
1.00 663.05 691.20 655.51
1.50 682.41 707.82 684.46
2.00 865.57 940.55 835.64
2.50 907.88 1010.06 1046.94
3.00 1104.88 1118.80 1058.45
3.50 974.16 978.69 948.17
4.00 894.37 882.76 867.99
6.00 422.50 478.58 391.15
8.00 215.29 277.31 218.77
12.00 <L.C. <L.C. <L.C.
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)
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Tabla 36. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 08.

SUJETO 08
Muestreo | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 < L.C. <L.C. <L.C.
0.50 348.02 320.62 0.00
0.75 543.06 496.06 262.92
1.00 484.03 639.93 523.79
1.50 713.55 1102.86 779.89
2.00 854.60 1329.95 1114.37
2.50 922.97 1229.79 1184.30
3.00 1058.99 1207.40 1188.06
3.50 1161.91 1248.46 1185.38
4.00 1072.06 1097.86 1115.47
6.00 525.48 555.75 519.50
8.00 278.87 312.44 375.79
12.00 89.77 123.07 98.34
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)
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Tabla 37. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 09.

SUJETO 09
Muestreo | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 89.15 <L.C. 89.43
0.50 304.19 226.70 505.96
0.75 452.31 622.45 784.14
1.00 766.86 907.71 897.13
1.50 716.19 972.96 977.73
2.00 829.94 1119.80 895.76
2.50 859.50 1021.23 968.40
3.00 926.47 998.93 889.05
3.50 948.27 1101.60 990.41
4.00 1040.32 1191.90 1025.69
6.00 622.93 723.96 577.84
8.00 337.58 389.27 314.09
12.00 134.26 135.26 127.34
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)
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Tabla 38. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 10.

SUJETO 10
Muestreo | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 < L.C. <L.C. <L.C.
0.50 379.62 368.90 311.82
0.75 742.02 782.57 515.74
1.00 1037.45 960.65 581.57
1.50 1224.93 1056.01 868.28
2.00 1455.67 1254.08 1165.75
2.50 1421.33 1316.71 1087.64
3.00 1318.01 1485.29 1054.75
3.50 1298.88 1397.89 1278.79
4.00 1331.65 1345.99 1184.87
6.00 650.13 582.80 585.85
8.00 353.64 297.31 325.18
12.00 95.13 93.91 124.04
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)

117



Tabla 39. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 11.

SUJETO 11
Muestreo | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 287.99 133.65 <L.C.
0.50 796.53 717.34 403.67
0.75 1280.13 956.34 672.44
1.00 1675.79 1368.20 1045.29
1.50 1881.27 1515.69 1482.41
2.00 1726.61 1178.89 1349.69
2.50 1366.39 1119.89 1005.02
3.00 1172.49 1044.20 1075.60
3.50 1148.46 1069.03 1044.80
4.00 1101.93 1056.34 1060.32
6.00 666.41 627.00 661.43
8.00 379.58 339.00 365.74
12.00 120.91 104.84 133.31
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)

118



Tabla 40. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C - Sujeto de investigacion 12.

SUJETO 12
Muestreo | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO

[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 <L.C. <L.C. <L.C.
0.25 < L.C. <L.C. <L.C.
0.50 245.13 353.71 203.97
0.75 633.23 723.59 535.42
1.00 1094.35 935.30 755.67
1.50 873.88 940.45 1008.00
2.00 984.07 1102.05 1051.97
2.50 1068.74 1151.08 1166.91
3.00 1018.59 1048.84 1225.95
3.50 980.61 1091.67 1218.70
4.00 893.75 918.62 1190.34
6.00 473.06 483.43 676.19
8.00 271.77 253.64 404.57
12.00 104.64 93.71 115.40
16.00 <L.C. <L.C. <L.C.

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)
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Tabla 41. Concentraciones obtenidas en el analisis de metformina:

Medicamento A, B, y C — Promedio de concentraciones.

PROMEDIO DE CONCENTRACIONES

Muestreo| MEDICAMENTO | MEDICAMENTO | MEDICAMENTO
[horas] A (ng/mL) B (ng/mL) C (ng/mL)
0.00 0.00 0.00 0.00
0.25 44.71 11.14 7.45
0.50 346.66 316.62 226.48
0.75 611.80 591.12 515.23
1.00 805.59 769.42 707.65
1.50 883.94 897.81 902.75
2.00 963.10 1034.39 993.84
2.50 1005.47 1067.74 1036.33
3.00 1022.89 1088.17 1057.12
3.50 1023.70 1073.87 1069.77
4.00 1022.28 1019.25 1048.18
6.00 553.60 562.80 603.43
8.00 302.43 297.76 334.99
12.00 69.35 80.60 90.44
16.00 0.00 0.00 0.00

< L.C. = Menor al limite de cuantificacion (78.88 ng/mL)
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3.9 Resultados del

muestras biolégicas.

3.9.1 Verificacion de

medicion.

la adecuabilidad del

control

de calidad durante el analisis de

sistema analitico de

Tabla 42a. Datos obtenidos para solucion de verificacion de la

adecuabilidad del sistema analitico de medicion.

Concentracion

Tiempo de Retencion

Area

Ancho del pico a la mitad de

236.53 ng/mL (Bomba-Columna) (Inyector-Detector) la altura (Columna)
Fecha 1 2 3 1 2 3 1 2 3
2014-05-29 1.758 | 1.762 | 1.762 | 3312.582 | 3428.360 | 3407.543 | 0.046 0.047 0.046
2014-05-30 1.769 | 1.769 | 1.769 | 6247.040 | 6159.072 | 6261.858 | 0.048 0.048 0.048
2014-06-02 1.769 | 1.769 | 1.772 | 7794.663 | 7758.106 | 7935.548 | 0.046 0.046 0.047
2014-06-03 1.772 | 1.769 | 1.772 | 7058.518 | 7261.962 | 7117.132 | 0.048 0.048 0.048
2014-06-04 1.772 | 1.772 | 1.772 | 7455.538 | 7622.243 | 7432.247 | 0.048 0.048 0.048

Tabla 42b. Evaluacion del tiempo de retencion del dia 2014-05-29.

Nuamero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.769
2 1.769
3 1.772
% CV 0.111%
Criterio de o
Aceptacion =5%
Evaluacion Pasa

Tiempo de Retencion

2.0

1.9

1.8

1.7

1.6

1.5

2
Numero de réplicas
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Tabla 42c¢. Evaluacion del area del dia 2014-05-29.

Nurpefo - Area
réplica
1 7794.663
2 7758.106
3 7935.548
%CV 1.197%
Criterio de G
Aceptacion o
Evaluacion Pasa

OO0 = = i i im0 w0 o 0 0 o i 5 1 50
‘v '\/‘
2
B 7 T R —
7000
1 ) 2 3
Numero de réplicas

Tabla 42d. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Nuamero de | Ancho de pico ala
réplica mitad de la altura
1 0.046
2 0.046
3 0.047
%CV 0.484%
Criterio de 5
Aceptacion o
Evaluacion Pasa

Tabla 42e. Evaluacion

Numero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.772
2 1.769
3 1.772
% CV 0.111%
Criterio de 5
Aceptacion =h
Evaluacion Pasa
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Tabla 42f. Evaluacion del area del dia 2014-05-30.

Nurpell'o cad Area
réplica
1 7058.518
2 7261.962
3 7117.132
% CV 1.465%
Criterio de P
Aceptacion s
Evaluacion Pasa

8000

7500

Area

7000

6500 -

Nuamero de réplicas

Tabla 42g. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Numero de | Ancho de pico ala
réplica mitad de la altura
1 0.048
2 0.048
3 0.048
% CV 0.165%
Criterio de o
Aceptacion o
Evaluacion Pasa

Tabla 42h. Evaluacion

Nuamero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.772
2 1.772
3 1.772
% CV 0.000%
Criterio de "
Aceptacion Eh
Evaluacion Pasa

2014-05-30.
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Tabla 42i. Evaluacion del area del dia 2014-06-02.

N“'.“"f° - Area
réplica
1 7455.538
2 7622.243
3 7432.247
% CV 1.381%
Criterio de 5
Aceptacion i
Evaluacion Pasa

Area

7500

6500 +

2
Numero de réplicas

Tabla 42j. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Numero de | Ancho de pico ala
réplica mitad de la altura
1 0.048
2 0.048
3 0.048
% CV 0.347%
Criterio de o
Aceptacion <h%
Evaluacion Pasa

Anchode pico a la mitad de
la altura

2014-06-02.
QU053 =mmmmim S e e e e S e
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0.040
1 2 3

Numero de réplicas

Tabla 42k. Evaluacion del tiempo de retencion del dia 2014-06-03.

Nuamero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.772
2 1.769
3 1.772
% CV 0.111%
Criterio de o
Aceptacion SR
Evaluacion Pasa
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Tabla 42I. Evaluacion del area del dia 2014-06-03.

ocsiad I
réplica
1 7058.518
2 7261.962
3 7117.132
% CV 1.465%
Criterio de 6
Aceptacion =%
Evaluacion Pasa
Tabla 42m.

8000 —--- e e T e s s e S R S .

Area

6500

Nuamero de réplicas

Evaluacién del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Numero de | Anchode picoala
réplica mitad de la altura
1 0.048
2 0.048
3 0.048
% CV 0.165%
Criterio de o
Aceptacion G
Evaluacion Pasa

Tabla 42n. Evaluacion

Numero de Tiempo de
réplica Retencion
1 1.772
2 1.772
3 1.772
% CV 0.000%
Criterio de o
Aceptacion SH%
Evaluacion Pasa

2014-06-03.
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Tabla 42iA. Evaluacion del area del dia 2014-06-04.

Nur_nefo i Area
réplica
1 7455.538
2 7622.243
3 7432.247
% CV 1.381%
Criterio de 5
Aceptacion e
Evaluacion Pasa

Area

8000

7500 +

7000 1

6500

o——"'__———_——_—_—.----~““-~_,

2
Numero de réplicas

Tabla 420. Evaluacion del ancho de pico a la mitad de la altura del dia

Numero de | Anchode pico ala
réplica mitad de la altura
1 0.048
2 0.048
3 0.048
% CV 0.347%
Criterio de 5
Aceptacion .
Evaluacion Pasa

Anchode pico a la mitad de

la altura

2014-06-04.

0.052 -

0.049

0.046

0.043 1

0.040 +

2

Numero de réplicas

Tabla 42p. Seguimiento de la verificacion de la adecuabilidad del sistema

analitico de medicion.

Tiempo de < Ancho de pico a la

Fecha Retencion Area mitad de la altura
2014-05-29 1.761 3382.828 0.046
2014-05-30 1.769 6222.656 0.048
2014-06-02 1.770 7829.439 0.046
2014-06-03 1.771 7145.870 0.048
2014-06-04 1.772 7503.343 0.048
Promedio 1.768 6416.827 0.047
Desviacion Estandar 0.004 1799.329 0.001
Promedio + 2DE 1.777 10015.486 0.049
Promedio - 2DE 1.759 2818.169 0.046
Evaluacién Pasa Pasa Pasa

126



3.9.2 Evaluacion de la curva de calibracion.

Tabla 43a. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-05-29.

Curva de calibracion

Tabla 43b. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-05-30.

2014-05-29
Curva de calibracion del 2014-05-29
(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion)
Concentracion Reiin Concentracion Desviacion
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (%de Error) | o
[
78.88 957.12 64.1 18.8 <
157.77 1,891.50 160.0 1.4
315.53 3,604.94 335.9 -6.5
631.06 7,188.58 703.9 -11.5 1,000 . . . .
1,262.13 13,256.13 1,326.9 -5.1 50 550 1,050 1,550 2,050
2,524.25 23,500.40 2,378.8 5.8 Concentracion (ng/mL)
Parametro Valo_r Cnterlo‘t_!e Evaluacion Pendiente 9.739
obtenido | aceptacion
% Desviacién i <20% Ordenada al origen 333.286
(% error 18.8 s Iu: absoluto | Pasa Coeficiente de
absoluto) (absoluto) paraLIC determinacién (r’) o

Curva de calibracion del 2014-05-30 Curvs dscaliescibn
(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion) 2014-05-30
Concentracion| Concentracion Desviacion 24,500 - A
Area ) 21,500 -+---
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (% de Error) 18,500
78.88 946.65 75.0 49 15,500
157.77 1,844.42 167.6 6.3 g12,500
d 5 Y ) -b. 2 9,500 -+ -
315.53 3,456.12 334.0 -5.8 6,500 -
631.06 6,711.19 669.9 6.1 et
1,262.13 12,425.12 1,259.5 0.2 50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
2,524.25 21,476.84 2,193.6 131 Concentraciéon (ng/mL)
iteri Pendient 9.690
Parametro Valo_r Crlterlo'qe Evaluacion i
obtenido | aceptacion .
Ordenada al origen 219.962
% De sviacion < 15% < 20%
(% error 131 (at;solu:o) absoluto Pasa Coeficiente de 0.590
absoluto) para LIC determinacién (%)
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Tabla 43c. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-06-02.

Curvade calibracion del 2014-06-02
(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion)

Curva de calibracion
2014-06-02

Concentracion - Concentracion Desviacion
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (% de Error)
78.88 1,154.46 63.7 19.3 E
157.77 2,389.02 170.2 -7.9 <
N.A N.A N.A N.A
631.06 8,573.29 703.8 -11.5 "500 ) . : ) )
1,262.13 15,809.88 1,328.2 .5.2 50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
2,524.25 28,095.56 2,388.2 54 Concentracién (ng/mL)
A Valor Criterio de o Pendiente 11.590
Parametro . e Evaluacion
obtenido | aceptacion
Ordenada al origen 416.279
% Desviacion < 15% <20%
(% error 193 (agsolu:o) absoluto | Pasa Coeficiente de i
absoluto) para LIC determinacion (r?) :

Tabla 43d. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-06-03.

Curva de calibracion del 2014-06-03

Curva de calibracion

(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacion) 2014-06-03
27,500 -
Concentracion o Concentracion Desviacion 24,500
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (% de Error) 21,500 -
18,500 -
78.88 981.29 75.5 43 $ 15,500 -
L 12,500 -
157.77 1,967.83 169.0 -71 < 9,500
N.A N.A N.A N.A 6,500 -
3,500 -
631.06 7,418.49 685.6 -8.6 500
1,262.13 13,408.04 1,253.2 0.7 50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
2,524.25 23,946.35 2,251.9 10.8 Concentracion (ng/mL)
& Valor Criterio de e Pendiente 10.552
Parametro . " Evaluacion
obtenido | aceptacion
Ordenada al origen 184.400
% Desviacion < 15% <20%
(% error 10.8 (at;solu:o) absoluto | Pasa Coeficiente de 0.990
absoluto) paraLIC determinacién (r’) :
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Tabla 43e. Evaluacion de la curva de calibracion 2014-06-04.

Curva de calibracion del 2014-06-04

Curva de calibracion

(Modelo matematico de tipo lineal con ponderacién) 2014-06-04
27,500
Concentracion Kram Concentracion Desviacion 24,500
(ng/mL) Obtenida (ng/mL) (% de Error) i;-zgg
78.88 1,109.16 75.7 40 g 15:500
157.77 2,069.36 1636 37 < e
315.53 3,953.76 336.1 -6.5 6,500
3,500
631.06 7,686.20 677.8 -74 500
1,262.13 14,049.47 1,260.2 0.2 50 550 1,050 1,550 2,050 2,550
2,524.25 24,135.46 2,183.4 13.5 Concentracion (ng/mL)
Parametro Valo_r Cnteno_c_ie Evaluacion Pendiente 10.920
obtenido | aceptacion
Ordenada al origen 281.698
% Desviacion < 15% <20%
(% error 135 b : absoluto | Pasa Coeficiente de —
absoluto) labsolinel paralLlC determinacion (r?) .

Tabla 43f. Seguimiento de las curvas de calibracion empleadas en el

analisis de muestras.

Curvade Ordenada Coeficit?nte.tzle
Fecha Calibracion | Pendiente . Determinacion
Aplicable al Origen (rz)

2014-05-29 I 9.739 333.286 0.993
2014-05-30 I 9.690 219.962 0.990
2014-06-02 I 11.590 416.279 0.993
2014-06-03 I 10.552 184.400 0.990
2014-06-04 I 10.925 281.698 0.990
Promedio 10.499 287.125 0.991
Desviacion Estandar 0.807 92.066 0.002
Promedio + 2DE 12.114 471.256 0.995
Promedio - 2DE 8.885 102.994 0.988
Evaluacion Pasa Pasa Pasa
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3.9.3 Evaluacion de las muestras de control de calidad.

Tabla 44a. Datos obtenidos para las soluciones de control de calidad

durante el analisis de muestras.

Concentracién (ng/mL)

Fecha 236.65 473.30 1,893.19
2014-05-29 | 257.19]242.18 | 244.69 | 241.77| 525.50| 494.01 489.90( 493.52| 1,805.21 | 1,695.37 | 1,684.16 | 1,695.19
2014-05-30 | 249.71|244.02 237.31 | 252.67 | 522.68| 506.38 | 496.46 | 500.04 | 1,769.28 | 1,583.46 | 1,677.26 | 1,677.54
2014-06-02 | 261.44|228.51|221.77| N.A. |531.40|487.23|473.70( N.A |1,842.84(1,630.43|1,601.13 N.A
2014-06-03 | 251.83|251.52| 261.55| N.A. | 520.65|540.84|538.41( N.A |1,755.43(1,798.22|1,786.56( N.A
2014-06-04 | 251.89|253.37| 237.05| N.A. [502.60|513.73|502.20( N.A |1,754.16(1,763.56|1,719.50( N.A

Tabla 44b. Evaluacion de las soluciones de control de calidad en funcion

del numero de controles utilizados en relacion al nimero de muestras

analizadas.
. Porcentaje .
Nimero de| Controles Criterio de .
Fecha . de controles ‘x Evaluacion
muestras | utilizados aceptacion
usados
2014-05-29 135 12 8.9 > 5% Pasa
2014-05-30 135 12 8.9 > 5% Pasa
2014-06-02 90 10.0 > 5% Pasa
2014-06-03 90 10.0 > 5% Pasa
2014-06-04 90 10.0 > 5% Pasa
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Tabla 44c. Evaluacion de la solucion de control de calidad de

concentracion baja en funcion del % de error.

Nivel Bajo
Fecha LMP % Error LIP
2014-05-29 15% 41% -15%
2014-05-30 15% 3.9% -15%
2014-06-02 15% 0.2% -15%
2014-06-03 15% 7.7% -15%
2014-06-04 15% 4.6% -15%

Tabla 44d. Evaluacién de la solucion de control de calidad de

concentracion media en funcion del % de error.

Nivel Medio
Fecha LMP % Error LIP
2014-05-29 15% 5.8% -15%
2014-05-30 15% 7.0% “15%
2014-06-02 15% 5.1% “15%
2014-06-03 15% 12.7% -15%
2014-06-04 15% 6.9% -15%

Tabla 44e. Evaluacioén de la solucion de control de calidad de

concentracion alta en funcion del % de error.

Nivel Alto
Fecha LMP % Error LIP
2014-05-29 15% -9.1% -15%
2014-05-30 15% -11.4% -15%
2014-06-02 15% -10.7% -15%
2014-06-03 15% -6.0% -15%
2014-06-04 15% -7.8% -15%
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Figura 8.
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Figura 11. Carta control de precision a nivel bajo de concentracion.
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Figura 12. Carta control de precision a nivel medio de concentracion.
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Figura 13. Carta control de precision a nivel alto de concentracion.
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3.10 Resultados del analisis estadistico.

3.10.1 Estadistica descriptiva para las variables demograficas.

Tabla 45. Estadistica descriptiva para las variables demogréficas, por

género y total.

Variable Género n Media DE EEM VMin Mediana VMax CV%
Edad Femenino 7 21.29 1.9760 0.7469 19.00 20.00 24.00 9.28
(afos) Mascuino | 5 | 2860 | 81117 | 36277 | 1900 | 2600 | 3800 | 28.36
Total 12 | 2433 | 63437 | 18313 | 19.00 | 23.00 | 3800 | 26.07

Peso Femenino 56.36 5.2538 1.9858 48.20 57.50 62.40 9.32
(Kg) Masculino 7120 | 61400 | 27459 | 67.00 | 69.00 | 8200 | 862
Total 12 | 6254 | 03371 | 26954 | 4820 | 6095 | 8200 | 14.93

Talla Femenino 1.62 0.0465 0.0176 1:52 1.62 1.66 2.88
(m) Masculino 169 | 00730 | 00326 | 159 168 179 433
Total 12 | 165 | 00665 | 00192 | 152 1.65 179 2.04

IMC Femenino 2158 | 17716 | 06696 | 1859 | 2112 | 2378 | 8.21
(Kg/m?) Masculino 2504 | 11922 | 05332 | 2326 | 2504 | 2650 | 4.76
Total 12 | 2302 | 23221 | 06703 | 1859 | 2310 | 2650 | 10.09

DE = Desviacion Estandar, EEM = Error Estandar de la Media, VMin = Valor Minimo, VMax = Valor Maximo,
CV% = Coeficiente de Variacion en %
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3.10.2 Estadistica descriptiva para las variables de concentracion

plasmatica con respecto al tiempo.

Tabla 46. Estadisticas descriptivas para las concentraciones plasmaticas

de metformina con respecto al tiempo para el medicamento A.

t Tiempo t n Media DE EEM VMin Mediana VMax CV%
(h) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)

1 0.00 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.25 12 4471 91.60 26.44 0.00 0.00 28799 | 204.88
3 0.50 12 | 346.66 166.33 48.02 16846 | 32610 | 79653 | 47.98
4 0.75 12 | 611.80 265.78 76.72 25821 | 588.14 | 128013 | 43.44
5 1.00 12 | 80559 367.06 105.96 367.79 | 71541 | 167579 | 4556
6 1.50 12 | 88394 401.01 11576 | 44879 | 74783 | 188127 | 45.37
7 2.00 12 | 963.10 348.26 100.54 56659 | 86009 | 172661 | 36.16
8 2.50 12 | 100547 250.42 7489 68359 | 888.80 | 144349 | 25.80
9 3.00 12 | 1022.89 212.66 61.39 72757 | 98259 | 144448 | 20.79
10 3.50 12 | 1023.70 156.13 45.07 83444 | 96121 | 129888 | 1525
1 4.00 12 | 1022.28 163.34 47.15 807.94 | 101709 | 133165 | 1598
12 6.00 12 | 553.60 117.66 33.96 30032 | 57421 | 71254 | 21.25
13 8.00 12 | 30243 80.69 2329 17880 | 28975 | 42210 | 26.68
14 | 1200 12 69.35 63.51 18.33 0.00 9245 | 14931 91.59
15 | 26.00 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Total | 180 | 577.03 453.30 33.79 0.00 628.08 | 188127 | 78.56

DE = Desviacion Estandar, EEM = Error Estandar de la Media, VMin = Valor Minimo, VMax = Valor Maximo,
CV% = Coeficiente de Variacion en %
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Tabla 47. Estadisticas descriptivas para las concentraciones plasmaticas

de metformina con respecto al tiempo para el medicamento B.

t Tiempo t n Media DE EEM VMin Mediana VMax CV%
(h) (ng/mL) (ng/mL) (ngimL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)

1 0.00 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.25 12 11.14 3858 11.14 0.00 0.00 13365 | 346.41
3 0.50 12 | 31662 187.37 54.09 0.00 27366 | 71734 | 59.18
4 0.75 12 | 591.12 21752 62.79 27569 | 56753 | 956.34 | 36.80
5 1.00 12 | 769.42 29161 84.18 28061 | 74864 | 136820 | 37.90
6 1.50 12 | 897.81 303.99 87.75 43574 | 94566 | 151569 | 33.86
7 2.00 12 | 1034.39 239.93 69.26 68851 | 105411 | 140986 | 23.19
8 2.50 12 | 1067.74 176.51 50.95 73755 | 1047.80 | 133864 | 1653
9 3.00 12 | 1088.17 185.06 5342 73950 | 104652 | 148529 | 17.01
10 350 12 | 1073.87 160.88 46.44 806.00 | 1080.35 | 1397.89 | 14.98
1 4.00 12 | 1019.25 163.53 47.21 78862 | 104503 | 134599 | 16.04
12 6.00 12 | 56280 93.28 26.93 43048 | 55728 | 72396 | 16.57
13 8.00 12 | 297.76 5363 15.48 21935 | 29544 | 389.27 | 18.01
14 | 1200 12 80.60 51.62 14.90 0.00 93.81 14126 | 64.04
15 | 26.00 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Total | 180 | 587.38 45472 33.89 0.00 57563 | 151560 | 77.42

DE = Desviacion Estandar, EEM = Error Estandar de la Media, VMin = Valor Minimo, VMax = Valor Maximo,
CV% = Coeficiente de Variacion en %
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Tabla 48. Estadisticas descriptivas para las concentraciones plasmaticas

de metformina con respecto al tiempo para el medicamento C.

t Tiempo t n Media DE EEM VMin Mediana VMax CV%
(h) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL)

1 0.00 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
2 0.25 12 745 25.82 745 0.00 0.00 8943 | 34641
3 0.50 12 | 22648 14747 4257 0.00 21447 | 50596 | 65.12
4 0.75 12 | 515.23 154.92 44.72 26292 | 516.76 | 78414 | 30.07
5 1.00 12 | 707.65 169.01 48.79 52379 | 65227 | 104529 | 23.88
6 1.50 12 | 90275 225,59 65.12 64751 | 89027 | 148241 | 24.99
7 2.00 12 | 99384 205.99 59.46 79410 | 93376 | 134969 | 20.73
8 2.50 12 | 1036.33 166.08 47.94 84351 | 99064 | 144063 | 16.03
9 3.00 12 | 1057.12 149.73 4322 81246 | 105660 | 134283 | 14.16
10 3.50 12 | 1069.77 164.82 4758 78570 | 1036.56 | 129498 | 1541
1 4.00 12 | 1048.18 150.30 4339 796.88 | 1087.90 | 1206.18 | 14.34
12 6.00 12 | 60343 123.90 35.77 39115 | 59151 | 79530 | 2053
13 8.00 12 | 33499 82.81 23.91 21877 | 32182 | 46780 | 2472
14 [ 1200 12 90.44 58.98 17.03 0.00 106.87 | 16226 | 65.21
15 | 26.00 12 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

Total | 180 | 572.91 439.80 32.78 0.00 58371 | 148241 | 76.77

DE = Desviacion Estandar, EEM = Error Estandar de la Media, VMin = Valor Minimo, VMax = Valor Maximo,
CV% = Coeficiente de Variacion en %

3.10.3 Analisis de varianza.

Tabla 49. Analisis de varianza para pruebas de F secuenciales.

Parametro Fuente de Grados de libertad | Grados de libertad | Estadistica Valor de p
Variacion del numerador del denominador F
LNn(Cnax) Secuencia 2 9 0.490 6278
Ln(Cmax) Tratamiento 2 20 0.202 8185
Ln(Cnax) Periodo 2 20 0.873 4332
Ln(ABCo.t) Secuencia 2 9 0.564 .5878
Ln(ABCo.t) Tratamiento 2 20 0.963 .3987
Ln(ABCo.t) Periodo 2 20 1.528 2413
Ln(ABCo.,) | Secuencia 2 8.976 0.500 6226
Ln(ABCy.,) | Tratamiento 2 18.182 0.848 4445
Ln(ABCo.,) Periodo 2 18.211 1.583 .2324
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Tabla 50. Analisis de varianza para pruebas de F parciales.

Parametro Fuente de Grados de libertad | Grados de libertad | Estadistica Valor de p
Variacion del numerador del denominador F
LN(Crmax) Secuencia 2 9 0.49 6278
LN(Crmax) Tratamiento 2 20 0.20 8185
LNn(Crax) Periodo 2 20 0.87 4332
Ln(ABCo.t) Secuencia 2 9 0.56 5878
Ln(ABCqy) | Tratamiento 2 20 0.96 .3987
Ln(ABCo.t) Periodo 2 20 1.53 2413
Ln(ABCo.) | Secuencia 2 9.015 0.53 6081
Ln(ABCg) | Tratamiento 2 18.211 0.93 4121
Ln(ABCo.w) Periodo 2 18.211 1.58 2324

3.10.4 Estadistica descriptiva para los parametros farmacocinéticos.

Tabla 51. Estadisticas descriptivas para los parametros farmacocinéticos

de metformina por medicamento (A,B,C).

Variable Trt n Media DE EEM VMin | Mediana | VMax CV%
Trmax (0) A 12 3.000 1.000 0.2887 1.00 325 400 3333

B 12 2833 0.778 0.2247 150 3.00 4.00 2748

C 2 3042 0,885 0.2497 750 3.00 .00 2842

Cosx(ngiml) | A 12 | 1,16350 | 29518 85210 8344z 1,097.81 188127 | 2537
B 12 | 1,18457 | 21500 2073 806.00 113404 | 151588 | 18.15

C 12 | 1,167.80 | 176.76 5102 95811 119076 | 148241 | 15.14

ABCo. A 12 | 624089 | 162935 | 470353 | 389751 | 617414 | 8957.99 | 26.11
(h*ng/mL) B 12 | 643389 | 124975 | 360773 | 440197 | 632469 | 819457 | 1943
C 12 | 656712 | 1,14548 | 330871 | 471367 | 671113 | 828325 | 1744

ABCow A 11 | 683727 | 161847 | 487987 | 437169 | 659999 | 9,38260 | 2367
(h*ng/mL) B 12 | 691179 | 1,17841 320177 | 503280 | 683734 | 873357 | 17.05
C T1 | 7.17863 | 108684 | 327608 | 542750 | 7.18953 | 804431 | 15.14

Constantede | A 11 03018 0.0420 001328 0.229 0.2929 03771 1457
Eliminacion B 12 | 02938 0.0283 0.00759 0.2488 0.2938 0.3277 895
Ke (1/h) C 1 02912 0.03%8 001201 0.2252 0.2912 03706 | 1368
VidaMediade | A 1 2.3406 03352 0.10108 1.8383 2.3664 27768 | 1432
Eliminacién (h) g 12 | 237182 02125 0.06135 19934 2.3504 2.7878 8oz
C 1 24189 03129 008435 1.8703 23802 28266 | 1204

TMRow A 1 48250 0438 013223 | 43255 46775 55343 .08
(h) B 12 | 4851 02927 008429 | 4.364 10538 52876 803

C T 50380 03511 010585 | 44220 50367 58741 a7

DE = Desviaciéon Estandar, EEM = Error Estandar de la Media, VMin = Valor Minimo, VMax = Valor Maximo,
CV% = Coeficiente de Variacion en %
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Tabla 52. Parametro Tmax de metformina, para los medicamentos A y

B. Diferencia, cociente y logaritmo natural del cociente.

Sujeto Secuencia Referencia Prueba Diferencia Cociente Ln(B/A)
(A) (B) (B-A) (BIA)
1 ACB 3.50 3.00 .50 0.8571 -0.1542
2 BAC 400 350 050 08750 -0.1335
3 BAC 3.00 3.00 0.00 1.0000 0.0000
4 ACB 3.00 200 -1.00 0.6867 -0.4055
5 ACB 4.00 400 0.00 1.0000 0.0000
6 CBA 3.50 250 -1.00 0.7143 -0.3385
7 CBA 3.00 3.00 0.00 1.0000 0.0000
8 ACB 3.50 2.00 -1.50 05714 -0.5598
9 CBA 4.00 4.00 0.00 1.0000 0.0000
10 BAC 2.00 3.00 1.00 1.5000 0.4055
11 BAC 1.50 1.50 0.00 1.0000 0.0000
12 CBA 1.00 250 1.50 25000 0.9163
Promedio 3.000 2833 -0.187 1.0570 -0.0223
Deviacién Estandar 1.0000 0.7785 0.8348 05111 0.3850
Error Estandar de la Media 0.2887 0.2247 0.2410 0.1475 0.1111
Valor Minimo 1.00 750 150 05714 -055%
Mediana 325 3.00 0.00 1.0000 0.0000
Valor Maximo 4.00 400 1.50 2.5000 0.9183

Diferencia, cociente y logaritmo natural del cociente.

Sujeto Secuencia Referencia Prueba Diferencia Cociente Ln(B/A)
(A) (8) (B-A) (BIA)
1 ACB 834.44 942 51 108.07 1.1285 0.1218
2 BAC 93385 8086.00 -187.85 08110 -0.2095
3 BAC 908.38 1,116.49 208.13 1.2291 0.2083
4 ACB 144448 1,409.88 3482 0.9760 -0.0243
5 ACB 1,101.47 1,072.98 -28.51 0.9741 -0.0262
6 CBA 940.97 1,074.38 133.39 1.1418 0.1326
7 CBA 1,104.88 1,118.80 13.92 1.0128 0.0125
8 ACB 1,161.91 1,320.95 168.05 1.1448 0.1351
9 CBA 1,040.32 1,191.90 151.58 1.1457 0.1380
10 BAC 1,455.67 1,485.29 29.62 1.0203 0.0201
11 BAC 1,881.27 1,515.69 -385.58 0.8057 -0.2161
12 CBA 1,004.35 1,151.08 56.73 1.0518 0.0505
Promedio 1163497 1184575 21.078 70389 0.0282
Deviacion Estandar 205.1761 215.0275 1634611 01325 01339
Error Estandar de 12 Media 85.2100 62,0731 47.1871 0.0383 0.0386
Valor Minimo 834.44 806.00 -385.58 0.8057 -0.2161
Mediana 1,097.91 1,134.94 43.18 1.0361 0.0353
Valor Maximo 188127 151569 20813 12201 0.2083

Tabla 53. Parametro Cmax de metformina, para los medicamentos A y B.
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Diferencia, cociente y logaritmo natural del cociente.

Sujeto Secuencia Referencia Prueba Diferencia Cociente Ln(B/A)
(A) (B) (B-A) (BIA)

1 ACB 3,897.51 440197 504.46 1.12%4 0.1217

2 BAC 6,892.73 5,305.68 -1,387.05 0.7928 -0.2322

3 BAC 452585 6,298.79 1,772.94 1.3917 0.3306

4 ACB 849228 8,194.57 -297.71 0.9649 -0.0357

5 ACB 5,256.70 5,980.48 123.17 11377 0.1290

6 CBA 5,043.18 5,252.40 209.22 1.0415 0.0406

7 CBA 4.962.15 5,147.89 185.75 1.0374 0.0387

8 ACB 6,167.48 7,170.68 1,003.18 1.1627 0.1507

9 CBA 6,466.72 7,540.45 1,073.73 1.1660 0.1536

10 BAC 824487 7,830.95 -413.92 0.9498 -0.0515

11 BAC 8,957.99 7,729.89 -1,228.10 0.8629 -0.1475
12 CBA 6,180.80 6,350.59 169.79 1.0275 0.0271
Promedio 5220688 5233692 193.004 70554 0.0436
Deviacion Estandar 1629.3509 1240.7535 926.0428 0.1583 0.1500
Error Esténdar de la Media 470.3531 360.7728 267.3255 0.0457 0.0433
Valor Minimo 389751 220197 -1,387.05 07928 0232
Mediana 6,174.14 8,324.89 197.49 1.0395 0.0387
Valor Maximo 895799 810457 177294 13917 0.3308

Diferencia, cociente y logaritmo natural del cociente.

Sujeto Secuencia Referencia Prueba Diferencia Cociente Ln(B/A)
(A) (8) (B-A) (BIA)
1 ACB 437169 5,032.80 661.11 1.1512 0.1408
2 BAC 7,196.43 584545 -1,550.98 0.7845 -0.2427
3 BAC 5236.94 6,601.22 1,364.29 1.2605 0.2315
< ACB 9,084.28 8,733.57 -350.71 09614 -0.03%4
5 ACB 6,261.35 6,261.35
6 CBA 5,757.20 5953.15 195.95 1.0340 0.0335
7 CBA 5,566.83 6,120.98 554.15 1.0885 0.0049
8 ACB 6,473.98 7,665.84 1,191.68 1.1841 0.1690
9 CBA 6,999.17 8,029.54 1,030.37 1.1472 0.1373
10 BAC 8,540.80 8,141.98 -398.85 0.9533 -0.0478
11 BAC 9,382.69 8,082.41 -1,300.28 0.8614 -0.1492
12 CBA 6,599.99 6,673.48 7348 1.0111 0.0111
Promedio 6,837.270 6,911.795 844 297 1.0408 0.0308
Deviacién Estandar 1618.4700 1178.4074 1993.9089 0.1444 0.1434
Error Estindar de Ia Media 2879871 3401769 5755019 00435 0.0432
Valor Minimo 437169 5,032.80 -1,550.98 0.7845 202427
Mediana 6,599.99 6,637.34 375.05 1.0340 0.0335
Valor Maximo 9,382.69 8,733.57 6,261.35 1.2605 0.2315

Tabla 54. Parametro ABCy.: de metformina, para los medicamentos A y B.

Tabla 55. Parametro ABCy., de metformina para los medicamentos A y B.
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Diferencia, cociente y logaritmo natural del cociente.

Sujeto Secuencia Referencia Prueba Diferencia Cociente Ln(C/A)
(A) (©) (C-A) (CIA)
1 ACB 3.50 350 0.00 1.0000 0.0000
2 BAC 4.00 400 0.00 1.0000 0.0000
3 BAC 3.00 400 1.00 1.3333 0.2877
4 ACB 3.00 250 .50 0.8333 -0.1823
5 ACB 4.00 1.50 -2.50 0.3750 -0.9808
6 CBA 3.50 3.00 .50 0.8571 -0.1542
7 CBA 3.00 3.00 0.00 1.0000 0.0000
8 ACB 3.50 3.00 .50 0.8571 -0.1542
9 CBA 4.00 400 0.00 1.0000 0.0000
10 BAC 2.00 350 1.50 1.7500 0.5596
11 BAC 1.50 1.50 0.00 1.0000 0.0000
12 CBA 1.00 3.00 2.00 3.0000 1.0988
Promedio 3.000 3022 0.042 1.1672 0.0395
Deviacion Estandar 1.0000 0.8849 1.1373 0.6604 0.4887
Error Estandar de la Media 0.2887 0.2497 0.3283 0.1908 0.1411
Valor Minimo 1.00 1.50 -2.50 03750 -0.9808
Mediana 325 3.00 0.00 1.0000 0.0000
Valor Maximo 4.00 400 200 3.0000 1.0986

Diferencia, cociente y logaritmo natural del cociente.

Sujeto Secuencia Referencia Prueba Diferencia Cociente Ln(C/A)
(A) (©) (C-A) (CIA)

1 ACB 83444 1,214.14 379.70 1.4550 0.3750

2 BAC 993.85 1,193.48 199.61 1.2008 0.1830

3 BAC 908.38 979.58 "2 1.0784 0.0755

4 ACB 144448 1,440.63 -3.85 0.9973 -0.0027

5 ACB 1,101.47 958.11 14335 0.8699 -0.1304

6 CBA 940.97 968.30 27.32 1.0200 0.0286

7 CBA 1,104.88 1,058.45 -48.43 0.9580 -0.0429

8 ACB 1,161.91 1,188.08 26.15 1.0225 0.0223

9 CBA 1,040.32 1,025.69 -1483 0.9859 -0.0142

10 BAC 1,455.67 1,278.79 -176.88 0.8785 -0.1298

11 BAC 1,881.27 1,482.41 -398.86 0.7880 -0.2383

12 CBA 1,094.35 1,225.95 131.60 1.1203 0.1136
Promedio 1163497 1.167.797 2.301 10320 00192
Deviacion Estandar 2851761 176.7587 1956155 0.1747 0.1609
Error Estandar de la Media 85.2100 51.0259 56.4693 0.0504 0.0484
Valor Minimo 83444 958.11 -398.86 0.7880 -0.2383
Mediana 1,097.91 1,190.76 11.15 1.0099 0.0098
Valor Maximo 188127 148241 379.70 14550 03750

Tabla 56. Parametro Tmax de metformina, para los medicamentos A y C.

Tabla 57. Parametro Cmax de metformina, para los medicamentos A y C.
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Tabla 58. Parametro ABCy.: de metformina, para los medicamentos A y C.

Diferencia, cociente y logaritmo natural del cociente.

Sujeto Secuencia Referencia Prueba Diferencia Cociente Ln(C/A)
(A) (© (C-A) (CIA)
1 ACB 3,897.51 854874 285124 1.6802 0.5189
2 BAC 6,892.73 7,278.05 585.32 1.0875 0.0838
3 BAC 452585 5,174.95 849.10 11434 0.1340
4 ACB 849228 8,283.25 -209.03 0.9754 -0.0249
5 ACB 5,256.70 6,296.35 1,039.85 1.1978 0.1805
6 CBA 5,043.18 471367 -329.51 0.9347 -0.0676
7 CBA 4962.15 481843 14372 09710 -0.02%4
8 ACB 6,167.48 6,745.56 578.08 1.0837 0.0896
9 CBA 6,466.72 6,676.71 209.99 1.0325 0.0320
10 BAC 824287 7,029.01 -1,215.86 0.8525 -0.1595
11 BAC 8,957.99 7,651.87 -1,306.12 0.8542 -0.1578
12 CBA 6,180.80 7,588.82 1,408.03 1.2278 0.2052
Promedio 5240688 857117 326430 10878 00671
Deviacion Estandar 1629.3509 11452778 1100.1313 02233 0.1880
Error Esténdar de la Media 470.3531 3306709 317.5806 00845 0.0537
Valor Minimo 3,897.51 471367 -1,306.12 0.8525 -0.1585
Mediana 6,174.14 6,711.13 3%4.03 1.0600 0.0579
Valor Maximo 895799 828325 265124 16802 05189

Tabla 59. Parametro ABCy., de metformina para los medicamentos A y B.

Diferencia, cociente y logaritmo natural del cociente.

Sujeto Secuencia Referencia Prueba Diferencia Cociente Ln(C/A)
(A) (© (C-A) (CIA)

1 ACB 437169 6,857.84 248595 1.5688 0.4502

2 BAC 7,196.43 7,821.81 625.37 1.0869 0.0833

3 BAC 5,236.94 -5236.94 0.0000

4 ACB 9,084.28 8,924.91 -139.36 0.9847 -0.0155

5 ACB 6,514.49 8,514.49

6 CBA 5,757.20 5,427.50 -329.70 0.9427 -0.0590

7 CBA 5,566.83 5,466.70 -100.13 0.9820 -0.0182

8 ACB 6,473.98 7,082.64 608.68 1.0840 0.0899

9 CBA 6,999.17 7,189.53 190.38 1.0272 0.0288

10 BAC 8,540.80 7,513.18 -1,027.84 0.8797 -0.1282

11 BAC 9,382.69 8,161.46 -1221.22 0.8698 -0.13%4

12 CBA 6,599.99 7,985.10 1,385.11 1.2099 0.1905
Promedio 6,837.270 7,178.832 312915 0.9678 0.0481
Deviacion Estandar 1618.4700 1086.8438 2701.3833 0.3753 0.1737
Error Estandar de la Media 487.9871 327.8957 779.8164 0.1132 0.0549
Valor Minimo 437169 542750 523694 0.0000 -0.13%
Mediana 6,599.99 7,189.53 45.12 0.9847 0.0057
Valor Maximo 9,382.69 892491 851449 1.5686 0.4502
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3.10.5 Pruebas estadisticas para establecer bioequivalencia.

Tabla 60. Intervalos de confianza y pruebas limite para los parametros
farmacocinéticos de metformina transformados logaritmicamente:

medicamento A contra medicamento B.

Promedio Geométrico Razén de IC 90 % Clasico IC 90% de Westlake T doble unilateral de Valor de p
por minimos cuadrados | Promedios Schuirmann
Parametro Referencia Prueba [BIA] (%) LI LS LI LS P <80 P>125 AH Potencia
farmacocinético
(A) (B)
LNn(Crmsx) 1,133.83 1,166.30 102.86 95.12 111.24 90.59 109.41 .000010 .000176 .00017 99772
G 6,049.27 6,318.84 104.46 95.98 113.68 88.48 111.52 .000013 .000777 .00076 99476
(ABCo.t)
6,589.24 6,818.70 103.48 95.50 112.13 89.84 110.16 .000014 .000345 .00033 .99685
Ln(ABCo.w)
Criterio >80 <125 >80 <125 <.05 <.05 <.05 > .80

A= Tratamiento A, B = Tratamiento B, IC = Intervalo de Confianza, LI = Limite Inferior, LS = Limite Superior, AH = Anderson Hauck

Tabla 61. Intervalos de confianza y pruebas limite para los parametros
farmacocinéticos de metformina transformados logaritmicamente:

medicamento A contra medicamento C.

Promedio Geométrico Razén de IC 90 % Clasico IC 90% de Westlake T doble unilateral de Valor de p
por minimos cuadrados | Promedios Schuirmann
Parametro Referencia Prueba [CIA] (%) LI LS LI LS P<80 P>125 AH Potencia
farmacocinético
(A) ©)
Ln(Cmsx) 1,133.83 1,155.86 101.94 94.27 110.24 91.34 108.66 .000016 .000111 .00010 99772
L 6,049.27 6,469.00 106.94 98.26 116.38 85.87 114.13 .000004 .002345 .00234 .99476
n(ABCo.t)
L 6,589.24 7,035.97 106.78 98.24 116.06 86.16 113.84 .000005 .002080 .00207 .99533
Nn(ABC.co)
Criterio >80 <125 >80 <125 <.05 <.05 <.05 > .80

A = Tratamiento A, C = Tratamiento C, IC = Intervalo de Confianza, LI = Limite Inferior, LS = Limite Superior, AH = Anderson Hauck
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Tabla 62. Intervalos de confianza y pruebas limite para los parametros

farmacocinéticos de metformina transformados logaritmicamente:

medicamento B contra medicamento C.

Promedio Geométrico Razén de IC 90 % Clasico IC 90% de Westlake T doble unilateral de Valor de p
por mini drad Promedi Schuirmann
Parametro Referencia Prueba [C/B] (%) LI LS LI LS P<80 P> 125 AH Potencia
farmacocinétic
p ®) ©
Ln(Crmax) 1,166.30 1,155.86 99.104 91.65 107.17 92.13 107.87 .000065 .000026 .000039 99772
Ln(ABCo.) 6,318.84 6,469.00 102.376 94.07 111.41 90.41 109.59 .000032 .000298 .000266 .99476
Ln(ABCo.) 6,818.70 7,035.97 103.186 95.23 111.81 90.12 109.88 .000016 .000300 .000285 .99685
Criterio >80 <125 >80 <125 <.05 <.05 <.05 >.80

A = Tratamiento A, B = Tratamiento B, IC = Intervalo de Confianza, LI = Limite Inferior, LS = Limite Superior, AH = Anderson Hauck

Tabla 63. Intervalos de confianza y pruebas limite para los parametros

farmacocinéticos de metformina transformados logaritmicamente:

medicamento C contra medicamento B.

Promedio Geométrico Razén de IC 90 % Clasico 1C 90% de Westlake T doble unilateral de Valor de p
por minimos cuadrados | Promedios Schuirmann
Parémetro Referencia | Prueba [BIC] (%) LI LS LI LS P<80 P>125 AH Potencia
farmacocinético
(©) (B)
LN(Crmax) 1,155.86 1,166.30 100.90 93.31 109.12 91.94 108.06 .000026 .000065 .000039 99772
Ln(ABC 6,469.00 6,318.84 97.68 89.76 106.30 90.98 109.02 .000298 .000032 .000266 .99476
0-t)
L 7,035.97 6,818.70 96.91 89.44 105.01 90.86 109.14 .000300 .000016 .000285 .99685
N(ABCo-c0)
Criterio >80 <125 >80 <125 <.05 <.05 <.05 >.80

A = Tratamiento A, C = Tratamiento C, IC = Intervalo de Confianza, LI = Limite Inferior, LS = Limite Superior, AH = Anderson Hauck
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Figura 16. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 01.

Sujeto=S01

o A e B -+-C
200
190 A - Medicamento de referencia
160 B - Medicamento de prueba
10 C - Medicamento de prueba
1200 .’A‘
1000 ; _‘\‘\ .
0
w{ ‘.’ \\\"\.
o ¥ A
20 X ‘:: .........

0 W miimga,,

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Tiempo (h)

Logaritmo de la Concentracion
Plasmatica (ng/mL)

Sujeto=S01
A =B s
A - Medicamento de referencia

B - Medicamento de prueba
C - Medicamento de prueba

O 1 2 3 4 5 & 7T 8 9 10 1M 12 13 W18
Tiempo (h)

Figura 17. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 02.
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Figura 18. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 03.
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Figura 19. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 04.
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Figura 20. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 05.
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Figura 21. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 06.
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Figura 22. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 07.
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Figura 23. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 08.
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Figura 24. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 09.
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Figura 25. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 10.
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Figura 26. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 11.
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Figura 27. Grafica de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo. Medicamento A, B, C — Sujeto 12.
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Figura 28. Graficos de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo para el medicamento A.
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Figura 29. Graficos de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo para el tratamiento B.
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Figura 30. Graficos de concentracion plasmatica en escala normal y

logaritmica con respecto al tiempo para el tratamiento C.
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CAPITULO IV.

4. DISCUSION.

4.1 Validacion.

En este trabajo se desarroll6 un procedimiento analitico para la
cuantificacion de metformina en plasma humano que cumple con los

criterios establecidos por la NOM-177-SSA1-2013.

El procedimiento analitico consistié basicamente en un tratamiento de
muestra por precipitaciéon de proteinas con el empleo de acetonitrilo, y
separacion cromatografica con una columna de interacciones hidrofilicas
(HILIC) con posterior deteccion mediante espectrometria de masas en

tandem (LC-MS-MS o HILIC-MS-MS).

En diversos estudios se ha determinado la metformina mediante
cromatrografia de liquidos y deteccidn con ultravioleta, [38,39] sin
embargo, este procedimiento requiere un intervalo de trabajo a
concentraciones mas altas (ug/mL). La sensibilidad que ofrece la
espectrometria de masas como método de deteccidn permite trabajar con

concentraciones mas bajas (ng/mL).
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El intervalo de concentraciones de las soluciones empleadas en el
presente estudio va desde 78.88 a 2,524.25 ng/mL, y se disefi6 tomando
en cuenta las concentraciones plasmaticas maximas reportadas en la
literatura para sujetos de investigacion caucasicos [17], que se
encuentran alrededor de 1,600 + 200 ng/mL. [17] Segun lo establecido
por la NOM-177-SSA1-2013, el limite inferior de cuantificacion debe ser
del 5% de la concentracién plasmatica maxima que se reporte en la
literatura para el analito en cuestion. De acuerdo a este criterio, se
establecio 78.88 ng/mL como limite inferior de cuantificacion, ya que el

5% de la Cmax reportada es 80%.

Varios autores han recurrido a la derivatizacion para alcanzar niveles de
concentracion en el orden de ng/mL. [40]. Una de las ventajas de este
procedimiento analitico es su alta sensibilidad que se alcanza con solo

inyectar 1 uL de muestra.

El intervalo de concentraciones que se manejo se encuentra dentro de lo
reportado por Jung et al. (5 — 3,000 ng/mL), Hoelscher et al. (5 — 1,500

ng/mL), y Chen et al. (4- 5,000 ng/mL).

La precipitacién de proteinas con acetonitrilo fue la técnica de tratamiento
de muestra elegida para la determinacion de metformina en este trabajo.
Este tratamiento consume una pequefia cantidad de muestra, sélo 200 pL

de plasma humano, y emplea técnicas de extraccion mas rapidas y
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econdmicas que la extraccibn en fase solida empleadas en otros

trabajos.[41-43]

Para el manejo del intervalo de trabajo en la curva de calibracion (relacion
de concentraciones con su respuesta analitica), se empledé el modelo
matematico lineal con ponderacion. El modelo de tipo lineal asegura una
relacion continua y reproducible en el intervalo de trabajo. En el modelo
de regresion lineal simple clasico se asume la misma varianza en todas
las concentraciones, es decir, los datos son homocedasticos, sin
embargo, para los datos de la curva de calibracion la varianza
generalmente aumenta con la concentracion, los errores asociados con
altas concentraciones son mas altos y estos pueden afectar
indebidamente la pendiente de la linea de calibracion. En la regresion
lineal no ponderada se trata a todos los puntos de la misma forma, lo que
en efecto significa que los puntos de concentracion mas bajos tienen
menos probabilidades de no encontrarse en la linea de calibracién. Esto
puede ser un problema importante si la curva de calibracion se extiende
sobre varios 6rdenes de magnitud. La respuesta es ponderar los datos y
minimizar la suma de cuadrados ponderados. [44-46] En este estudio, se

trabajé con un intervalo de trabajo dos 6rdenes de magnitud.

El tamano de los errores aleatorios en la respuesta es dada por la
varianza y es habitual para ponderar los datos por 1/s?, o algun valor que

es directamente proporcional al reciproco de la varianza.
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En otras palabras, los puntos con los errores mas bajos asumen mas
importancia que aquellos con los errores mas grandes. Si la desviacion
estandar relativa es constante a lo largo del intervalo de concentracion
utilizado para la curva de calibracion a continuacion, el tamafio de s es
proporcional al tamafo del area y, para una relacion lineal proporcional a
la concentracion de la muestra. En estas condiciones, se podria ponderar
los datos por 1/(respuesta)’> o por 1/(concentracién)®>. El programa
utilizado para la cuantificacion de los datos permite la opcién de

ponderacion.

La ponderacion de datos, en la curva de calibracion, no es un método
para manipular el resultado para que parezca mas aceptable, es el

tratamiento estadistico correcto para los datos heterocedasticos [41].

Dado el intervalo de trabajo y las 6rdenes de magnitud empleadas en la
curva de calibracion para la cuantificacion de metformina, fue necesario
utilizar la ponderacion lo cual es aceptado y ha sido ampliamente utilizado

en el desarrollo de métodos bioanaliticos. [47-50]

Con respecto a la selectividad, esta reportado que la cromatografia de
LC-MS-MS es una técnica instrumental de alta especificidad, sensibilidad
con capacidad de multianalisis que la convierte en una alternativa ideal al
inmuno-ensayo y a cromatografia de liquidos de alta resolucion

convencional (CLAR). [51]

154



En este método no se observaron interferencia con farmacos que
pudieran haber sido administrados de manera concomitante, asi como
con plasma humano lipémico o hemolizado; el criterio de aceptacién para
este parametro fue una respuesta menor al 20% con respecto al limite de
cuantificacion para las respuestas cercanas al tiempo de retencion. El uso
de la técnica analitica instrumental utilizada permiti6 una rapida
separacidon sin interferencias y disminuyo el tiempo de analisis, este
estudio presenta una ventaja contra métodos reportados recientemente

en los cuales el tiempo de analisis es mayor a 10 minutos. [52-54]

Uno de los inconvenientes de utilizar LC-MS-MS como técnica de analisis,
es el efecto de matriz evidenciado por la supresién inesperada o aumento
de la respuesta del analito de interés debido a coeluyentes constituyentes

de la matriz al momento de ingresar en la fuente de ionizacion. [55]

Dado lo anterior la NOM-177-SSA1-2013 incluyo el efecto de matriz como
un parametro mas de validacién. Los resultados de este estudio no
mostraron un efecto de matriz para los constituyentes del pool de plasma
humano, ni para plasma humano hemolizado o lipémico. El tiempo de
analisis por muestra incluyendo el lavado es menor a 5 minutos, lo que

permite en teoria analizar mas entre 100 y 250 muestras por dia.
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4.2 Analisis de muestras biolégicas.

Durante el analisis de las muestras de sujetos, cada corrida analitica
consistio en al menos una muestra blanco, curva de calibracion (6 niveles
de concentracidon) y al menos 3 niveles de concentracion de muestras
control (MCB, MCM y MCA) por duplicado por sujeto. EI numero de
muestras control fue superior al 5% de muestras control del numero de

muestras del estudio establecidas en la NOM-177-SSA1-2013.

La NOM-177-SSA1-2013v establece que al menos dos muestras control
se deben encontrar dentro del intervalo de concentraciones de las
muestras del estudio. Las muestras control empleadas a nivel bajo, y a
nivel medio, estuvieron siempre presentes dentro de las concentraciones
de las muestras del estudio. Si bien es cierto que la muestra control alto, y
muestra control de dilucion no estuvieron presentes dentro de las
concentraciones del estudio, estas pudieran aplicarse a estudios de

bioequivalencia con dosis mayores de metformina.

Farmacocinética. Los parametros farmacocinéticos obtenidos,
concentracion plasmatica maxima (Cmax 1,171.96 £ 227.68 ng/mL) y area
bajo la curva desde el tiempo cero hasta el ultimo tiempo de muestreo
(ABCot 6,413 £ 1,325.17 h/mL), concuerdan con lo reportado para
metformina en la literatura para poblacion caucasica (Cmax 1,600 + 380

ng/mL, ABCO-t 7,718 £ 2,639.8 h/mL). [17,28]
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La vida media de 2.38 horas resultd6 menor a lo reportado en otros
estudios realizados en poblaciones asiaticas (5.53 horas), mientras que
fue muy semejante a lo obtenido para poblaciones caucasicas (1.74
horas). [17,27] Este es un hecho comun en estudios de BE, por lo que las
pruebas deben realizarse en la poblacion en la que se va a comercializar

el producto.

El tiempo maximo fue de 2.9 £ 0.9 h, y en la mayoria de los sujetos se
detectaron concentraciones en sangre por encima del limite de
cuantificacion a partir de las 0.5 horas. Ningun sujeto mostrd
concentracion mayor al limite de cuantificacion en Ila toma
correspondiente a las 16 horas, al contrario de lo reportado por Lingyun C.

et al. (20 h, 200 ng/mL).

La metformina no es metabolizada, y es excretada en la orina de manera
inalterada. Diversos transportadores organicos participan en los procesos
de absorcién y excrecion de la metformina, en estos procesos al menos
dos tipos de transportadores de cationes organicos OCT1 y OCT2 han
sido identificados. [56] Polimorfismos en los genes de estos
transportadores se han asociado con variabilidad en el area bajo la curva
y el Cmax. [57] La variabilidad en los parametros farmacocinéticos de
metformina en este estudio puede deberse a la presencia de estos

transportadores.
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Analisis estadistico. Previo a la determinacién de bioequivalencia es
necesaria la conduccion de un Analisis de Varianza (ANADEVA) con el fin
de evaluar todos los factores que pudieran afectar la conclusién del
estudio, siendo estos secuencia, farmaco, periodo y error experimental.
Un trabajo previo reportado por la Universidad de Antioquia report6 efecto
de periodo al estudiar la bioequivalencia para dos formulaciones de
metformina. [54] En el periodo dos del estudio, se observa que para las
tres secuencias de los tratamientos se obtuvo una Cmax y un area bajo la
curva mayor, sin embargo, los resultados del analisis estadistico
ANADEVA no mostraron efecto debido a los factores de secuencia,
periodo y tratamiento en el disefio experimental; con lo que se puede
establecer que el tiempo de lavado en el estudio fue lo suficientemente
largo para asegurar la correcta eliminacion del farmaco previa a la

administracién del medicamento en el periodo subsecuente.

En cuanto a los resultados obtenidos en las pruebas para establecer
bioequivalencia, los cocientes de las relaciones de Cmax y ABC, tanto de
los medicamentos de prueba contra el medicamento de referencia, asi
como en la comparacion de los medicamentos de prueba entre ellos,
estuvieron dentro de lo permitido por la norma 177: 80-125%, con un

intervalo de confianza del 90% y una potencia superior al 80%.
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Como se menciond en la introduccion, se han realizado diversos estudios
alrededor del mundo en los que se han evaluado medicamentos
genéricos postmarketing, entre ellos genéricos de fenitoina, amoxicilina,
teofilina, y omeprazol. El resultado de dichos estudios mostro
bioinequivalencia entre los medicamentos genéricos comparados contra
el medicamento de referencia, sin llegar a comparar los medicamentos
genéricos entre ellos. En este estudio de comparacion de formulaciones
genéricas de metformina, primeramente se comparé cada formulacion
genérica contra el medicamento de referencia establecido por la
Secretaria de Salud, para corroborar la bioequivalencia, requisito
establecido por la Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios para su comercializacion. Posteriormente, como propdsito
principal del estudio, se compararon las formulaciones genéricas de
metformina entre si, y se obtuvo que los cocientes de sus parametros
farmacocinéticos se encontraban dentro de los intervalos establecidos por

las pruebas de Westlake y Schuirmann para establecer bioequivalencia.

La potencia estadistica de 0.99 es contundente para demostrar que el
tamafio de muestra es adecuado para establecer un juicio de

bioequivalencia a partir de los resultados obtenidos.
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Eventos adversos. Las reacciones adversas a metformina son del tipo
gastrointestinales, predominan diarrea, cdélicos abdominales 'y
distensiones. [17] En nuestro estudio, durante los tres periodos de
tratamientos no se presentaron eventos adversos, evidenciados por

signos y sintomas, o por cambios en los parametros de laboratorio.
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CAPITULO V.

5. CONCLUSION.

El método analitico cumplié con los parametros establecidos en la NOM-
177-SSA1-2013, y por lo tanto es confiable para el analisis de metformina
en plasma humano. El intervalo de trabajo del procedimiento analitico
desarrollado en este trabajo, permite su aplicacion a estudios de
biodisponibilidad y bioequivalencia para todas las formulaciones de
metformina de liberacion inmediata utilizadas en la clinica (500, 850 vy

1,000 mg).

De acuerdo a los criterios de la NOM-177-SSA1-2013 para establecer
bioequivalencia, las formulaciones estudiadas (PreDial y Dimefor)
mostraron ser bioequivalentes, lo que indica que los dos medicamentos
genéricos evaluados son intercambiables entre si, por lo pueden ser

utilizados de manera indistinta en la terapéutica médica.
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CAPITULO VL.

6. PERSPECTIVAS.

Como perspectiva se plantea el analisis de medicamentos genéricos de
indice terapéutico estrecho, asi como realizar comparaciones de
medicamentos genéricos que se encuentran en el mercado utilizados en

el tratamiento de padecimientos cronicos, como la hipertension arterial.
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GLOSARIO.

De acuerdo a los términos establecidos por la NOM-177-SSA1-2013.

Biodisponibilidad. Proporcion de farmaco que se absorbe a la
circulacion general después de la administracion de un medicamento y el

tiempo que requiere para hacerlo.

Bioequivalencia. Relacion entre dos equivalentes farmacéuticos o
alternativas farmacéuticas cuando al ser administrados bajo condiciones

similares producen biodisponibilidades semejantes.

Consentimiento informado. Acuerdo por escrito, mediante el cual el
sujeto de investigacion o, en su caso, su representante legal autoriza
su participacion en la investigaciéon, con pleno conocimiento de la
naturaleza de los procedimientos y riesgos a los que se sometera,

con la capacidad de libre eleccion y sin coaccion alguna.

Control de calidad. Sistema de actividades operacionales rutinarias

puestas en el lugar donde se desarrollan los procesos para identificar y

corregir las desviaciones de los requisitos establecidos.
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Corrida analitica. Conjunto de muestras analizadas en forma

continua, bajo las mismas condiciones experimentales.

Curva de calibracion. Conjunto de concentraciones que describen el

intervalo en el cual se cuantifica el compuesto por analizar.

Denominacion Comun Internacional. Nombre que identifica una
sustancia farmacéutica o principio activo farmacéutico mediante un
nombre unico que es reconocido a nivel mundial y es de dominio

publico.

Efecto de acarreo. Efecto generado por la aparicion o aumento de la

sefal del analito causado por la contaminacion de muestras anteriores.

Equivalente farmacéutico. Especialidad farmacéutica con el mismo
farmaco y forma farmacéutica, con igual concentracion o potencia, que
utiliza la misma via de administracion y que cumple con especificaciones
farmacopeicas u otros estandares internacionales. Los aditivos pueden

ser diferentes que los del medicamento de referencia.

Estabilidad a largo plazo. Propiedad del compuesto por analizar en

una matriz biologica, de conservar sus caracteristicas, desde el
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momento del muestreo hasta el analisis de todas las muestras asi

como reanalisis (en caso de realizarse este ultimo).

Exactitud. Concordancia entre el valor obtenido experimentalmente y el

valor de referencia.

Intervalo de trabajo. Intervalo de un método analitico definido por
las concentraciones comprendidas entre los niveles superior e inferior del
compuesto, en el cual se ha demostrado que el método es preciso, exacto

y lineal.

Linealidad. Capacidad de un método analitico, en un intervalo de
trabajo, para obtener una respuesta proporcional a la concentracion del

compuesto en la muestra.

Limite inferior de cuantificacion. Concentracion mas baja del analito
que puede medirse cumpliendo con la precisibn y exactitud,
determinada en funcidn de las necesidades de cuantificacion del

estudio.

Limite superior de cuantificacion. Concentracion mas alta del
analito que puede medirse con la precisién y exactitud, determinada

en funcidon de las necesidades de cuantificacion del estudio.

174



Lote. Cantidad de un farmaco o un medicamento, que se produce
en un ciclo de fabricacion y cuya caracteristica esencial es su

homogeneidad.

Material de referencia. Material o sustancia, en la cual uno o mas valores
de sus propiedades son suficientemente homogéneos y bien definidos,
para ser utilizados para calibracion de aparatos, la evaluacion de un

método de medicion o para asignar valores a materiales.

Matriz biolégica. Material de origen biolégico en el cual se

encuentra el analito o farmaco de interés.

Medicamento de prueba. Medicamento proveniente de un lote de
produccion o de un tamafo no menor al 10% del mismo cuando éste sea
mayor a 100, 000 unidades, manteniendo el equipo y el proceso de
manufactura, que se fabrique conforme a la Norma Oficial Mexicana
NOM-059-SSA1-2013 y que cumpla con los estandares de calidad
oficiales establecidos en la Farmacopea de los Estados Unidos

Mexicanos.

Medicamento de referencia. Medicamento indicado por la Secretaria

como tal, que cuenta con el registro de dicha dependencia, que se
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encuentra disponible comercialmente y es seleccionado conforme a los

criterios establecidos en las Normas.

Muestras control. Muestras de matriz adicionada con el analito en
concentracion especifica usada para validar y monitorear el desempefio

de un método analitico.

Muestra control baja. Muestra de la matriz adicionada de analito en
concentracion equivalente hasta 3 veces el Ilimite inferior de

cuantificacion.

Muestra control media. Muestra de la matriz adicionada de analito en
concentracion intermedia entre muestra control baja y la muestra control

alta.

Muestra control alta. Muestra de la matriz adicionada de analito en
concentracion entre el 75-85% de la concentracion del limite superior de

cuantificacion.

Muestra control diluida. Muestra de la matriz adicionada de analito en
concentracion mayor al limite superior de cuantificacion de la curva de
calibracion, que se diluye con matriz exenta del analito a una

concentracion dentro del intervalo de la curva de calibracion.
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Precisiéon. Grado de concordancia entre resultados analiticos individuales
cuando el procedimiento se aplica repetidamente a diferentes
porciones de una muestra homogénea; se evalua como repetibilidad

y reproducibilidad.

Productos bioequivalentes. Equivalentes farmacéuticos en los cuales
no se observa diferencia significativa en la velocidad y cantidad
absorbida del farmaco, cuando son administrados ya sea en dosis

unica o dosis multiple bajo condiciones experimentales similares.

Reaccion adversa. Cualquier efecto perjudicial y no deseado que se
presenta a las dosis empleadas en el hombre para la profilaxis, el

diagnostico, la terapéutica o la modificacion de la funcion fisioldgica.

Repetibilidad. Precision bajo las mismas condiciones de operacion

en un intervalo corto de tiempo.

Reproducibilidad intralaboratorio. Precision bajo las variaciones que

comunmente pueden ocurrir dentro del laboratorio: diferentes dias,

diferentes analistas, diferentes equipos.
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Selectividad. Capacidad de un método analitico para diferenciar vy
cuantificar el compuesto a analizar, en presencia de otros compuestos

en la muestra.

Sujeto de investigaciéon. Sujeto sano o paciente de investigacion que
haya expresado libremente y por escrito su consentimiento informado

para participar en el estudio.

Verificaciéon del Sistema. Verificacion de que el sistema analitico opera

con base en criterios preestablecidos, que permitan asegurar su

desempeiio 6ptimo.
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