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RESUMEN

El presente trabajo evalué la biodisponibilidad y la bioequivalencia entre dos
productos inyectables de diclofenaco sédico (DOLO-FENIL®75 y Producto R®),
después de la administracion de dosis Ginicas por via intramuscular profunda a ocho
sujetos clinica y biolégicamente sanos. La administracién de ambos productos
sigui6 el orden de cuadrante latino a doble ciego cruzado, en el cual cada sujeto fue

su propio testigo o blanco.

La evaluacién de la farmacocinética del diclofenaco sodico se realizé
mediante cuantificacién en muestras de plasma, las cuales fueron extraidas a lo
largo de 10 horas después de la administracién de cada medicamento. El método

analitico utilizado fue cromatografia liquida de alta resolucién.

Los pardametros de biodisponibilidad establecidos fueron tiempo maximo
(Tmax), Concentracién plasmatica méxima (Cmax), Area bajo la curva (AUC). La
medida secundaria utilizada para evaluar la posible bioequivalencia fue la relacién

Concentracion méxima / Area bajo la curva (Cmax/AUC).

Se observé variabilidad en los resultados de los pardmetros de
biodisponibilidad evaluados, el origen de éstas fue principalmente atribuido a la
variacion dentro de cada grupo de datos (datos de cada medicamento) y no a la
variacién existente entre los dos grupos comparados (un medicamento contra el
otro), dichas variaciones individuales son caracteristica de una administracién

intramuscular ya que dependerén de la fisiologia del sujeto.

Las relaciones de Concentracién plasmatica méaxima / Area bajo la curva

para DOLO-FENIL®75 tuvieron un promedio de 0.5377/hora + 0.1498/hora y para



Producto R® de 0.5713/hora *+ 0.1649/hora, valores que, al compararse
estadisticamente mediante el analisis de varianza, establecieron que la hipGtesis

nula (condicién de bioequivalentes o que no existe diferencia significativa entre

ambos) no se puede rechazar.

vi
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I. INTRODUCCION

El diclofenaco pertenece al grupo de los orto-amino-fenilcetoacidos (FENACE)
catalogados por su accién farmacolégica y grupo estructural como antiinflamatorios no
esteroideos (AINE). Es un inhibidor de la ciclooxigenasa que posee actividad analgésica y
antiinflamatoria, su potencia es mayor que la indometacina, el naproxeno y otros

medicamentos.

El desarrollo de nuevas marcas en el mercado, que utilizan la misma sal y la misma
forma farmacéutica, genera la necesidad de hacer estudios de biodisponibilidad que
demuestren la bioequivalencia de éstas con la forma farmacéutica de marco o de

referencia.

Mediante el presente trabajo se cuantificara la biodisponibilidad de dos preparados
inyectables de diclofenaco sédico comercializados, en Guatemala (DOLO-FENIL®75) y
Argentina (Producto R®), a la vez se comprobara si existe bioequivalencia entre ambos

productos cuando se administran en dosis tnicas de 75 mg por via intramuscular profunda.

El estudio se realiza a doble ciego cruzado, por lo que los ocho sujetos reciben
sucesivamente, pero en orden aleatorio, los dos medicamentos a comparar, siendo cada
sujeto su propio testigo. Lo anterior reduce la importancia de la variacién individual de los

componentes de la muestra,

“El disefio del presenté estudio es similar al publicado en 1988 por una revista
especializada en reumatologia. ( 4 ) En dicho estudio se evalué la bioequivalencia de 4
productos comerciales que contenian diclofenaco sédico administrados a 8 sujetos clinica y
biolégicamente sanos, por lo que se asumen como validos los parametros utilizados para

evaluar biodisponibilidad y bioequivalencia.




La seleccién de la muestra se realiza a partir de un grupo de aspirantes de edad
media y de morfologia normal, quienes son objeto de un control clinico completo de su
estado general, haciendo hincapié en las funciones de eliminacién (higado, rifién), el
aparato digestivo y el sistema cardiovascular; asi como exdmenes quimicos (sangre y orina)

y hematoldgicos.

La cuantificacién de diclofenaco libre en el plasma sanguineo a través del tiempo, se
realiza por medio de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién (HPLC). La metodologia
a seguir fue obtenida del estudio realizado en 1985 por el Dr. J. Godbillon y colaboradores
(14), en el que se valid6 la metodologia para la cuantificacién de diclofenaco en plasma.
La validacién de la metodologia en el presente estudio se limita a verificar la linealidad yla

reproducibilidad del mismo.

Las medidas mas importantes de la biodisponibilidad son el tiempo maximo,
concentracion maxima, area bajo la curva de concentracion plasmatica a través del tiempo,
y la relacion conceniracion maxima / Area bajo la curva (Tmax, Cmax, AUC, Cmax/AUC).
Entre ellas, la més utilizada es el 4rea bajo la curva, la cual describe la cantidad total de
fadrmaco inalterado en el organismo. El calculo del 4rea bajo la curva se realiza al utilizar
el método matemético de los trapecios, que permite obtener resultados precisos’ de una

forma sencilla.

La Bioequivalencia se establece mediante el andlisis de varianza de los parametros
farmacocinéticos (Tmax, Cmax, AUC y Cmax/AUC) obtenidos para cada producto. El
anilisis de varianza (ANOVA), mediante el estadistico de prueba F, aporta datos que

establecen si la hipdtesis nula puede ser rechazada.




II. MARCO CONCEPTUAL

ANTECEDENTES DEL PROBLEMA

En 1,988 se edité por la revista “Zeitschrift fiir Rheumatologie” edit6 el
estudio realizado por el Dr. M. Kurowski y colaboradores ( 4 ), titulado
“Farmacocinética y Biodisponibilidad de preparados de Diclofenaco luego de

administrar 75 mg por via intramuscular y 150 mg por via oral”.

En dicho estudio se analizé la biodisponibilidad de cuatro diferentes férmulas
de diclofenaco sédico al ser administradas a 8 sujetos clinica y biolégicamente
sanos, siguiendo un disefio a doble ciego cruzado. A los sujetos se le administraron
tres preparaciones intramusculares de 75 mg de diclofenaco sédico y una gragea con
cubierta entérica que contenfa 150 mg de diclofenaco sédico. En un periodo de 10
horas se extrajeron 13 muestras sanguineas, (00, 10, 20, 30, 40, 60, 90 minutos y 2,
3, 4, 6, 8, 10 horas). Estas muestras fueron tratadas y analizadas para detectar
diclofenaco disponible en plasma en un Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucién

(HPLC).

El Dr. Kurowski determing las concentraciones plasmaticas de diclofenaco a
diferentes tiempos, encontr la concentracidén maxima (C max) y el tiempo méximo
(T max). Con los datos obtenidos calculé el 4rea bajo la curva (AUC), mediante el
- método de los trapecios. Los pardmetros biofarmacéuticos y farmacocinéticos ya
comprobados de diclofenaco fueron comparados estadisticamente con la ayuda del

analisis de varianza (ANOVA) .

Los resultados establecieron que se alcanzaron concentraciones maximas de
1.96 -2.27 ug/ml, de 20 a 30 minutos posteriores a la inyeccién de 75 mg de

diclofenaco. La diferencia del 4rea bajo la curva de concentracién - tiempo en el




plasma no es’ significativa, ya que se encontraban de 2.85 - 3.51 ug x b/mL, no
encontré ninguna diferencia sistematica entre las tres férmulas inyectadas dando una
media de 3.17 ug x I/mL. En comparacién con el equivalente de la dosis oral se
encontr6 disponible en 37.2 % de cantidad adicional de la substancia activa después
de la administracién intramuscular. La vida media posterior a la administracién oral
fue de 0.96 horas y no hubo una diferencia significativa de las administradas
intramuscularmente (1.04 - 1.40 horas). La absorcién completa de las tabletas con
cobertura entérica fue de 72.9 % y la substancia activa se eliminé en un 27.1 % sin

absorberse.

El estudio del Dr. Kurowski no muestra la validacién del meétodo, ya que ésta
fue realizada con anterioridad por el Dr. J. Godbillon y colaboradores, el cual, en su
estudio publicado en 1985 (14), determiné por Cromatografia Liquida de Alta
Resolucién (HPLC) el diclofenaco y sus metabolitos mono y di-hidroxilados en

fluidos humanos (plasma y orina).

El Dr. Godbillon determiné la concentracién de diclofenaco en plasma
sanguineo de 6 sujetos clinica y bioldgicamente sanos a los cuales les administré una
dosis unica de 75 mg de diclofenaco en supositorio. El Dr. Godbillon especifica en
este estudio el procedimiento a seguir para determinar diclofenaco en plasma

sanguineo y su cuantificacién por HPLC.

El Dr. Godbillon realizé una curva de calibracién, contaminando muestras de

I ml de plasma con 100 uL de solucién de referencia de diclofenaco sédico. La
linearidad del método en el rango de 10 a 250 ng/mL fue calculada con la altura de
los picos, mientras que con el rango de 0.25 - 3 ug/mL la linealidad se establecié con
el rea de los picos, su ecuacién fue calculada por el método de minimos cuadrados

usando regresion lineal para obtener un coeficiente de correlacién mayor a 0.9990.

En la metodologia para el andlisis de rutina, se detallaron las siguientes

observaciones:



1. La curva de calibracién debe verificarse cada 10 dias,

2, El diclofenaco sédico en solucién permanece estable porunmesa 5 °C.
3. El residuo seco permanece estable por una noche cuando es guardado como tal
a5°C.

Los resultados obtenidos por el Dr. Godbillon para exactitud, precisién y

reproducibilidad del método analitico, se detallan en la tabla que sigue:

Dicloferaco Diclofenaco Numero de Coeficiente de Yo de
Agregado Recuperado muestras Variacién en % ( Recuperacidn
(ng/mL) (ng/mL) (n) C.V.)
Reproducibilidad en el mismo dia
10 10.5 12 8.5 105
IS 15.9 8 5.9 106
20 20.4 6 5.8 102
1498 1510 6 3.7 101
Reproducibilidad de dia a dia
20 138 9 6.7 95
200 202 10 3.3 101
1498 1472 9 7.2 98

Ademas, el Dr. Godbillon evalué la exactitud, precisién y reproducibilidad en

las cuales describi6 que las concentraciones abajo de 10 ng/mL pueden ser exacta y

precisamente medidas usando 1 mL de muestra en plasma.

_ . En la metodologia, al analizar la selectividad, no interfierieron los metabolitos

3-hidroxilados 4-hidroxilados, 4-5-hidroxilados y 5-hidroxilados del diclofenaco

teniendo tiempos de retencién entre 3.12 a 3.8 minutos en relacién con el

diclofenaco libre, cuyo tiempo de retencién es 5.8 minutos.




En enero del presente afio se verifico la metodologfa utilizada por el Dr.
Godbillon y colaboradores, en la cual se evalud linealidad, reproducibilidad,

precision, exactitud, especificidad y robustez.

Para corroborar la validez del método analitico se realizd una curva de
calibracién con 8 muestras de 1 mL de plasma sanguineo, cada una de las cuales
fueron contaminadas con 1 mL de solucién de las 8 diluciones del patrén secundario
de diclofenaco sédico que tenfan concentraciones conocidas, éstas fueron 0.030
ug/mL, 0.060 ug/mL, 0.120 ug/mL, 0.240 ug/mL, 0.300 ug/mL y 0.600 ug/mL,
1.500 ug/mL, 3.000 ug/mL.

Las muestras de plasma contaminadas fueron tratadas de la siguiente forma:

A. Introducir 10 ce. de sangre extraidos en frascos heparinizados, debidamente

identificados, dejar reposar por 20 minutos (Ver en anexos, Tablas No. 1 vy 2).
B. Centrifugar la sangre por 10 minutos a 1,500 RPM. Se forman tres capas
principales: la masa de globulos rojos que queda en el fondo, la capa leucocitica

en la interfase de contacto y el plasma en la capa superior. (11)

C. Extraer el plasma con una pipeta de 1000 uL, (el plasma se congela a - 6 °C

para su posterior analisis si es necesario) (Ver en anexos, Tabla No. 3).
D. Descongelar el plasma.
E. Transferir | mL de plasma a un tubo de vidrio.
F. Agregar 1 mL de agua. *

G. Acidificar con 2 mL de é4cido fosférico 0.83 M, para la extraccién del

diclofenaco.



" Agitar por 30 segundos a 1200 RPM en Vortex. *

Agregar 4 mL de una mezcla de hexano-alcohol isopropilico (90:10).

Tapar los tﬁbos y se agitan por 1 minuto a 1400 RPM en Vortex.*
Centrifugar a 1500 RPM por 10 minutos.

Congelar la fase acuosa.

Transferir la fase orgénica no congelada a un tubo de ensayo.

Evaporar con corriente de nitrgeno a temperatura ambiente hasta sequedad.

Redisolver el residuo con 2 mL de fase mévil, agitando en Vortex a 1800 RPM

por 2 minutos. *
Filtrar a través de una membrana de 0.2 um. *

Inyectar en el Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucién (HPLC) (Ver en
anexos, Tabla No. 4),

Nota:  Desviaciones realizadas a la metodologia ensayada por el Dr. Godbillon

Agregar para igualar el volumen usado en la curva de calibracion.

Agitar en Vortex para asegurar un adecuada dispersion del principio activo en el

volumen de muestra.

Agitar en Vortex para asegurar una extraccién completa del diclofenaco al usar

tubos conicos de vidrio.



0. Medir el tiempo de agitacién para una completa disolucién del diclofenaco.

P.  Filtrar la muestra antes de inyectar en el HPLC para limpiar la muestra de

particulas.

Las condiciones del sistema cromatografico a ensayar, se describen a

continuacién:

Cromatdgrafo: Liquido alta presién Merck Hitachi
D-7000

Columna: RP-8 - 250 x4um

Flujo: 1.3 mL/minutos

Longitud de onda: 282 nm

Tiempo de corrida: 6.0 minutos

Eje de X: 0.5 mv

Tiempo de retencidn: 5.0 minutos

Inyector: 20 pL

Fase movil: Metanol:Tampén de fosfatos pH 7.0
(60:40) filtrada y desgasificada.

Periodo de muestreo; 50

Sensibilidad: 10

Previo  acondicionamiento . del cromatégrafo bajo las condiciones
especificadas, fueron inyectadas muestras de plasma sanguineo (libre de
diclofenaco) procesadas con el procedimiento ya descrito, se detectd ruido en la linea
base, el equipo automaticamente elimind dicho ruido para posteriormente inyectar
.las 10 curvas de calibracién. El tiempo de corrida para cada una de las inyecciones
de cada curva fue de 30 minutos, esto afiné los picos obtenidos y elimind la
posibilidad de interferencia de cualquier producto extrafio o metabolito que no es 1til

para el estudio.

A partir de los 10 ensayos se calcularon las constantes de la recta y el

coeficiente de correlacion ( r ) siendo el promedio de los coeficientes de linealidad



igual 0.9967. Se acept6 como valido para el estudio un coeficiente de correlacién

mayor o igual a 0,995.
JUSTIFICACION

Debido al aumento de marcas comerciales que contienen diclofenaco sédico
en el mercado farmacéutico, se hace necesario evaluar las caracteristicas
farmacocinéticas de estos preparados respecto de las del producto de referencia en
Guatemala y de esta forma establecer los indices potenciales terapéuticos y la
posible bioequivalencia entre productos fabricados por diferentes laboratorios

farmacéuticos a partir de un mismo principio activo.

La compatifa farmacéutica Unipharm, S.A. se ha interesado en lo anterior y ha
decidido financiar el presente estudio para garantizar el indice potencial terapéutico
de uno de sus productos lideres (DOLO-FENIL®75), respecto del producto de

referencia comercializado en Guatemala.
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Obtener los pardmetros de biodisponibilidad de dos productos comerciales, DOLO-
FENIL®75 y Producto R®, para compararlos y establecer estadisticamente si se
- encuentra suficiente evidencia para rechazar que no son significativamente

diferentes.

ALCANCES Y LIMITACIONES

1. ALCANCES DEL ESTUDIO

El estudio estd disefiado para evaluar los medicamentos en 8 pacientes
clinica y biolégicamente sanos que se encuentran comprendidos en el rango de
edad de 18 a 40 afios, con el objetivo de cuantificar la magnitud de la

biodisponibilidad de cada uno de los productos en cada uno de ellos.
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Sujetos convalecientes o con funciones biologicas fuera de los
parametros normales no seran incluidos, asi como personas menores de 18 y

mayores de 40 afios.
LIMITACIONES DEL ESTUDIO

La limitacion principal consiste en no contar con patrones primarios de

referencia para la cuantificacién de diclofenaco en plasma,

Otra limitacién la representa no contar con las sustancias de referencia
de los metabolitos de degradacién del diclofenaco, por lo cual se asume que
estos no interfieren a partir de la evaluacién de los resultados obtenidos por el
Dr. Godbillon (14).

Ademds, no se cuenta con los programas de cédmputo de andlisis
estadistico y matemético reportados por el Dr. Kurowski y colaboradores por
lo cual en este estudio, éstos se hacen en una hoja electrénica (Microsoft Excel

97).



A.

III. MARCO TEORICO

HISTORIA

La disponibilidad del principio activo de un medicamento nacié de la
observacién de una inequivalencia terapéutica entre especialidades, hasta ese
momento consideradas como intercambiables, en razén de un principio activo
comin, de una dosis unitaria idéntica y de una presentacién farmacéutica parecida.
Diversos incidentes o accidentes (ineficacia o toxicidad) fueron la causa de esta
observacién, pero en realidad, los valores sanguineos del principio activo dieron
lugar a las nociones de disponibilidad y de dosis 1til, considerada como la fraccién

absorbida de la dosis administrada.

La dificultad, y a veces la imposibilidad, de realizar una comparacién rigurosa
de los resultados terapéuticos de los medicamentos considerados como equivalentes,
conducen a subrayar el interés y la necesidad, de determinar su biodisponibilidad
antes de admitir que son equivalentes e intercambiables. Ademds de la medida del
proceso de disponibilidad en el organismo de un principio activo, la

- biodisponibilidad constituye el “indice del potencial terapéutico” de un medicamento

y representa por tanto una caracteristica importante de éste. (2)

La biodisponibilidad es una caracteristica del medicamento administrado a un
.. sistema biol6gico intacto. Indica simultdneamente la proporcién y la cinética por la
que un principio activo llega a la circulacién general respecto al total de dosis

administrada. (2)

La forma farmacéutica que contiene el principio activo y el sistema biolégico
al que se aplica se considera como un organismo entero, humano o animal. De lo

anterior se deduce que un estudio de biodisponibilidad consiste en una evaluacién de



las caracteristicas cuantitativas y cinéticas de un medicamento administrado a un
organismo. Excluyendo la utilizacién de montajes “in vitro” (fragmentos del
organismo, en particular conducto digestivo; aparatos para el estudio de la disolucién

de un principio activo o para el estudio de su paso a través de una fase lipéfila).

El concepto de biodisponibilidad es global, pero se aplica en particular a los
medicamentos de accién general. La extension del concepto de biodisponibilidad a
los medicamentos en los que la administracion y la accién son locales, estd
justificada si la referencia elegida no es la sangre, sino la region del organismo

implicada (ejemplo: colirios, pomadas). (2)
EQUIVALENCIAS

La nocién de equivalencia de medicamentos es limitada, pues s6lo se aplica a las
distintas formas de un mismo principio activo y no puede ser generalizada a toda una

clase terapéutica. Existen varios tipos de equivalencia descritas a continuacion:
1. EQUIVALENCIA FARMACOLOGICA

Corresponde a la incorporacién de dos medicamentos de moléculas
quimicamente distintas, pero que conducen a una misma actividad
intrinseca que indica la presencia “in vivo” de un mismo substrato
molecular activo. Las sales o los ésteres de un mismo principio activo
poseen esta equivalencia, en la medida en que una parte de la actividad no
es imputable al agente salificante o esterificante. Un metabolito activo
comun, procedente .de dos moléculas .inactivas por si mismas, puede,

teéricamente, asegurar esta equivalencia (2).
2. EQUIVALENCIA QUIMICA

Corresponde a la incorporacién, de dos medicamentos destinados a una via

de administracién comtn, de una dosis nominal idéntica del mismo
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principio activo. En general, la forma farmacéutica de estos medicamentos
es parecida (cépsula y comprimidos, por ejemplo) y cumple las mismas
normas fisico-quimicas oficiales (valoracion del principio activo y tiempo

de disgregacion, por ejemplo) (2).
3. EQUIVALENCIA FARMACEUTICA

Corresponde a la incorporacién, de dos formas farmacéuticas de la
misma especie, de una dosis nominal idéntica del mismo principio activo.
Estos equivalentes deben satisfacer por otra parte, el conjunto de las
normas oficiales presentadas o susceptibles de ser establecidas a nivel de la
farmacopea (cinética de liberacién “in vitro” del principio activo, por

ejemplo) (2).
4. EQUIVALENCIA BIOLOGICA O BIOEQUIVALENCIA

Corresponde a medicamentos, equivalentes quimicos o farmacéuticos,
que, a la misma posologia y segtin los niveles sanguineos del principio
activo, presentan criterios de biodisponibilidad idénticos en un mismo

individuo (2).
5. EQUIVALENCIA CLINICA O TERAPEUTICA

Corresponde  a medicamentos equivalentes farmacolégicos, quimicos o
farmacéuticos, que conducen, con una posologia idéntica, a la misma
..eficacia terapéutica.controlada (o a.la. misma toxicidad) en un mismo

individuo. (2)

El desarrollo de la farmacocinética permite efectuar un anélisis més riguroso
que en el pasado de los pardametros de la actividad terapéutica y conduce visualizar

claramente la manera en que el organismo utiliza el principio activo y del proceso de
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poner a disposicién de éste organismo las moléculas del farmaco incluidas en un

medicamento.

La distribucion y la eliminacién, por metabolismo y/o excrecion del principio
activo, la reaccién farmacolégica “in vivo™ y la influencia del estado fisiopatologico
del receptor sobre la respuesta observada, son parametros de la actividad terapéutica

sobre los cuales es dificil intervenir “a priori”.

Asi mismo se puede pensar que estos pardmetros son relativamente constantes
cuando un mismo paciente enfermo, en el curso de un tratamiento cronico, debe
utilizar dos medicamentos (o especialidades) que se juzgan equivalentes desde el
punto de vista quimico o farmacéutico. Dicho de otra manera, desde el momento en
que el principio activo ha entrado en el organismo, el efecto terapéutico depende

sobre todo del receptor.

Por el contrario, la via de administracién, los caracteres fisicos del principio
activo y la tecnologia farmacéutica son variables ligadas al propio medicamento.
Estas variables dependen de la especialidad y de su origen industrial y pueden
conducir a la obtencion de medicamentos quimica o farmacéuticamente
equivalentes, aunque no necesariamente bioequivalentes y de esta inequivalencia en

biodisponibilidad pueden derivarse resultados terapéuticos distintos.

En funcién de este andlisis, la biodisponibilidad es la caracteristica de un
medicamento, que proporciona idea de la forma en que el principio activo es puesto
a disposicién de un organismo, pero sin prejuzgar la forma en que este organismo va
. a disponer de é€l, ni la.forma en que el principio activo actia sobre este mismo
organismo. “La bioequivalencia es por lo tanto, una condicién necesaria pero no
suficiente de la equivalencia terapéutica”, pues ésta dependerd, en tltima instancia,

de los factores ligados al enfermo y no del medicamento.

La biodisponibilidad, es una caracteristica intrinseca de un medicamento, pero

no de la relacién enfermo - medicamento, convirtiéndose en una garantia
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farmacéutica, al igual que la valoracién y pureza del principio activo y puede ser
objeto de un control de calidad. Se comprende ficilmente que tal control seria mas
dificil si se intentara realizar una comparacién objetiva y rigurosa de los resultados

terapéuticos. (1)
REQUISITOS PARA REALIZAR UN ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD

Es indispensable considerar las siguientes precauciones antes de iniciar la

investigacion, especialmente si se realiza un ensayo en el ser humano:

1. Tener un conocimiento completo de los cambios cualitativos y
cuantitativos del principio activo a nivel de su distribucién,

biotransformacién y excrecidn (farmacocinética).

2. Disponer de un método analitico que sea sensible (para realizar las
valoraciones durante tanto tiempo como sea posible), y especifico (para
diferenciar el principio activo de los metabolitos quimicamente muy

proximos y susceptibles de interferir).

3. Aplicar un protocolo experimental estrictamente definido para permitir,
mediante una eleccién racional de los sujetos, de las condiciones de
- administracién y de la cronologia de los analisis, una descripcion precisa y

completa del fenémeno observado. (2)

ELECCION DE LAS CONDICIONES EXPERIMENTALES

1. ELECCION DE LOS SUJETOS
Esta eleccién puede ser realizada entre el humano (voluntario, sano) y el

animal (especies diversas). La eleccién del humano como sujeto en un

estudio de biodisponibilidad es légica cuando se trata de medicamentos
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destinados a la administracién humana. Es dificil decidir si los sujetos

seleccionados deberén ser voluntarios sanos o enfermos.

Se puede pensar “a priori” que la muestra mejor adaptada al estudio de un
medicémento, esta constituida por aquellos sujetos a los que debe
administrarse realmente, es decir, los enfermos. Se sabe muy poco de la
influencia de la enfermedad sobre Ia biodisponibilidad, y por ello el
voluntario sano, aparece, en estas condiciones, como el sujeto ideal capaz

de ofrecer una variabilidad minima durante el estudio (2).

Esta variabilidad no sélo puede manifestarse entre los distintos sujetos
seleccionados para el estudio, sino también en un mismo sujeto en funcién
del tiempo. Ahora bien, el deseo de limitar el costo de un estudio de
biodisponibilidad conduce a disefiar una experimentacién cruzada donde
los mismos sujetos recibirdn sucesivamente, pero en un orden aleatorio, los
diferentes medicamentos a comparar, antes que realizar una
experimentacién donde cada uno de los medicamentos es administrado a

una muestra distinta de sujetos. (2)
CRITERIOS DE SELECCION DE LOS SUJETOS

Los criterios de admisién en la muestra deben ser definidos con precisién.
Es razonable seleccionar sujetos de edad media y morfologia normal

(relacion peso - talla) (2).

. Por otra parte, estos sujetos deben ser objeto de un control clinico completo
de su estado general con especial hincapié en las funciones de eliminacién
(higado, rifién), el aparato digestivo y el sistema cardiovascular. Asi
mismo deben realizarse exdmenes quimicos (sangre y orina) y
hematolégicos, e incluso exploraciones funcionales concretas en funcidn

del farmaco estudiado (2).
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S6lo deben ser seleccionados los sujetos cuyo balance de los examenes

permite suponer:
* Que no se corre un riesgo particular al someterlos al estudio.

¢ Que no presenten una variabilidad demasiado amplia a nivel de los

resultados experimentales.

El disefio de un ensayo cruzado sobre un grupo unico, donde cada sujeto

constituye su propio testigo, permite reducir la importancia de la muestra.

@
ELECCION DE LAS MODALIDADES DE ADMINISTRACION

En un estudio de biodisponibilidad, las formas de administracién pueden influir
considerablemente sobre los resultados y su interpretacién. Es absolutamente

necesario respetar la regla clésica de no comparar mas que lo que sea comparable.

2
1. ADMINISTRACION UNICA O DOSIS REPETIDAS

Los medicamentos son de administracién esporadica y poco repetitiva,
mientras que otros necesitan una administracién cronica, el estudio de
biodisponibilidad puede ser realizado con una dosis vinica del medicamento
o de dosis repetidas. La eleccién de estos dos métodos no sélo depende del
«..régimen normal de utilizacién terapéutica del medicamento estudiado, sino
también de las posibilidades experimentales y de las ventajas o

inconvenientes respectivos de estas modalidades de administracion. )
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ADMINISTRACION DE UNA DOSIS UNICA

La principal ventaja de un estudio de biodisponibilidad realizado después

de la administracién de una dosis tinica del medicamento, es la rapidez a la

que conviene afiadir la comodidad y la seguridad de los sujetos, debido a

las pequefias cantidades recibidas, ventaja decisiva cuando se trata de

ensayos humanos. (2)

Inconvenientes tedricos y practicos:

2.1,

2.2,

El inconveniente tedrico més importante estd relacionado con el
hecho de que los problemas terapéuticos planteados por la
biodisponibilidad se presentan, sobre todo, para medicamentos
cuya administracién es crénica. Sin embargo, este inconveniente
no debe exagerarse por cuanto los medicamentos a estudiar son
comparados en condiciones idénticas, y ademds, solo interesa el

proceso de puesta a disposicién del principio activo (2).

Los inconvenientes précticos de la administracién de una dosis
tnica estan relacionados con los problemas analiticos planteados
por las pequefias cantidades de principio activo presentes en el
organismo. El seguimiento analitico sélo es posible durante un
periodo de tiempo finito marcado por la sensibilidad de los

meétodos utilizados.

. Por ello debe realizarse. obligatoriamente una extrapolacién de la

curva de niveles de farmaco en el organismo, en funcién de un
modelo farmacocinético, lo que manifiesta cierta arbitrariedad y

por tanto un riesgo de error. (2)
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MODALIDADES DE LA ADMINISTRACION

La multiplicidad de los parametros que intervienen sobre el transito “in vivo™

de un principio activo implica el seguimiento de un protocolo de administracién

constante y estudiado para evitar la introduccién de factores suplementarios de

variabilidad. Deben observarse las siguientes precauciones cuando un estudio es

realizado sobre una muestra tnica de sujetos (2);

L.

CRONOLOGIA

Se deben tener en cuenta tres aspectos: horario, intervalo y orden de las

administraciones consecutivas.

1.1.

1.2.

13.

HORARIO: si es posible, el estudio debe ser dirigido respetando
una misma hora de administracién para todos los sujetos y para
todos los farmacos a fin de tener en cuenta la intervencién

eventual de los fendmenos cronolégicos (2).

INTERVALO: si el estudio se realiza después de la
administracién de una dosis tinica, la sucesién de experiencias
debe ser programada en funcién de la eliminacién total del
principio activo antes de cada nueva administracién; se
recomienda esperar un intervalo de seis vidas medias antes de

una nueva administracién (2).

..-ORDEN: el ensayo debe ser hecho al azar; el orden aleatorio de

las tomas permite neutralizar la posible intervencién de los
mecanismos de induccién enzimética, que aceleran la eliminacién

del principio activo por biotransformacién. (2)
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2. SUJETOS

Los sujetos deben permanecer 12 horas en ayunas a fin de eliminar la
intervencion del bolo alimenticio en el proceso de absorcién. Por otra parte,
debe evitarse cualquier exceso de alcohol y la ingesta de medicamentos
aunque no parezcan tener importancia (somniferos, analgésicos, laxantes,
ete.). (2)

MEDIO BIOLOGICO ANALIZADO

El método ideal para el célculo de la biodisponibilidad consiste en utilizar los
datos obtenidos a partir de las valoraciones sanguineas. El término “valoracién
sanguinea” debe ser considerado en un sentido amplio, segin la molécula quimica
analizada y en funcién de sus afinidades por uno u otro substrato bioldgico, esta
valoracion puede ser realizada en la sangre total, en el plasma o en la fase acﬁosa
ultrafiltrable. Para elegir la fraccién sanguinea a analizar es interesante conocer el
transito “in vivo” del farmaco a nivel de su distribucion (fijacion a proteinas

plasmaticas, afinidad globular, etc.). (2)
CRONOLOGIA DEL ANALISIS

Fuere como fuese el método de cuantificacién utilizado es fundamental
disponer de datos que describan en forma fiel y completa, hasta donde sea posible,
el fenémeno observado. Por lo tanto, la cronologia de las tomas de muestras
biologicas analizadas en la base de esta calidad descriptiva y por ello debe ser

establecidaconrigor.. .. ... .. S
Las indicaciones siguientes son relativas sobre todo a la determinacién de la
biodisponibilidad después de la administracién de una dosis tinica. Si se trata de

tomas de muestras sanguineas, estas deben ser:

. PRECOCES, a fin de describir los procesos de puesta a disposicion.
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o FRECUENTES, a fin de limitar las interpolaciones en la cinética.
. PROLONGADAS, a fin de limitar la extrapolacién. (2)
L METODOS DE CUANTIFICACION

Es extremadamente importante realizar correctamente. por simples que
parezcan, los métodos de tratamiento de datos que permiten la determinacién de la
biodisponibilidad de un medicamento y que se basan sobre ciertos postulados

relativos a la interpretacién farmacocinética.

La creacion de un modelo farmacocinético del transito de un farmaco
corresponde a una descripcién matemdtica de un intervalo de tiempo de observacién
que permite, por interpolacién y extrapolacién en y a partir de este intervalo,

cuantificar el conjunto de este trénsito cronolégico.

El mas importante de estos postulados es la existencia de un conjunto de
procesos lineales que permiten relacionar directamente los datos experimentales con
la dosis administrada y con la dosis disponible. La existencia de un conjunto de
procesos no lineales no excluye la posibilidad de evaluacion de la

-biodisponibilidad, pero complica extraordinariamente el método de tratamiento de
datos (la utilizacién de posclogias idénticas simplifica la interpretacion de los datos

experimentales). (2)
..J. .. ..EVALUACION DE LA BIODISPONIBILIDAD DE UN PRINCIPIO ACTIVO

La evaluacién de la biodisponibilidad se realiza por medio de un analisis

cualitativo de la curva de Concentracién - Tiempo, de la cual se distinguen 3

parametros:

. La concentracion plasmatica maxima o pico (Cmax).
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. El tiempo de aparicion de la concentracién plasmatica maxima (Tmax).

o El drea bajo la curva de concentracién — tiempo (AUC).

La concentracién plasmética aumenta con la velocidad y la magnitud de la
absorci6n; el pico maximo (Cmax) se alcanza en el momento en que la velocidad de
eliminacién del férmaco iguala la velocidad de absorcién, y el (Tmax) tiempo de
aparicion del pico méximo de concentracién se relaciona con la velocidad de
absorci6n, siendo el indice para este pardmetro el que se emplea con mayor

frecuencia.

El area bajo la curva es la medida més importante de la biodisponibilidad,
basada en la determinacién de las concentraciones plasméticas a través del tiempo,
ya que es directamente proporcional a la cantidad total de farmaco inalterado del
organismo. Para describir cuidadosamente la curva de concentraciones es necesario
tomar muestras de sangre a intervalos frecuentes; el grado de absorcién se determina

mediante la toma de muestras durante un perfodo de tiempo suficiente.

Los preparados farmacéuticos se consideran bioequivalentes si sus curvas de
concentracion pueden superponerse. Por ejemplo: si dos preparados contienen areas
similares pero distinta forma del perfil nivel sérico - tiempo, son equivalentes en

magnitud de disponibilidad, pero se absorben a velocidades distintas. 3
CARACTERISTICAS FISICOQUIMICAS DEL DICLOFENACO
1. GRUPO QUIMICO

El diclofenaco usado como sal sédica o sal potasica es un derivado del
acido fenilacético. Los compuestos que poseen nitrégeno y no son
propiamente derivados de la anilina (diclofenaco, indoprofeno), poseen una
potencia superior a los més simples no nitrogenados (ibuprofeno,

ketoprofeno, naproxeno).
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La aspirina posee propiedad analgésica y antipirética cuya actividad es
igual a 100 esto es considerado como parametro de comparacion para el

diclofenaco el cual posee una actividad 4,000. (1)

2. NOMBRE QUIMICO

2-(2,6 Diclorofenilamino) bencenoacetato s6dico o potasico. (1)

3 FORMULA EMPIRICA Y DESARROLLADA
C]4H10C13NN3.02 C]qH]QClzNK02
Peso molecular 358.13 Peso molecular 381.13
4. DESCRIPCION

El diclofenaco es un polvo cristalino ligeramente amarillo e higroscépico.

(6)

3, SOLUBILIDAD

Soluble en agua, soluble en alcohol, ligeramente soluble en acetona,

practicamente insoluble en éter, libremente soluble en alcohol metilico. (6)

CARACTERISTICAS FARMACOLOGICAS DEL DICLOFENACO.

1. ~ MECANISMO DE ACCION

En cuanto al mecanismo de accién como sucede con los analgésicos
antiinflamatorios no esteroides, el diclofenaco es capaz de inhibir la
biosintesis de las prostaglandinas PGE,, PGF, , (las més importantes en la
inflamacién) y también de las prostaglandinas PGD,, PGE,; y PG, lo que

se debe a la inhibicion de la enzima ciclooxigenasa o
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prostaglandinasintetasa, dicha inhibicién se realiza en los focos de

inflamacién y es el mecanismo esencial de la accion antiinflamatoria.

Igual sucede con la accién analgésica, que se refiere al modo de accién
periféfica, impidiendo la sensibilizacion de los receptores del dolor
producida por las prostaglandinas PGE;, PGE, y PGE, ., a la estimulacién
por la bradiquinina. La accién antipirética se debe parcialmente a la

inhibicién de la sintesis de las prostaglandinas recién citadas. (D
FARMACOCINETICA

En estudios realizados especialmente por cromatografia y el empleo de
compuestos marcados con carbono 14 radiactivo se ha comprobado que los
acidos arialcanoicos ( 4cidos arilacéticos y arilpropionicos) se absorben
perfectamente y aun en forma completa por todas las vias, incluyendo el
tracto digestivo, via bucal y rectal, y por las vias parenterales; la absorcién
en el primer caso se efectia en el estémago y principalmente en el

intestino. (1)

Después de su absorcion, las drogas pasan a la sangre v asi se tiene que por
la via bucal se alcanzan concentraciones plasméticas maximas para el
- diclofenaco en término de dos a tres horas. Se advierte un notable efecto de
primer paso, de tal manera que a nivel sistémico se detecta sélo 50 % del
farmaco, aproximadamente. El producto se liga ampliamente a proteinas
plasmaticas (99 %) y su vida media en plasma es de 1 a 2 horas. Se
~acumula en el.liquido sinovial después de su ingestién, lo cual explica la
duracion del efecto terapéutico que es considerablemente més larga que su
vida media plasmética. El diclofenaco se metaboliza en el higado por
accion de la isozima de la subfamilia CYP”C del citocromo P450 para 4-
hidroxidiclofenaco que es el metabolito principal y otras formas

hidroxiladas 3-OH-D, 5-OH-D, 3,4-OH-D Y 3,5-OH-D, después de la
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glucouronizacién y sulfonacién, los metabolitos se excretan en orina (65

%)y en bilis (35 %). (1, 5, 6,7, 8, 9)
INDICACIONES

Coadyuvante en enfermedades con dolor, inflamacién y fiebre como:
amigdalitis, faringitis, ofitis, sinusitis, bronquitis, influenza, mastitis,

anexitis, salpingitis, dismenorrea.

Estados dolorosos e inflamatorios de origen traumético como: isquialgia,

braquialgia,lumbalgia, contusiones, luxaciones, fracturas.

Estados dolorosos ¢ inflamatorios de origen reumatico como: artritis gotosa
aguda, artritis reumatoidea activa, espondilitis anquilosante activa,
osteoartritis. Dolor después de wuna extraccién dentaria y ofras

intervenciones odontomaxilares. (1:9:6.7)
PRECAUCIONES

Se debe tener precaucion en pacientes hipersensibles a el diclofenaco, al

acido acetilsalicilico o a otros antiinflamatorios no esteroides (AINE).

El diclofenaco puede preducir broncoconstriccién o anafilaxis en los
asmaticos sensibles al 4cido acetilsalicilico, especialmente en los que
presentan asma y otras reacciones alérgicas inducidos por el 4cido

. acetilsalicilico. ... .. A

En el embarazo no se observé alteracién de la fertilidad en los estudios de

reproduccién en ratas que recibieron 2 6 4 mg/kg al dia. )

Puede presentarse dolor y ocasionalmente dafio tisular en el sitio de la

inyeccién cuando el diclofenaco se administra por via LM. (6)

UNIVERSIDAD DEL VALLE DE GUATEMALA
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S)l

EFECTOS COLATERALES

Los trastornos gastrointestinales son los méas comunes y consisten en ardor

y dolor epigastrico, néuseas, vomitos, flatulencia, diarrea o constipacién.

Las manifestaciones nerviosas consisten en mareos, somnolencia o

insomnio, cefalea en raras ocasiones. (1)
6. CONTRAINDICACIONES

A pacientes con hipersensibilidad al diclofenaco no debe administrarseles,
asi como pacientes a quienes el 4cido acetilsalicilico y otros
antiinflamatorios no esteroideos inducen sintomas del asma, rinitis o

urticaria, en casos de diarrea.

El diclofenaco induce la tlcera péptica y lesiones gastricas por lo cual no
debe ser administrado a pacientes con este padecimiento y durante el

embarazo. (1, 5, 6, 7)
M. VALIDACION DE UNA METODOLOGIA ANALITICA

- Para corroborar la validez de una metodologia analitica, se deben evaluar los

siguientes pardmetros:

- e..linealidad y sensibilidad,
s precision,
o reproducibilidad,
e exactitud,
e especificidad,

* robustez.
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LINEALIDAD Y SENSIBILIDAD

La linealidad de un método es la habilidad para asegurar que los resultados
analiticos son proporcionales a la concentracién de la sustancia dentro del
intervalo determinado y la sensibilidad se refiere a la capacidad del método
para permitir la extrapolacién de resultados a niveles mas altos o bajos que

los establecidos.
PRECISION

Es el grado de concordancia entre resultados analiticos obtenidos cuando el
procedimiento del método se aplica repetidamente en multiples corridas
dentro de una muestra homogénea. Las mediciones se realizan
repetidamente en multiples corridas, bajo las mismas condiciones de
trabajo (analista, tiempo, laboratorio, equipo. etc.) Los resultados se
tabulan y se calcula la desviacién estandar la cual no debera ser mayor del

2%.
REPRODUCIBILIDAD

Es la precision de un método expresada como la concordancia entre
determinaciones independientes realizadas bajo condiciones diferentes. Las
mediciones se realizan repetidamente en multiples corridas, bajo diferentes
condiciones de trabajo (analista y equipo, etc.). Los resultados se tabulan y

se calculara el promedio, la desviacién estandar y los niveles de confianza

cal95%. . ... .

EXACTITUD

La exactitud expresa la relacion entre el valor obtenido experimentalmente
y el valor de referencia. La exactitud se expresa como el porcentaje de

recuperacion obtenido del andlisis de las diluciones estandares cuya
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concentracién es conocida. Se tabulan los resultados y se calcula el
promedio, la desviacién estandar del porcentaje recuperado por el método a
validar. El porcentaje de recuperacién (% r) se determina por medio de la

formula:

Yor = Cantidad obtenida X 100

Cantidad conocida

5. ESPECIFICIDAD (SELECTIVIDAD)

También denominada selectividad, se define como la habilidad de medir
con exactitud y especificamente un analito en presencia de otros

componentes que pueden esperarse que estén presentes en una matriz.

6. ROBUSTEZ

La robustez de un proceso analitico es una medida de esta capacidad para
quedarse sin afectar por pequefias varaciones en el limite del
meétodo y proveer una indicacion fiable de esta durante su uso normal. (16,

17)

En el caso de modelos en los que la matriz no puede ser simulada, se deben
correr blancos con las muestras no contaminadas, para establecer que el

contenido de las muestras no interfiere con la deteccion del analito.

.ANALISIS MATEMATICO

El area bajo la curva de cada medicamento determina la magnitud de la
biodisponibilidad en cada sujeto. Esta area es la medida mas importante de la
biodisponibilidad basada en la determinacién de las concentraciones plasmaticas.
La misma es directamente proporcional a la cantidad total de firmaco inalterado en

el organismo.
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La magnitud de la biodisponibilidad se evalta por el calculo del 4rea bajo la
curva obtenida en la gréfica de concentracién plasmética de diclofenaco libre vrs.
tiempo.

E. AREA BAJO LA CURVA

Area del trapecio de f; a t; + Area del trapecio de t; a 1, +.. + Area del

trapecio de t, a tg,,.

Donde t = tiempos de muestreo.

2, FORMULA PARA EL AREA DEL TRAPECIO
A=%(B+bh
Donde:

B y b son los valores de las lineas paralelas del trapecio.

h = es el valor de la altura o distancia entre B y b. (18)
0. ANALISIS ESTADISTICO
1. ANOVA (analisis de varianza)

Metodologia estadistica que permite analizar la variacién de una respuesta
determinada, tratando de asignar proporciones de esta variacién a cada
variable de un conjunto de variables independientes. Mediante el an4lisis
de varianza se logra establecer la proporcién de la variacién que procede

del interior de cada grupo y de la comparacién entre un grupo y otro.

1.1. COMPARACION DE DOS O MAS MEDIAS
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La bioequivalencia se establece por andlisis estadistico,

utilizando la tabla de ANOVA (anélisis de varianza) que
determina el estadistico de prueba JF, factor utilizado para

rechazar o aceptar la hipétesis nula.

Un anélisis de varianza para detectar diferencias en un conjunto
de més de dos medias poblacionales es una simple
generalizacion del analisis de varianza. La seleccion aleatoria de
muestras independientes de p poblaciones se conoce como

disefio experimental completamente aleatorizado.

Cuando se obtienen muestras aleatorias independientes de p
poblaciones nommales con medias B, Boy ssa [l ,
respectivamente, y varianza o°. Esto se supone que todas las
poblaciones tienen la misma varianza. Para mayor generalidad,
se permite que el tamano de las muestras sea distinto. Asi n;, =
1,2, ..., p, es el tamafio de la muestra obtenida de la poblacién
i-¢sima, y sean T; y T; el total y la media, respectivamente, de
las observaciones es la muestra i-ésima. (La modificacién de los
simbolos para los totales y promedios muestrales simplificara

las formulas para el célculo de las sumas de cuadrados.)

Entonces, igual que en el andlisis de varianza de dos medias,

SC Total=SCT + SCE
Dungde:

Suma de Cuadrados Total
SCTotal= % Z(y;-y)’=Z X y%-CM

= (suma de cuadrados de todas las y) - CM
Cuadrado Medios

CM = (Suma de todas las observaciones)’
n
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SCT = Z i (Ti-y’=2 T - CM

(Suma de los cuadrados de los totales de los tratamientos, con
cada cuadrado dividido entre el nimero de observaciones en
dicho total ) - CM
Suma de Cuadrados de Error

SCE = SC Total - SCT
Aunque la manera fécil de calcular SCE es por sustraccién, como

acabamos de mostrar, es interesante notar que SCE es la suma

combinada de los cuadrados de las p muestras, y es igual a
SCE=ZZ(y;-T;)

El estimador insesgado de o® basado en (ny+ ny +....+ n, - p)

grados de libertad es

Varianza Muestral

s’ = CME = SCE .
ny g+ et Ep

El cuadrado medio de los tratamientos tiene (p - 1) grados de

libertad, esto es, uno menos que el nimero de medias, y

Cuadrado Medio de los Tratamientos
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CMT = SCT

p_

[

Para probar la hipétesis nula

H:m=,= wee = Ty
contra la alternativa de que al menos una de las igualdades no se
cumple, CMT se compara con CME usando el estadistico F
basadoenVi=p-1yV,=(Z n;-p)=n- p grados de libertad.
Se rechaza la hipétesis nula si

F=CMT>Fa,
CME
Donde F, es el valor critico de F, basado en (p - 1) y (n - p)

grados de libertad, para una probabilidad de error de tipo I igual
aa. (12)

1.2. PRUEBA DE HIPOTESIS

Si el valor de F es mayor que F, () = CMT/CME > F.)

entonces la Hipétesis nula se rechaza. Esto indica que cuando el
Valor de F es menor que F, entonces se dice que no existe
suficiente evidencia a partir de los datos analizados para rechazar

la hipétesis nula, por lo que se acepta como valida. (12)

DEFINICIONES

Para resumir todo el marco conceptual y proseguir con el marco metodoldgico, se
presentan a continuacion las definiciones interpretadas por el autor y sobre las
cuales se basa el disefio del estudio:

1. Biosponibilidad

Es un indicativo de la proporcién y cinética por la que un principio activo

llega a la circulacion general respecto al total de la dosis administrada. Es



‘Importante mencionar que es una caracteristica intrinseca del medicamento

cuando es administrado a un sistema bioldgico intacto, por lo tanto no es

caracteristica de la relacién enfermo - medicamento. Los pardmetros

farmacocinéticos relacionados directamente con la biodisponibilidad son:

Tiempo méximo, Concentracién maxima y Area bajo la curva.

1.1.

1.2.

1.3.

Tiempo maximo (Tmax)

Es el tiempo en el cual se alcanza la concentracién maxima
después de la administracién del medicamento, generalmente se

expresa en horas (Hr).

Concentracién maxima (Cmax)

Es la concentracion plasmética de mayor magnitud alcanzada
después de la administracién del medicamento, se alcanza cuando
la velocidad de eliminacién de la droga iguala a la velocidad de
absorcion, generalmente se expresa expresa en microgramo por

mililitro (ug/ml).
Area bajo la curva (AUC)
Se define como la medida del drea bajo la curva de concentracion —

tiempo formada después de la administracién del medicamento y

es proporcional a la cantidad de droga inalterada en el organismo.

. Generalmente se calcula por.el método de los trapecios y se

expresa en microgramos por hora por mililitro (ug x Hr / ml).
Segun algunos autores es la medida mdas importante de la

biodisponibilidad.



Bioequivalencia

Es la equivalencia existente entre dos o0 més medicamentos (medicamentos

bajo estudio y medicamento de referencia) que, a la misma posologia v

segun los niveles sanguineos del principio activo, presentan criterios de

biodisponibilidad idénticos en un mismo individuo.

2.1,

Consideraciones Generales

Para establecer la bioequivalencia es necesario comparar
estadisticamente las concentraciones de la droga a nivel sanguineo

y/o a nivel acumulativo de excreciones urinarias.

Para establecer la bioequivalencia entre dos productos, la
absorcion neta de ambos productos no debe presentar diferencias
significativas, el protocolo para evaluar comparativamente
productos existentes es mucho mas sencillo que para drogas

nuevas o formas farmacéuticas nuevas.

Para llevarlo a cabo se puede realizar un estudio cruzado, el cual
permite reducir la importancia de la variacién individual debido a

que cada sujeto actia como su propio blanco.

Las areas totales bajo la curva de concentracién plasméatica —

tiempo pueden ser utilizadas para comparar la absorcién de la

-droga a partir del medicamento administrado, las cuales pueden ser

comparadas estadisticamente utilizando el analisis de varianza
(ANOVA) para establecer la significancia de la variacion existente

entre las mismas.
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El producto bajo estudio debe ser comparado contra el producto de
referencia, el cual servira como patrén de lo que serfa la

biodisponibilidad idénea para el producto.
3. Producto de Referencia

Generalmente se define con este término al primer producto
comercializado con la forma farmacéutica de marca, cuya casa sintetizo
por primera vez la molécula del principio activo. Se le puede llamar el

producto innovador,
4. Producto bajo estudio

Es el producto que se encuentra bajo evaluacién para determinar la posible
bioequivalencia con el producto de referencia. Generalmente pertenece a
otra casa distinta a la que sintetiz6 por primera vez la molécula del

principio activo.
ULTIMAS TENDENCIAS PARA ESTABLECER BIOEQUIVALENCIA

Los Doctores Laslo Endrenyi y Laslo Tothfalusi del Departamento de
Farmacologia y Bioestadistica de la Universidad de Toronto, publicaron durante
1997 un articulo titulado: “Medidas secundarias para la evaluacién de
Bioequivalencia”, en el cual establecen que la relacién de concentracién plasmética
maxima dividido el 4rea bajo la curva (Cmax / AUC) es el valor mas confiable para
. .comparar . estadisticamente . y . determinar .la bioequivalencia entre dos

medicamentos. (21)

La principal razén para establecer la afirmacién anterior se basa en que existe
mucha variabilidad dentro de los valores de concentracién maxima y 4rea bajo la

curva comparados tradicionalmente para establecer bioequivalencia. (21)




Estas variaciones detectadas en las muestras, al aplicar el ANOVA, se logran
reducir al minimo cuando se compara estadisticamente la relacién Cmax/AUC, por
lo que el resultado del anélisis estadistico serd objetivo al establecer la significancia

de la variabilidad a partir de los datos entre muestras y no dentro de las muestras.

ey



IV. MARCO METODOLOGICO

A. OBJETIVOS
1. OBJETIVO GENERAL

Determinar que la biodisponibilidad del principio activo a partir de DOLO-
FENIL® 75 y de Producto R® no es significativamente diferente, luego de
la administracién de dosis tinicas de 75 mg por via intramuscular profunda

a 8 sujetos clinica y biolégicamente sanos.
2, OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.1. Determinar los parametros de biodisponibilidad de DOLO-
FENIL® 75, inyectable al cuantificar muestras de plasma
sanguineo por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién
luego de administrar en dosis tnicas de 75 mg por via
intramuscular profunda a 8§ sujetos clinica y biol6égicamente
sanos.

2.2, Determinar los pardmetros de biodisponibilidad de Producto
R® inyectable al cuantificar muestras de plasma sanguineo
por Cromatografia Liquida de Alta Resolucién luego de
administrar en dosis tnicas de 75 mg por via intramuscular

- = profunda a 8 sujetos clinica y biolégicamente sanos.

23. Establecer la significancia de la diferencia entre las formas
farmacéuticas inyectables, DOLO-FENIL® 75 y Producto R®,
a través del andlisis de varianza de los pardmetros de
biodisponibilidad obtenidos para cada uno de los productos en

los 8 sujetos.
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B. HIPOTESIS

1. HIPOTESIS NULA

Los parametros de biodisponibilidad del principio activo de DOLO-
FENIL® 75 y de Producto R® administrados en dosis tnicas de 75 mg por
via intramuscular profunda a § pacientes clinica y biolégicamente sanos

comprendidos entre 18 y 40 afios no son significativamente diferentes.
2 HIPOTESIS ALTERNA

Los pardmetros de biodisponibilidad del principio activo de DOLO-
FENIL® 75 y de Producto R® administrados en dosis tnicas de 75 mg por
via intramuscular profunda a 8 pacientes clinica y biolgicamente sanos

comprendidos entre 18 y 40 afios son significativamente diferentes.

C. VARIABLES
1. VARIABLES INDEPENDIENTES

. Medicamentos a evaluarse: DOLO-FENIL® 75 y Producto R®

inyectables.
o Sujetos de estudio: ocho sujetos clinica y bioldgicamente sanos.
2. VARIABLES DEPENDIENTES
o La magnitud de la biodisponibilidad depende de los sujetos y los
productos.
. La bioequivalencia depende de la biodisponibilidad de los

productos.



39

- D. " POBLACION Y MUESTRA
1. UNIVERSO

Hombres y mujeres sanos que se encuentran en rango de edad de 18 a 40 afios.
2 MUESTRA (Poblacién)

8 sujetos sanos, escogidos al alzar que cumplieron con los pardmetros

clinicos, quimicos y hematoldgicos establecidos para efectos de este estudio.
E. PROCEDIMIENTO
1. CRITERIOS PARA LA SELECCION DE LOS SUJETOS:

Los sujetos del estudio son humanos voluntarios, que cumplen con los

siguientes requisitos:

1.1 Sujetos clinica y bioldgicamente sanos. Para comprobar el estado
de salud se les realizara estudio clinico y examen médico (el
formato de la Ficha Médica (ver en Anexos, Cuadro 1).

- Seleccionando los sujetos que se encuentren dentro de los
parametros establecidos, en lo que se refiere a funciones de
excrecién renmal y biliar, sistema cardiovascular, exdmenes

quimicos, bioquimicos y hematolégicos.

- 1.2.... Que.al.momento del .estudio no se encuentren bajo régimen
medicamentoso.
13. Que se encuentren dentro del rango de edad de 18 a 40 afios,

independiente del sexo, con morfologia normal (en relacién peso
- talla). (Ver Anexos Cuadro 2).
1.4. Que no presenten reacciones alérgicas a medicamentos,

especialmente a los salicilatos.
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1.5. Los sujetos no deben ingerir ningtin medicamento por lo menos

1 semana previa a la realizacién del estudio, para eliminar

posible influencias inducidas por dicho medicamento sobre los

sistemas hepético y renal del individuo.

1.6. Los sujetos durante el estudio se comprometerdn a no ingerir

bebidas alcohélicas, cigarro, café y la ingesta de medicamentos

que aparentemente son inocuas. (por ejemplo: analgésicos,

laxantes etc.) (Hoja de consentimicnto ver Anexos Cuadro 3.

Cualquier sujeto que no llene los requisitos sera excluido del estudio para

no afectar los resultados experimentales.

SELECCION DE SUJETOS

Se seleccionan 8 sujetos que cumplen con los requisitos descritos en los

criterios para seleccion (Ver figuras 1 y 2 en anexos) Las caracteristicas

de los sujetos seleccionados se presentan en la tabla 1:

Tabla 1. Datos de los sujetos seleccionados
Grupo Sujeto Edad Peso (Kg) |Altura (cm)| Sexo

I 1 33 55.45 152 F

2 23 63.18 162 M

] 1 27 70.45 150 F

2 20 64.54 170 M

i 1 31 20.00 150 F

2 24 64.54 165 M

v 1 18 47.72 158 M
o 2 33 66.82 158 M

Estadistica | Promedio 26 57 158
Desv.Std. 6 16 7

Los sujetos deben tener un ayuno de 12 horas previas a la administracién

de la dosis del medicamento, ademas de ingerir una alimentacion

balanceada durante los dias de estudio.
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-~ ADMINISTRACION DE LOS MEDICAMENTOS
Los sujetos seleccionados se dividirdn en 4 grupos de 2 sujetos, en forma
aleatoria, a cada grupo se le asignard upa nimero para identificarlos (L

LI yIV).

Los medicamentos se administraran en dosis unica (75 mg) por dia de

estudio, cuyas férmulas se describen a continuacién:

Férmula del DOLO-FENIL® 75 Inyectable (C)(22):

Diclofenaco Potésico 75.00 mg
Propilenglicol 625.00 mg
Alcohol Bencilico 120.00 mg
Sodio Bisulfito 9.00 mg
Hidréxido de Sodio 3.90 mg
Manitol 19.00 mg
Agua para inyeccién c.p.s. 3.00 mL

Férmula del Producto R ® Inyectable (C)(10);

Diclofenaco Potasico 75.00 mg
Propilenglicol 600.00 mg
Alcohol Bencilico 120.00 mg
Sodio Bisulfito 9.00 mg
Hidréxido de Sodio 3.90 mg
Manitol 18.00 mg
--Agua para inyeccién c.p.s.. - - 3.00 mL

La administracién de los medicamentos se llevari a cabo tomando en

cuenta los siguientes parametros:
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HORARIO

El estudio tendra una duracion de 4 semanas. De cada semana se
elegird un dia en el cual se les administraran los medicamentos a
evalvar y serdn extraidas las muestras de sangre a analizar, La
forma en que estos serdn administrados, se detalla en la tabla

No.2:

TABLA No 2. Secuencia de la administracién de los

medicamentos.
Grupo
De Sujetos 1ra. Semana 2da. Semana
l A B
2 A B
3 A B
4 A B
5 B A
6 B A
4 B A
8 B A
Donde:
A= DOLO-FENIL1®75 Inyectable ( Unipharm ) (anexos
Figura 3) o 7
7‘ B= N .I-Drod.uéto R® / Voltarén® Inyectable ( Novartis ) (anexos
Figura 4)

Los medicamentos se administrardn por via intramuscular
profunda. La primer semana se les administrara el medicamento

en el cuadrante superior externo del gliteo derecho, la segunda
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semana del estudio se les administrara en el cuadrante superior

externo del gliteo izquierdo.

3.2. INTERVALO DE TIEMPO ADMINISTRACION DEL
MEDICAMENTO

Se inyectard el medicamento a los sujetos en un intervalo de

tiempo no mayor de 40 minutos.
ALIMENTACION
Cada dia de estudio a los sujetos se les dara una dieta balanceada baja en
grasa, durante el transcurso del mismo (ver en Anexos el Cuadro 4 y las
Figuras 5y 6)

EXTRACCION DE LAS MUESTRAS DE SANGRE

A. Preparar por sujeto dos ampollas que contengan la solucién de

heparina sddica ¢ identificarlas como se indica en la Tabla No. 1.

B. Verificar que los tubos cénicos de plastico se encuentren
debidamente identificados por grupos de sujetos y la frecuencia de
tiempo, en que serdn extraidas las muestras de sangre.

C. Agregar dos gotas de heparina solucién anticoagulante a cada tubo.

D. Colocar el catéter a cada paciente verificando que exista fluido de

sangre en el mismo (Ver en Anexos Figuras 7 y 8).

E. Colocar el sello de heparina en el catéter.
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Inyectar 1 mL de la solucién de heparina sédica por el catéter (esto

es necesario para evitar que se tape el catéter).

Administrar por via intramuscular profunda los medicamentos a

evaluar, la forma en que seran administrados se indica en la Tabla
No. 2.

Extraer en un perfodo de 0-10 horas después de la administracién de
una dosis tnica del medicamento, 13 muestras sanguineas de 10 cc.
cada una, a los 0, 10, 20, 30, 40, 60, 90 minutos, 2,3,4,6,8y 10
horas. (Ver en Anexos Figuras 9 y 10). Nota: Para extraer las
muestras de sangre se debe quitar ¢l sello de heparina, rapidamente
colocar la jeringa para extraer 10 mL de sangre, a continuacién se
coloca inmediatamente el sello de heparina. (Ver en anexos, Tablas

No. 1y?2).

6. TRATAMIENTO DE MUESTRAS

Las muestras de sangre obtenidas se tratarén de la siguiente forma:

A.

Introducir 10 cc. de sangre extraidos en frascos heparinizados,

debidamente identificados, dejar reposar por 20 minutos.

Centrifugar la sangre por 10 minutos a 1,500 RPM. Se forman tres
capas principales: la masa de glébulos rojos que queda en el fondo,
la capa leucocitica en la interface de contacto y el plasma en la capa

superior(Ver en anexos, Tabla No. 3 y Figura 11). (11)

Extraer el plasma con una pipeta de 1000 uL, (el plasma se congela
a - 6 °C para su posterior andlisis si es necesario) (Ver en anexos,

Tabla No. 4).



Descongelar el plasma.
Transferir 1 mL de plasma a un tubo de vidrio.
Agregar 1 mL de agua.

Acidificar con 2 mL de 4cido fosférico 0.83 M, para la extraccién

del Diclofenaco.
Agitar por 30 segundos a 1200 RPM en Vortex.

Agregar 4 mL de una mezcla de hexano-alcohol isopropilico
(90:10).

Tapar los tubos y agitar por 1 minuto a 1400 RPM en Vortex.
Centrifugar a 1500 RPM por 10 minutos.

Congelar la fase acuosa.

- Transferir ]a fase orgénica no congelada a un tubo de ensayo.

Evaporar con corriente de nitrégeno a temperatura ambiente hasta

sequedad.

- Redisolver el residuo con 2 mL de fase mévil, agitando en Vortex a

1800 RPM por 2 minutos.
Filtrar a través de una membrana de 0.2 um.

Inyectar en el Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucién (HPLC)

(Ver en anexos, Tabla No. 5).
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" ANALISIS CROMATOGRAFICO

La preparacion del patrén de diclofenaco sédico se especifica en los
anexos en el cuadro No. 5. Al tener completa la curva de calibracién con
los ocho patrones, se transfiere 1 ml de cada solucién a un tubo de ensayo
cénico, luego se le agrega 1 ml de plasma (extraido a los ocho pacientes
previamente a cada dia de muestreo). Luego los ocho patrones
contaminados con plasma son tratados tal y como se realiza el

tratamiento de las muestras.

Los patrones contaminados y las muestras reconstituidas y filtradas se
inyectardn en el Cromatdgrafo Liquido de Alta Resolucién (Ver en

Anexos Figura 12) con las condiciones siguientes:

Cromatdgrafo: Liquido de alta presion Merck Hitachi D-
7000 .
Columna: RP-8 - 250 x4 um.
Flujo: 1.3 mL/minutos.
Longitud de onda: 282 nm.
Tiempo de corrida: 7.0 minutos.
Eje de X: 0.5 mv.
. Tiempo de retencion: 5.0 minutos.
Inyector: . 20 pL.
Fase movil: Metanol:Tampén de fosfatos pH 7.0 (60:40)
filtrada y desgasificada.
Periodo de muestreo: - 50.
Sensibilidad: 10.

La curva de patrones de diclofenaco sddico se inyecta una vez por pareja
de muestras (Grupo I, Grupo II, Grupo IIl y Grupo IV), realizando cuatro

corridas de la curva de calibracion por dia de analisis.
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"ANALISIS ESTADISTICO

La comparacién de las biodisponibilidades entre DOLO-FENIL® 75 inyectable y
Producto R® inyectable, para determinar la significancia de su diferencia, se
establece por aﬁélisis estadistico de los pardmetros de biodisponibilidad ( Tmax, C
max, AUC) y para la medida secundaria (Cmax/AUC ) obtenidos para cada uno de
los medicamentos en los 8 sujetos, utilizando el analisis de varianza (ANOVA) que
determina el Estadistico de Prueba F, factor utilizado para rechazar o aceptar la

hipétesis nula.
DISENO DEL ESTUDIO

El estudio se basa en un disefio de cuadrado latino 4 x 4 balanceado para efectos
residuales.  Ocho voluntarios sanos son informados de la droga y los
procedimientos a realizar antes de firmar sus actas de consentimiento. El estudio
con los sujetos divididos en cuatro grupos de dos sujetos cada uno tiene una

duracion de dos semanas.

Los productos reciben una designacién de medicamento A y medicamento B de tal
modo que quienes realizan la administracién del medicamento y el tratamiento de

las muestras desconozcan el origen de las mismas (doble ciego)

En la primera semana los grupos I y I reciben la administracién del medicamento A
y los grupos Il y IV reciben la administracién del medicamento B; en la segunda

semana se invierte la administracién de los medicamentos A/B a los grupos.

La secuencia de la administracién de la droga a cada sujeto se realiza segun el
numero de grupo y el nimero del sujeto, de modo que en ambas semanas se

mantenga el orden de la administracidn.

Todos los sujetos llenan los requisitos establecidos al momento de la seleccién de

los grupos.
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Los requisitos de seleccién incluyen examinacién fisica y valores de laboratorio
normales, los sujetos no tienen historia de anemia, depresion de la médula dsea,
desoérdenes hemorragicos, enfermedades cardiovasculares, enfermedades hepaticas o
renales, asma, dependencia de drogas, alcoholismo y / o hipersensibilidad a
medicamentos. .Ningﬁn tratamiento farmacolégico es permitido durante 7 dias antes

del inicio del estudio ni durante el mismo.

La edad media de los sujetos es de 26:45.82 afios, su peso promedio de 57+16.41 Kg

y su altura promedio de 158+7.30 cm.

Los sujetos son cateterizados y les son extraidas trece muestras de sangre, una antes de la
aplicacién del medicamento y a 10, 20 , 30, 40, 60, 90 minutos ¥ 2,3,4,6,8y 10 horas. Las
muestras son cenfrifugadas y el plasma separado es congelado inmediatamente y mantenido

a 5°C hasta el momento del analisis.



V. MARCO OPERATIVO

RECOPILACION Y TRATAMIENTO DE LOS DATOS

Los resultados obtenidos del andlisis cromatogrifico fueron tabulados en
forma ordenada, llenando la tabla No. 6 (ver en anexos). La tabla incluye los
parametros de biodisponibilidad Tmax y Cmax, valores necesarios para poder
calcular otros pardmetros como el 4rea bajo la curva AUC y la medida secundaria

mas importante cuando se estudia bioequivalencia, la relacién Cmax/AUC.

Con los datos anteriores se grafican las curvas de biodiponibilidad de ambos
medicamentos para los ocho sujetos para poder observar cualitativamente la
influencia de la variacién individual que caracteriza a la administracién

intramuscular.

Posteriormente se comparan estadisticamente los valores de Tiempo maximo
(Tmax), Concentracién maxima (Cmax), Area bajo la curva (AUC) y la relacién de
concentracion plasmatica / Area bajo la curva (Cmax/AUC), mediante el analisis de

" varianza, prueba estadistica que permitir4 establecer la equivalencia entre ambos

productos.
1. CALCULO DEL AREA BAJO LA CURVA (AUC)

1.1.  Graficar cada tiempo de muestreo y su respectiva concentracién a
ese tiempo para observar la curva de biodisponibilidad de cada
producto.

1.2. Trazar los trapecios que se forman entre los tiempos continuos y
sus respectivas concentraciones, a lo largo del tiempo (de t, hasta

tio horas). Nota: la primer figura que se forma es un tridngulo,
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debido a que la concentracion inicial y el tiempo inicial es cero, y

el Area se calcula por la férmula: Y (B x k).

1.3, Las lineas paralelas (B y b) se obtienen de las concentraciones
plasméticas de diclofenaco a estos tiempos y la distancia entre
tiempo y tiempo en el eje X (h), calcular el 4rea del trapecio

mediante la formula:

A=%(B+b)x(h)

Donde:

Byb= las concentraciones de las lineas paralelas del
trapecio.

h= es el valor de la altura o diferencia entre dos
tiempos .

1.4. Sumar las éreas de los trapecios y el triangulo obtenidos para

cada gréfica para determinar el Area total bajo la curva.

NOTA: Los pasos anteriores ( 1.1 - 1.4 ) son realizados
en una hoja electrénica mediante la aplicacion de féormulas
que permiten obtener los resultados de forma rapida y

precisa.

TRATAMIENTO ESTADISTICO

Los ocho valores de Tmax, Cmax, AUC y Cmax/AUC que se encuentran
tabulados en la tabla No. 6 se comparan mediante la aplicacién del
Andlisis de Varianza (ANOVA) para obtener la informacién necesaria

qﬁe permita justificar el rechazo de la hipétesis nula.
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ANOVA (Anilisis de Varianza) (12)

El anélisis de varianza (ANOVA) se utiliza para determinar el
estadistico de prueba F, valor mediante el cual se puede
establecer si la Hip6tesis Nula se rechaza:

F = Es el estadistico de prueba, se obtiene
mediante la aplicacién de una serie de
férmulas sencillas que involucran a los
datos de ambas mmuestras bajo

comparacion.

Fio=001y = Valor critico de F, es un valor constante
que se obtiene de tablas y se encuentra
directamente relacionado a los grados de
libertad de la muestras que se encuentran
bajo comparacién. En el presente estudio
F q-00n=8.8617 (1 % de limite de error
- 99% limite de confianza para una
muestra de 1 grado de libertad en el
numerador y 14 grados de libertad en el

denominador ).

Al comparar F con F (, - q01) se logra establecer si se puede

rechazar la hipdtesis nula mediante la siguiente condicién:

81 F > F i, = go1yla hipbtesis nula se rechaza, en este caso el

valor de F deberia ser mayor de 8.8617 para poder concluir
que la hipétesis nula es rechazada, o sea que los productos
serian significativamente diferentes. Por el contrario, si el
valor de F es menor que 8.8617, que no existe suficiente

evidencia entre los datos para rechazar la hipétesis nula, por lo
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que se concluye que los productos no son significativamente

diferentes.

SECUENCIA DE FORMULAS QUE DETERMINA “F «

Se detalla a continuacién la secuencia de formulas necesarias

para determinar los valores de CMT y CME para calcular F a

partir de los valores de &reas bajo la curva obtenidos

anteriormente para cada producto:

SCT =

Suma de Cuadrados Totales =

(Suma total 8 dreas DOLO-FENIL® 75)/8 +

(Suma total 8§ reas de Producto R®)"/8 -

CM

Donde;:

CM =

SCTotal=

SCE=

Cuadrados Medios =
(Suma de 16 AUCY /16

Suma Cuadrados Total =
(AUC)) + (AUCy)?
(AUCs)* - CM

Suma de Cuadrados de
Emror = SCTotal - SCT.

Tt

Obtenidos los resultados anteriores, se pueden

CME.

aplicar a las féormulas que determinan CMT y

El cuadrado medio de los tratamientos tiene (p -

1) grados de libertad, esto es, uno menos que el

numero de medias, entonces:



53

Cuadrado Medio de los Tratamientos (CMT) =
SCT/(p-1)

Donde:

p = 2 medias.

Entonces (p-1)= 1

El cuadrado medio de error (CME) tiene (n - p)
grados de libertad, esto es el nimero de muestras

menos el numero de medias.

Cuadrado Medio de Error (CME) = SCE /(n
-p) ~ SCE /(n; + n; - p)

Donde:
n,= 8 valores de 4rea para FDOLO-FENIL® 75
iny.

n,= § valores de 4rea para Producto R® iny.
P = 2 medias

Entonces:

n+mn-p=(8+8)-2)

Donde:
(Cn-p)=14
Entonces:
F=CcMT
CME
3 PRUEBA DE HIPOTESIS

Al comparar F con F - g1y se logra establecer si se puede rechazar la

hipétesis nula mediante la siguiente condicién:
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Si F > F (4 =00 la hipotesis nula se rechaza, en este caso el valor de F
deberia ser mayor de 8.8617 para poder concluir que la hipdtesis nula es

rechazada, o sea que los productos serian significativamente diferentes.

Por el contraro, si el valor de F es menor que 8.8617, que no existe
suficiente evidencia entre los datos para rechazar la hipétesis nula, por lo
que se podria concluir que los productos no serian significativamente

diferentes.

B. RECURSOS

i I RECURSOS HUMANOS
Autor: Br. Mario Emilio Ochoa Arango.
Asesor: Lic. Marco Antonio Ramos Midence.

Quimico Farmacéutico
Colaboradores:

Licda. Yara P. Herndndez de Polanco.

Quimico Farmacéutico

Dr. Ramiro Paiz.

Médico y Cirujano

Lic. Sergio Stuardo Sanchez Mendizabal.

Quimico Bidlogo

Licda. Martha Eunice Ramos de Sanchez.

Quimico Bidlogo
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Dra. Ingrid Cotto de Lépez.

Médico y Cirujano.
RECURSOS MATERIALES
2.1 EQUIPO

Cromatégrafo Liquido de Alta Resolucién Merck Hitachi D-
7000.

Columna cromatogréfica de acero inoxidable Lichrocart RP-8
Inyector manual LC-organizer Merck Hitachi.

Detector UV L-7400, Merck Hitachi.

Bomba de inyeccién HPLC para gradientes, Merck Hitachi
Modelo L-7100.

Impresora Epson LX-300.

VWR Vortex MV 1 de 200A 2,500 RPM 115 W.

Brand Transferpette Digital 100 - 1000 UL

Membranas de filtracién 0.2 um de diametro.

Centrifugadora Damon/IEC Divisién Modelo HNS-II.
Congelador Whirpool Modelo EHH-060 F.

Termo de I litro de capacidad.

- Angiocat No. 16, No. 18 de 1 pulgada.

Jeringas de 5 mL calibre 21.
Jeringas de 10 mL calibre 21.

Sellos de heparina.

-..Gradillas para tubos.

Tips para pipetas Brands Transferpette

Ligaduras.

Heparina solucién anticoagulante 10 mL (Arquisa).
Alcohol 70 %.

Algodon.

Micropore Y2 pulgada.
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Tijeras.

Papel bond tamafio carta para impresora.
Cinta para impresora Epson Stylus color 200
Rollo de Biofilm.

Etiquetas autoadhesivas.

REACTIVOS

Metanol HPLC grado cromatégrafico.
Alcohol isopropilico.

n - Hexano

Nitrégeno liquido.

Nitrogeno gaseoso.

Acido Fosférico 0.83 M: Agregar a un balén volumétrico de
500 mL 100 mL de agua destilada, agregarle 40.67 ml de

deido fosfdrico, mezclar y llevar a volumen con agua. Nota:

trabajar con guantes y bajo la campana de flujo laminar.

Mezcla de n-Hexano- Alcohol isopropilico: Medir en una

probeta graduada de 100 mL, 90 mL de n-Hexano y verterlos
en un beaker de 250 mL, de la misma manera medir en una
probeta de 10 mL, 10 mL de Alcohol isopropilico y verterlos

en el beaker que contiene los 90 mL de n-Hexano y mezelar.

Tampon de fosfatos pH 7.0: en un Lalon aforado de 500 mL

verter el contenido de una ampolla de titrisol Merck pH 7.0

llevar a volumen con agua destilada y mezclar.

Preparacion de la Fase Mévil: (para 1,250 mL) Medir 750 mL

de metanol grado HPLC en una probeta, colocarlos en un

Jrasco adecuado. Agregar 500 mL de Buffer de fosfatos pH
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7.0 al recipiente que contiene metanol y mezclar, Filtrar por

Jiltros hidrofobicos 0.45 um y desgasificar.

Solucién de Heparina Sédica: En una jeringa de 10 mL medir

1 mL de heparina sédica, luego medir 9 mL de solucién

isotonica con la misma jeringa.

Estandar Secundario de Referencia de : Diclofenaco Sédico

- (Madex Farmacéutica)

CRISTALERIA

Balones aforados de 50, 100, 500 y 1000 mL.
Beacker de 50, 250 y 500 mL.

Kitazato de 1000 mL.

Frascos rouser de 500 y 1000 mL.

Probetas 10, 250, 500 y 1000 mL

Pipetas volumétricas de 1, 2, 3, 4, §, 10, 20, 25 mL
Tubos de plastico con punta conica de 15 mL.
Tubos de vidrio con punta cénica de 15 mL.

Tubos de vidrio de 15 mL, esterilizables con rosca.
Viales de vidrio 10 mL.

Cepillos para limpiar tubos de ensayo.

RECURSOS FISICOS

Laboratorio del Departamento de Investigacién

Desarrollo, Laboratorio Unipharm.

Laboratorio Clinico La Villa.

Laboratorio Clinico Médica La Villa.

y
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Sala de Reuniones Laboratorio Unipharm.

2.5. ASPECTOS ECONOMICOS

RECURSOS COSTO EN QUETZALES

EQUIPO

SUBTOTAL Q24678.22
RECURSOS

REACTIVOS

SUBTOTAL Q4546.34
RECURSOS

CRISTALERIA

SUBTOTAL Q11340.71
RECURSOS

FISICOS

SUBTOTAL Q16,496.0

GRAN TOTAL Q. 57,431.27

El total de los aspectos econémicos ha sido financiado por la
compailia fannacéutica Unipharm, S.A., la cual inicia con este
estudio una evaluacién farmacocinética de los productos que

por su naturaleza asi lo requieren.



VL RESULTADOS

A continuacién se presentan los resultados de las concentraciones plasmaticas
obtenidas en cada semana de administracién para ambos productos, las graficas

resultantes se encuentran en la seccién de Anexos.

Concentraciones plasmaticas DOLO-FENIL®75 — Semana 1

Grupo 1 Grupo 1l
Medicamenio A Medicamenio A

Tiempo Sujefo 1 Sujeto 2 Sujeto 1 Sujeto 2

( Horas ) ug /' ml ug / ml ug / ml ug / mi
0.000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000
0.167 0.66795800 1.35852000 0.26947200 1.67895000
0.333 1.22943000 1.52119000 0.50901800 1.97772000
0.500 1.24960000 1.70115000 0.74202800 1.9704100
0.667 1.84341000 2.36324000 0.95475800 1.65684000
1.000 1.88963000 1.94247000 1.246740C0 2.14725000
1.500 1.76915000 1.29407000 0.83192300 1.06028000
2.000 1.15373000 0.82629500 0.64524300 0.53683600
3.000 0.69927300 0.39785300 0.61C28200 0.322725800
4.000 0.45087300 0.27606800 0.47542200 0.2734150
6.000 0.72696300 0.11408200 0.76295300 0.07892600
8.000 0.19827000 0.06430500 0.08193700 0.06047700
10.000 0.04882900 0.06357200 0.07204200 0.02283300

Concentraciones plasmaticas DOLO-FENIL®75 — Semana 2
Grupo M Grupc 1V
Medicamento A Medicamento A

Tiempo Sujeto T Sujeto 2 Sujeto 1 Sujeto 2

{ Horas ) ug / ml ug /ml ug / ml ug /mi
0.000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000

~0.767 ~0.75946700 | 1.029209000 1.19768000 0.9127550
0.333 1.25000000 1.40000000 1.40438000 1.70370000
0.500 1.40206000 1.16271000 1.51748000 0.5138640
0.667 1.36397000 0.89075600 1.68746000 1.08083000
1.000 1.35681000 0.828395600 1.63649000 0.95634700
1.500 0.56433500 0.64145800 1.19444000 1.70788000
2.000 0.73948800 0.38317800 0.85106600 0.46632700
3.000 0.42715300 0.07114500 0.44844600 0.28365400
4.000 0.24926700 0.10829300 0.28585700 0.20808800
6.000 0.08298000 0.04929200 0.14533200 0.70575900
8.000 0.03658400 0.026971300 0.08205700 0.06063400
10.000 0.074Z27400 0.02216900 0.04554700 0.05383500




Concentraciones plasmaticas Producto R ® — Semana 1

Grupo 111 Grupo IV
Medicamento B Medicamento B

Tiempo Sujeto 1 Sujeto 2 Sujeto 1 Sujeto 2

( Horas ) ug / mi ug / ml ug / mi ug / mi
0.000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000
0.167 0.43857800 0.55723300 4.23542000 1.33430000
0.333 0.87026800 0.919443900 479087000 2.04220000
0.500 0.94738200 1.05056000 4.52941000 1.64673000
0.667 1.09854000 1.02504000 3.23533000 2.40272000
1.000 1.15248900 0.94457400 3.03277000 1.59776000
1.500 1. 79563000 0.70576700 1.34890000 0.9363760
2.000 1.03874000 0.38154400 0.85912400 0.48533400
3.000 0.46968600 0.1963Z200 0.44277000 0.20226400
4.000 0.32380500 0.12596000 0.25674800 0.11651300
6.000 0.21132700 0.05735500 0.08046300 0.1T158100
8.000 0.12462200 0.01817100 0.05765700 0.053716600
10.000 0.07730300 0.01303800 0.01886800 0.02509700

Concentraciones plasmaticas Producto R ® — Semana 2
Grupo | Grupo IT
Medicamento B Medicamento B

Tiempo Sujeto 1 Sujeto 2 Sujeto 1 Sujeto 2

( Horas ) ug / mi ug / mi ug/ mi ug / ml
0.000 0.00000000 0.00000000 0.00000000 0.00000000
0.167 0.59987400 0.90000000 0.46997800 1.24556000
0.333 0.88214400 2.00586000 0.76628500 1.84465000
0.500 1.13764000 2.05128000 1.11943000 1.50854000
0.667 1.30584000 2.071346000 1.03876000 1.21900000
1.000 1.73276000 1.54707000 1.19935000 0.88823000
1.500 1.14370000 1.02527000 0.66055500 0.4196660
2.000 0.59488300 0.62539500 0.54738900 0.3567740
3.000 0.38994300 0.39476300 0.26765500 0.16723300
4.000 0.27873700. 1. 0.26794300 0.13487300 0.10234400
6.000 0.12723700 0.24632300 0.05609600 0.06097600
8.000 0.06693400 0.06865300 0.03931100 0.03665300
10.000 0.02715600 0.02003300 0.02791700 0.0777770

60
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Grupo Sujeto Tmax Cmax AUC Cmax / ABC
. horas ug /ml ug x h/ml
I 1 1.000 1.889080 2.08413/7/7 0.33779826
2 0.667 2.363240 | 4.5723798 0.51685720
i 1 1.000 1.246140 | 3.7062073 0.33623052
2 1.000 2.141250 | 4.1723375 0.51320227
m b 0.500 1.402060 | 3.5600358 0.39383312
pJ 0.333 1.400000 | 2.7478865 0.65180353
v 1 0.667 1.687460 | 4.4032072 0.38323482
2 0.500 1.372564 3.0627495 0.44823546
Estadistica |Fromedio 0.708375 1.6878005 3.9022912 0.44764865
Desv. Std. 0.263576 0.407345 1.040231 0.108425
Datos Farmacocinéticos de Producto R®
Grupo Sujeto Tmax Cmax AUC Cmax/ABC
horas ug / ml ugxh/ml
I 1 1.000 1.732760 | 3.7198963 0.46564739
2 0.500 2.057280 | 4.3903349 0.46722632
I 1 1.000 7.199350 | 2.5996007 0.46134334
2 0.333 1.844650 | 2.4565124 0.75092232
n 1 1,500 1.195630 | 4.1989921 0.284742174
2 0.500 1.050560 | 2.2594596 0.46436074
Y 1 0.333 4.790870 | 6.7595630 0.70875440
2 0.667 2402720 | 3.7633071 0.03846074
Estadistica |Fromedio 0.729125 2.0334025 3.7684688 0.53025717
Desv. Stdl. 0.407726 1.208908 1.458251 0.155701
Donde:
Tmax: Tiempo méximo
Cmax: Concentracion maxima
AUC: Area bajo la curva
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Anilisis de Varianza: Comparacién de Tmax DOLO-FENIL®75 vrs. Tmax Producto R®.

Analisis de varianza de T max entre DOLO-FENIL® 75 y Producto RO
RESUMEN
Grupos ) Cuenta Suma Promedio Varianza
Producio R® 8 5.833 0.729125 | 0.166240125
DOLO-FENIL® 75 8 5.667 0.708375 | 0.069472268
ANALISIS DE VARIANZA
Origen da variaciones SC G.L CM F Prob., Valor critico F
Entre grupos 0.00172225 1 0.00172225 | 0.014613148 | 0.905500069 8.861661627
Dentro de los grupos 1.64998675 14 0.117856156
Total 1.651709 15

Andlisis de Varianza: Comparacién de Cmax DOLO-FENIL®75 vrs. Cmax Producto R®,

Analisis de variarza de C max entre DOLUFENIL® 75 v Producio R®
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza
Producto R® 8 16.26722| 20334025 | 1.461457471
DOLO-FENIL® 75 8 13.5024 | 1.6878005 | 0.165929835
ANALISIS DE VARIANZA
Origen de variaciones Sc G.L cM F Prob. Valor critico F
Entre grupos 0.47776297 1 047776297 | 0.587153347 | 0.456248554 8.861661627
Dentro de los grupos 11.39171156 14 0.213693683
Total 11.86947453 15
Donde:
SCT; Suma de cuadrados totales G Grados de libertad
CM: Cuadrados medios F: Estadistico de prueba

Prob.: Probabilidad de cometer un error de tipo 1.
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Andlisis de Varianza: Comparacién de AUC DOLO-FENIL®75 vrs. AUC Producto R®.

Analisis de varianza de AUT entre DOLO-FENIL® 75 y Producio R®
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Producto R® 8 30.14775 | 3.768468763 | 2.126406082
DOLO-FENIL® 75 8 31.21833 | 3.902291163 | 1.082079641
ANALISIS DE VARIANZA

Origen de variaciones SC GL cH F Prob. Valor critico F
Entre grupos 0.071633739 1 0.071633739 | 0.044651412 | 0.835691349 8.861661627
Dentro de los grupos 22.460035836 14 1.604288311
Total 22.5316701 15

Analisis de Varianza: Comparacién de Cmax/AUC DOLO-FENIL®75 vrs Cmax/AUC
Producto R®

[Analisis de varianza de C max / AUC entre DOLO-FENIL® 75y Produicto R®
RESUMEN
Grupos Cuenta Suma Promedio Varianza

Producto R® 8 4242057 | 0530257173 | 0.024242866

DOLO-FENIL® 75 8 3.581183 | 0.447648648 | 0.011756027

ANALISIS DE VARIANZA

Origen de variaciones Sc G.L cM F Prob. Valor critico F

(Entre grupos 0.027296674 1 0.027296574 | 1516528501 | 0.238431555|  6.861661627

Dentro de los grupos 0.251992255 14 0.017929447

Total 0.279288929 15
Donde:
SCT: Suma de cuadrados totales G.L.: Grados de libertad
CM: Cuadrados medios B Estadistico de prueba

Prob.: Probabilidad de cometer un error de tipo I .
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A continuacién se presentan los valores del estadistico de prueba F determinados a partir

de los parametros farmacocinéticos obtenidos para cada uno de los productos y sus
respectivos valores criticos:

(OFENTE TS y Protso KB son Biceuvalontes | —‘
Parametro Estacistico de Valor Critico Probabilidad Rechazo Condiciénde
Comparado Prueba F afa=0.01 Enmor Tipo| Hipdtesis Nula Bioequivalentes
T max 00613148 | 886165167 | 0.508500089 No hay suficerie eviderdia sl
Cmax 0587153347 | BESIESI6T | 0456854 Nohey sulicierte avidedia sl
AC 0044651412 | 861661677 | 086D No hey suficierte avidenda st
Crmex/ AUC 1516228501 8E51661627 0.22841585 Nohay sufiderte evidercia st

Donde:

Tmax: Tiempo maximo

Cmax: Concentracién maxima

AUC: Area bajo la curva

Cmax/AUC:  Medida secundaria establecida por Endreyi y Tothfalusi (21)




VII. DISCUSION DE RESULTADOS

Como se observa en los valores de estadistico F (prueba de hipétesis), cuando se
comparan con el valor critico de Fu-o01y (8.86166) se puede notar la gran diferencia
existente entre ambos valores, en todos los casos, sin considerar qué parametro es
utilizado para comparar, se mantiene la relacién en la que el estadistico de prueba F es

menor que su valor critico.

Lo anterior permite establecer que no se encuentran suficientes evidencias dentro
de las muestras para rechazar que, el producto A y B, mno son significativamente
diferentes (son equivalentes) segiin el andlisis de varianza. Cuando esta informacién
obtenida a partir de la estadistica se extrapola al objeto de estudio, se interpreta que con
ambos productos se obtienen pardmetros de biodisponibilidad equivalentes ya que no

existe suficiente evidencia entre ellos que permita establecer que no lo son.

Para muchos autores la validez de un estudio de bioequivalencia se basa en
comparar la concentracién maxima alcanzada (Cmax) luego de la administracién de cada
uno de los productos, ya que consideran este pardmetro mas representativo y confiable
del indice de exposicion sistémica que el 4rea bajo la curva (AUC) o la relacién de
concentracién méxima / rea bajo la curva (Cmax/AUC), sin embargo todos los valores
de F obtenidos a partir de cualquiera de los pardmetros de biodisponibilidad evaluados en
los productos A y B, demuestran que F es menor que su valor critico establecido en las

_ tablas. (20)

Otros autores consideran que la relacién de concentracién maxima / area bajo la
curva (Cmax/AUC) es una medida secundaria en la determinacién de bioequivalencia
que presenta menos variabilidad, ya que incluye las variabilidades de ambos pardametros
de biodisponibilidad al mismo tiempo. Lo anterior permite utilizar estas medidas

secundarias como factores mas precisos en el control rutinario de la biodisponibilidad de
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los medicamentos, ya que disminuye las frecuentes variaciones en los valores de

concentracién maxima y area bajo la curva. (21)

Debido a lo anterior se compararon estadisticamente y analizaron los tres
parémetros de biodisponibilidad obtenidos a partir de la administracién de los
medicamentos (Tmax, Cmax y AUC) y también se compard la medida secundaria
(Cmax/AUC) establecida por Endrenyi y Tothfalusi como menos variable y mas
confiable. (22)

Los resultados fueron muy ilustrativos de cémo existe una equivalencia biolégica
entre ambos medicamentos estudiados (DOLO-FENIL® 75 y Producto R®), ya que en
todos los casos el andlisis de varianza demostrd que no existen suficientes evidencias

para rechazar que son bioequivalentes (F < Fa).

Existen muchos factores que deben mencionarse y que influyeron en los
resultados obtenidos, por ejemplo la variabilidad individual presentada en los resultados
demostrd que las caracteristicas de cada individuo no fueron un factor tan estable como
se esperaba, los sujetos que alcanzaron las concentraciones plasmaticas mas altas con
ambos productos no siempre mantuvieron relacién directa con sus caracteristicas
individuales (sujeto 1 - Grupo IV). Se esperaba que las personas que tenian mayor
cantidad de tejido adiposo en los gliteos tendrian tiempos méaximos muy prolongados y
concentraciones méaximas muy bajas, ya que existe una pobre irrigacién sanguinea en
estos tejidos, sin embargo la experiencia demostré que lo anterior no es una constante

cuando se trabaja con administraciones intramusculares profundas.

- ... .Un caso que se comporté.de una forma tipica, fue el del sujeto 1 del Grupo II,
caracterizado por alto volumen de tejido adiposo en los gliteos, en la semana 1 se le
administr6 DOLO-FENIL® 75 y present6 la absorcién mas baja en relacién a los ocho
pacientes (1.2461400 ug/ml); en la semana 2, el comportamiento fue totalmente normal,
ya que se obtuvieron valores de concentracién plasmética maxima por debajo de la media

de la totalidad de la muestra (1.199350 ug/ml).
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De forma inesperada el caso del sujeto 1 del Grupo I, caracterizado también como
de alto volumen de tejido adiposo, fué contradictorio, en la semana | se le administro
DOLO-FENIL® 75, sus concentraciones plasmaticas méximas fueron mayores que las de
la media de la totalidad de la muestra (1.889690 ug/ml); no asi en la semana 2 en la que
se le administrd Producto R® present6 una concentracién plasmatica maxima por debajo
de la media de la totalidad de la muestra (1.732160 ug/ml), teniendo valores mucho

menores a los presentados con la administracién de DOLO-FENIL® 75.

Las variaciones presentadas en un mismo individuo demuestran que aunque cada
sujeto es su propia referencia, existen factores que pueden afectar la velocidad e
intensidad de la absorcién del diclofenaco sédico. Entre otros se debe mencionar que la
cercania de vascularizacion sanguinea al lugar de aplicacién puede disminuir los tiempos
de absorcion y aumentar las concentraciones plasmaticas maximas del activo bajo
estudio. Lo anterior se marca aiin més cuando se rompe algin vaso sanguineo al
introducir la aguja en un lugar inadecuado o una profundidad diferente a la especificada

(intramuscular profunda).

Dentro de los resultados se encontraron otros valores individuales que
mantuvieron una relacion 16gica en ambas administraciones, por ejemplo el sujeto 2 del
grupo I tuvo valores un poco arriba de la media en ambas semanas de aplicacién con
DOLO-FENIL® 75 (2.363240 ug/ml) y Producto R® (2.051280 ug/ml).

De los datos anteriores que son un ejemplo tipico de la variabilidad de la
velocidad y magnitud de absorcién de un principio activo luego de la administracién
intramuscular, se demostré que hacer afirmaciones concluyentes, a partir de estudios de

. biodisponibilidad de principios activos administrados por via intramuscular no es posible.

Como puede observarse en las graficas | y 6 presentadas en los anexos, ambos
productos presentan amplia variacién individual al ser aplicados a los ocho individuos .
en el caso del DOLO-FENIL®75 inyectable (grafico 1), se observa que las variaciones
individuales son menos marcadas que las observadas en el caso de Producto R®

inyectable (Gréfico 6).
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Lo anterior denota que a partir de la administracién intramuscular de diclofenaco
sédico se obtienen pardmetros de biodisponibildad muy variables, los cuales son
atribuidos a las caracteristicas individuales de los sujetos seleccionados para el estudio, a
los niveles de vascularizacién en el lugar de aplicacién y no a las caracteristicas del

producto como tal.

En las figuras 1 y 2 se muestran las caracteristicas fisioldgicas de los ocho sujetos
seleccionados para el estudio, se puede observar que las variaciones de altura son
minimas entre los mismos y las variaciones en la morfologia general de éstos no es

evidente,

Un factor importante que se debe mencionar es que el analisis de varianza
permite identificar el origen de las variaciones, mediante la cuantificacién de la variacién
interna de cada grupo de datos (Dentro de Grupos), y la variacién de un grupo de datos
respecto al otro (Entre Grupos). La variabilidad que se ha discutido se manifiesta
claramente cuando se cbserva la variacién dentro de grupos para los parameiros de
biodisponibilidad de Cmax y AUC (11.3917 y 22.4600 respectivamente), mientras que
los valores obtenidos entre grupos no denotan mayor variacién (0.4777 y 0.0716

respectivamente).

Considerando lo anterior se observa la razén por la cual Endrenyi y Tothfalusi
han justificado el uso de la razén Cmax/AUC para establecer la bioequivalencia entre dos
productos, ya que al observar las variaciones dentro de grupos obtenidos para esta medida
secundaria, se nota que el valor de las mismas es mucho menor ( 0.251992 ) que el
obtenido a partir de la comparacién de Cmax ( 11.3917 ) o de la comparacién de AUC (
122.4600 ). De la misma forma el valor de las variaciones entre grupos tambien se ve
disminuido al utilizar Cmax/AUC ( 0.02730 ) respecto al obtenido de la comparacién de

Cmax ( 0.4777 ) 6 de AUC ( 0.0716 ) (22).

Independientemente de la reduccién de las variaciones dentro de grupos que
presenta la relacién Cmax/AUC, se debe notar que siempre se mantiene la relacién en la

que la variacién dentro de grupos es mayor a la variacién entre grupos, lo anterior es un
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indicativo de que la variacién individual obtenida a partir de la administracién
intramuscular siempre es un factor a considerar antes de realizar afirmaciones acerca de
la posible bioequivalencia de productos con formas farmacéuticas y concentraciones

iguales pero con marcas comerciales diferentes.

A partir de lo discutido hasta ¢l momento, se analizaron los resultados del analisis
de varianza obtenidos al comparar las relaciones de concentracién méaxima / rea bajo la
curva (Cmax/AUC). EL valor del estadistico de prueba F para la comparacién ( 1.5165 )
fué menor que el valor critico establecido para esta muestra cuando se trabaja con un 1 %
de alfa (8.8617), y segun los resultados obtenidos, la probabilidad de cometer un error de
tipo I (rechazo de una hipétesis nula que es verdadera) es demasiado grande como para

rechazar la hipétesis nula ( 0.2384).

Lo anterior demuestra que no existe suficiente evidencia para rechazar la
hipétesis nula del estudio, la cual afirma que los pardmetros de biodisponibilidad de
DOLO-FENIL®75 y Producto R® no son significativamente diferentes. Sin embargo
para poder concluir en la bioequivalencia entre ambos se deberia profundizar mas en el
estudio farmacocinético de los preparados administrandolos por via intravenosa con el fin
de establecer el volumen de distribucién, el factor de absorcion, el niimero de
compartimientos de la cinética de eliminacién de la droga, las constantes de absorcién y

eliminacion, etc.



VIII. CONCLUSIONES

Los tiempos méximos (Tmax) obtenidos después de la administracién de DOLO-
FENIL®75 y Producto R® no presentan diferencia significativa segin lo indica el

analisis de varianza realizado.

Las concentraciones plasméticas méximas (Cmax) obtenida después de la
administraciéon de DOLO-FENIL® 75 y Producto R® no presentan diferencia

significativa segun lo indica el analisis de varianza realizado.

Las areas bajo la curva (AUC) obtenidas después de la administracién de DOLO-
FENIL® 75 y Producto R® no presentan diferencia significativa segun lo indica el

andlisis de varianza realizado.

Las relaciones de concentracién méxima / 4rea bajo la curva (Cmax/AUC) obtenida
para cada paciente después de la administracién de DOLO-FENIL®75 y Producto
R® no presentan diferencia significativa segin lo indica el analisis de varianza

realizado.

La cuantificacién de los pardmetros de biodisponibilidad después de una
administracion intramuscular es afectada directamente por la variacién individual
seglin lo indica el valor de la variacién entre los grupos obtenida en el analisis de

varianza.
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+ La medida secundaria Cmax/AUC es un valor fiel para realizar comparaciones de
bioequivalencia ya que reduce la significancia de las variaciones individuales segin

lo indica el valor de la variacién entre los grupos obtenida en el analisis de varianza.

¢+ No se determiné diferencia significativa entre los pardmetros de biodisponibilidad
evaluados (Tmax, Cmax, AUC) segiin el analisis de varianza que permita rechazar

que DOLO-FENIL® 75 y Producto R® son bioequivalentes.

¢ No se encontré diferencia significativa entre la métrica secundaria aplicada
(Cmax/AUC) segin el anilisis de varianza que permita rechazar que los parametros
de biodisponbilidad de DOLO-FENIL®75 inyectable y Producto R® inyectable no

son significativamente diferentes.




IX. RECOMENDACIONES

Realizar estudios de farmacocinética de diclofenaco sédico inyectable por via
intravenosa, ya que permite obtener otros pardmetros de biodisponibilidad no
determinados en el presente estudio (Volumen de distribucién, Tiempo de transito
medio, constante de eliminacién, constante de absorcidn, biodisponibilidad relativa,

aclaramiento renal, etc.)

Desarrollar otros estudios de biodisponibilidad para diferentes formas farmacéuticas
de diclofenaco sddico, ya que la via de administracién intramuscular es la que puede
presentar mayor variabilidad individual en los valores de los pardmetros

biodisponibilidad.

Utilizar programas de computacién especialmente disefiados para anélisis
farmacocinético de drogas a partir de concentraciones plasmaticas ya que proveen la

informacion necesaria de forma répida y precisa.

Realizar estudios que permitan establecer los rangos terapéuticos del diclofenaco
s6dico, ya que de este modo se pueden realizar modificaciones a las férmulas que

permitan mejorar los regimenes y dosificaciones actuales.

Utilizar patrones primarios del principio activo y de los metabolitos hidroxilados del
diclofenaco, a modo de verificar la selectividad de la metodologia y de observar las

concentraciones de estos durante la cinética de degradacién.
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Cuadro 1

FICHA MEDICA
No. de Registro :
No. de Sujeto : Edad (afios): Sexo: M /
Estatura (cms): Peso (1bs.):
EVALUACION SI NO
1  |Enfermedades renales
2  |Enfermedades endocrinas
3 |Enfermedades cardiovasculares
4  |Hepatitis
+5 |Embarazo
6  |Convulsiones o desmayos
7  |Enfermedades Venéreas
8 |Fiebre reumatica
9  |Tuberculosis
10 |Enfermedades pancredticas
11 |Alérgico a algiin medicamento
Especifique:
12 |Discracias sanguineas
13 |Accidentes
14  |Cirugias previas (especifique) :

Antecedentes familiares:

Conclusiones de la evaluacion:

Lic. Sergio Sanchez
Quimico Biologo

Dr. Ingrid Cotto
Médico y Cirujano




PRUEBAS DE LABORATORIO

No. de Registro:

No. de Sujeto: Sexo: M / F
A. HEMATOLOGIA
SERIE ROJA
TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES
Hematies:
Vardn 4.5 - 5 millones/ mm3
Mujer 4.4 - 5 millones/ mm3
Hemoglobina (Hb)
Varén 13 -18 /100 mL(90 - 120 %)
Mujer 12 -16 /100 mL(85 - 110 %)
Clasificacion de anemia Presente/ausente
Valor hematocrito (Hto)
Vardon 42-52 %
Mujer 37-48 %
Velocidad de sedimentacion globular
Varon 1-13 mm/h
Mujer 1-12 mm/h
SERIE BLANCA
TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES
LEUCOCITOS 5,000 - 10,000/mm3
Linfocitos 23-35%
Monocitos 4-8 %
Neutrdfilos segmentados 55-65 %
Neutrofilos encayados 0-5%
Eosinofilos 0.5-4%
Basofilos 0-2 %
Trombocitos 150,000 - 400,000/mm3
PRUEBAS DE COAGULACION

Tiempo de protombina

10-20 seg (85-110%); < 2 seg de

diferencia con el control.

Tiempo parcial de tromboplastina

(PTT o de cefalina)

25-38 segundos




PRUEBAS DE LABORATORIO

No. de Registro:

No. de Sujeto: M / F
B. ORINA
TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES
Andlisis de orina completo Cumple
C. HECES
TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO

UNIDADES CONVENCIONALES

Analisis de heces completo

Cumple

D. INMUNOLOGIA Y SEROLOGIA

HIV 1+2

Negativo

E. QUIMICA SANGUINEA

Glucosa (métodos clasicos)

80-110 mg/100mL

PRUEBAS RENALES

Acido trico 3-6 mg/100 mL
Creatinina 0.5-1.3 mg/100 mL
Urea 20-40 mg/160 mL
PRUEBAS HEPATICAS:

Albimina 3.5-5g/100 mL
Globulina 1.9-2.7 g/100 mL
Bilirrubina ( T/D ) 0.2-1 mg/100 mL
Proteinas totales 6.5-7.9 g/100 mL
Transaminasa pirivica ALAT-TGP 7-33 mU/mL
Gamma glutamil transferasa 10-41 mU/mL
|LIPIDOS

Colesterol total 150-250 mg/100 mL
Lipidos totales 450-850 mg/100 mL
Triglicéridos 40-170 mg/100 mL




Cuadro 2

RELACION PESO - TALLA

(MEDIDAS EN SISTEMA METRICO)

PESO EN HOMBRES (Libras) PESO EN MUJERES (Libras)
ALTURA | PROMEDIO | RANGO ACEPTABLE ALTURA | PROMEDIO | RANGO ACEPTABLE

158 553 112.43 - 141.09 145 46.0 92.59 -116.84
1.60 57.6 114.64 - 143.30 148 46.5 92.59-119.05
162 58.6 116.84 - 145.50 1.50 47.0 94.80 - 121.25
1.64 59.6 119,05 - 147.71 1.52 485 97.00 - 125.66
1.66 60.6 121.25 - 152.12 154 495 97.00 - 127.87
1.68 617 123.46 - 156.53 156 50.4 99.21 - 127.87
1.70 63.5 127.87 - 160.94 158 513 101.41 - 130.07
172 65.0 130,07 - 163.14 1.60 52.6 105.82 - 134.48
1.74 66.5 132.28 - 165.35 1.62 54.0 108.02 - 136.68
1.76 68.0 136.68 - 169.75 1.64 55.4 110.23 - 141.09
178 69.4 141.09 - 174.16 1.66 56.8 112.43 - 143.30
1.80 710 14330 - 174.16 1.68 58.1 114.64 - 145.50
182 72.6 145.50 - 180.78 1.70 60.0 116.84 - 14771
1.84 74.2 147.71 - 180.78 1.72 61.3 121.25 - 152.12
1.86 7508 152.12-189.60 | 1.74 536 123.46 - 154.32
1.88 716 156.53 - 194.09 176 64.0 141.09 - 157.73
190 | 793 | 160.93-19841 1.78 65.3 130.07 - 163.14
1.92 81.0 165.34 - 205.03

Lawrence M. Tiemey, Jr. Stephen J. McPhee Diagnostico Clinico y Tratamiento.
32 edicion. Editorial el Manual Moderno. pag 1110.



Cuadro 3

ACTA DE CONSENTIMIENTO

Por este medio, Yo: , que

me identifico con Cédula de Vecindad No. de Registro y No. de Orden
doy mi consentimiento para formar parte del Estudio comparativo de

biodisponibilidad de DOLO-FENIL®75 y Producto R® (Voltaren®) administrados por via

intramuscular profunda, el cual serd desarrollado por el Depto. de Investigacién y Desarrollo
Unipharm, S.A.

Durante la etapa experimental de este estudio, me serd administrado por via intramuscular

profunda en diferentes dias los 2 medicamentos siguientes:

DOLO-FENIL®75 Inyectable Lote NHN
Producto R (Voltaren®)Inyectable Batch 310600

y me serdn extraidas muestras sanguineas en volimenes descritos en el procedimiento.

Comprendiendo el propésito de dicha investigacién, que me fué explicada por el Lic. Mario
Emilio Ochoa, me comprometo a participar durante todo el periodo que dure el estudio, no fumar
cigarrillos, no ingerir bebidas alcohélicas o algiin medicamento (como analgésicos, laxantes, etc.)
todo lo anterior es necesario para no afectar el estudio. Al finalizar seré informado de los

resuitados del mismo.

Firma del Sujeto:

Fecha:




Cuadro 4

MENU ESTANDAR ALIMENTACION

DESAYUNO 8:00 AM

- Panqueques

- Jalea

- Pan tostado

- Jugo de naranja
- Fruta (manzana)

. REFACCION 10:30 AM

- Refresco
- Fruta (manzana)

ALMUERZO 13:00 PM

- Pollo cocido

- Verduras cocidas

- Arroz

- Tortillas

- Ensalada de lechuga
- Fruta

- Fresco

REFACCION 16:00 PM

- Atol (incaparina)

CENA 18:00 PM

- Frijoles colados
- Platano cocido
- Queso fresco

- Pan francés

- Fresco o leche




CUADRO 5

[ Preparacion del estandar de diclofenaco sédico
Solucidén madre
15.1 mg 99.86 mg 286.12  mg Diclofenaco Libre _ 0.28073889 mg/ml
50 ml 100.00 mg 318.10 mg Diclofenaco Sadico 280.738889 ug / ml
Solucién hija
280.738889 wg/ml x %%%} 2.807388886 ug/ml
Soluciones nietas ( curva de calibracion )
2.80738889 ug/ml  x 500'?0 2; = 0.028073889 ug/ml 1
280738889 ug/mi  x 516.00 r‘:: = 0.056147778 ug/ml 2
2.80738889 ug/ml  x 520'_% rmn: = 0112295555 ug/ml 3
280738889 ug/ml  x 530'% ::]' = 0.168443333 ug/ml 4
280738889 ug/ml  x 5‘:)'_% :: = 0224591111 ug/ml 5
280738889 ug/ml  x 5%?0 r’”ﬁ: = 0280738889 ug/ml 6
280738889 ug/ml  x ;g:g 2: = 0561477777 ug/ml 7
280738889 ug/ml  x k:gfg g: = 1.122055554 ug/mi 8
2.80738889 ug/ml  x gg:g :n’: = 1.403694443 ug/ml 9
280738889 ug/ml  «x gg_‘g 2; = 2.807388885 ug/ml 10
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FIGURA 3: Medicamento “A”
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FIGURA 5: Desayuno estandar

FIGURA 6: Almuerzo estandar
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FIGURA 9: Extraccién de muestras sanguineas
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DOCUMENTACION ADICIONAL



Cuadro |

LABORATORIO UNIPHARM, S.A.

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

No. de Registro :

No. de Sujeto : Edad (afios): 23 Sexo: @ B
Estatura (cms):

AP i =
| |Enfermedades renales X
2 |Enfermedades endocrinas X
3 |Enfermedades cardiovasculares X
4 {Hepatitis X
5 |Embarazo s
6 _|Convulsiones o desmayos X
7 |Enfermedades Venéreas X
8 |Fiebre reumatica X
9 |Tuberculosis |
10 |Enfermedades pancreaticas X
11 |Alérgico a algiin medicamento X
Especifique: |
12 |Discracias sanguineas X
13 |Accidentes X
14 |Cirugias previas (especifique) : X

Antecedentes familiares:
NINGUNO

Conclusiones de la evaluacion:
A APTO PARA ES1UDI1O P .
A BEGID ?.\‘Sanchez M. mmu;, : oy

JUTVC G HTOCCGT
c%éﬁgﬁﬁzo Mﬂ ﬁ\niﬁé@:ﬁ@‘ iy
Lic. Sergio‘$anefiez \ . Ingrid Cotio

Quimico Biologo Medico y Cirujano




No. de Sujeto:

TIPO DE ANALISIS

VALORES NORMALES
UNIDADES CONVENCIONALES

No. de Registro:

Andlisis de orina completo

Cumple

CUMPLE

i

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO
| ' UNIDADES CONVENCIONALES
Andlisis de heces completo Cumple CUMPLE

Negativo

NEGATIVO

vE

VICA SANGT

NO REACTIVO

Glucosa (métodos clasicos) 80-110 mg/100mL

PRUEBAS RENALES

Acido drico 3-6 mg/100 mL 6
Creatinina 0/5-1.3 mg/100 mL 1.0
Urea /" 20-40 mg/100 mL, 24
PRUEBAS HEPATICAS:

Albimina 3.5-5 /100 mL 5.3
Globulina 1.9-2.7 ¢/100 mL 1.4
Bilirrubina ( T/D ) 0.2-1 mg/100 mL 0.8 / 0.1
Proteinas totales 6.5-7.9 g/100 mL el
Transaminasa pinivica ALAT-TGP 7-33 mU/mL 20
Gamma glutamil transferasa 10-41 mU/mL 13
LIPIDOS

Colesterol total 150-250 mg/100 mL 165
Lipidos totales 450-850 mg/100 mL e
Triglicéridos 40-170 mg/100 mL 119




TIPO DE ANALISIS

UNIDADES CONVENCIONALES

RESULTADO

Hematies:

Vardn 4.5 - 5 millones/ mm3 5.0
Mujer 4.4 - 5 millones/ mm3 -—-
Hemoglobina (Hb)

Varon 13 -18 g/100 mL(90 - 120 %) 15.6
Mujer 12 -16 g/100 mL(85 - 110 %) e
Clasificacion de anemia Presente/ausente AUSENTE
Valor hematocrito (Hto)

Varén 42-52 % a7
Mujer 37-48 % --
Velocidad de sedimentacién globular

Varoén 1-13 mm/h 23
Mujer 1-12 mm/h s

" TIPO DE ANALISIS

VALORES NORMALES
UNIDADES CONVENCIONALES

RESULTADO

LEUCOCITOS 5,000 - 10,000/mm3 8000

Linfocitos 23-35 % 29

Monocitos 4-8 % 0

Neutrofilos segmentados 55-65 % 10

Neutroéfilos encayados 0-5% 0

Eosinofilos 0.5-4% 1

Basofilos 0-2 % 0

Trombocitos 150,000 - 400,000/mm3 0

PRUEBAS DE COAGULACION

Tiempo de protombina 10-20 seg (85-110%); < 2 seg de 15.5
diferencia con el control.

Tiempo parcial de tromboplastina :

(PTT o de cefalina) 25-38 segundos 38




Cuadro 1

LABORATORIO UNIPHARM, S.A.

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

No. de Sujeto : Edad (afios): 27 Sexo: M @
Estatura (cms): 1.50  Peso(lbs.): 155

P T

Enfermedades renales
Enfermedades endocrinas
Enfermedades cardiovasculares
Hepatitis

Embarazo

Convulsiones o desmayos
Enfermedades Venéreas
Fiebre reumatica

Tuberculosis

Enfermedades pancreaticas
Alergico a algiin medicamento
Especifique;

Discracias sanguineas
Accidentes

Cirugias previas (especifique) :

P Bl o i = e

V|t |wn|blwlro|—

—
o

—
bk

[ ol A o

—
(o]

—
(V8]

-
.8
Pl o P

Antecedentes familiares:
NINGUNO

Conclusiones de la evaluacién:

N APTO PARA ESTUDIO S
Lic,Sergm/S. anchez M. ( \ et 2 |

QUIMEG S OLOG0 |
COLEGIA 220 ; Al

Lic. Sergio Sanchez ¥ r. Ingn‘d"Co‘Qy
Quimico Biologo €dico y Cirujano




No. de Sujeto: Sexo: M@

VALORES NORMALES

TIPO DE ANALISIS RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES
Analisis de orina completo Cumple CUMPLE
PRUEBA DE EMBARAZO NEGATIVO
TIPO DE ANALISIS |  VALORES NORMALES RESULTADO
3 UNIDADES CONVENCIONALES
Andlisis de heces completo Cumple CUMPLE

|
1

NEGATIVO l

NO REACTIVO

Glucosa (métodos clasicos) 80-110 mg/100mL 79
PRUEBAS RENALES

Acido urico 3-6 mg/100 mL 4.5
Creatinina 0/5-1.3 mg/100 mL 0.1
Urea 7 20-40 mg/100 mL 27
PRUERAS HEPATICAS:

Alblimina 3.5-5g/100 mL 7
Globulina 1.9-2.7 /100 mL el
Bilirrubina ( T/D ) 0.2-1 mg/100 mL 0.9 / 0.2
Proteinas totales 6.5-7.9 g/100 mL 7.8
Transaminasa pinvica ALAT-TGP 7-33 mU/mL 15
Gamma glutamil transferasa 10-41 mU/mL 10
LIPIDOS

Colesterol total 150-250 mg/100 mL 156
Lipidos totales 450-850 mg/100 mL ---
Triglicéridos 40-170 mg/100 mL 107




TIPO DE ANALISIS

Sexo: M@
-

No. de Registro:

O

VALORES NORMALES
UNIDADES CONVENCIONALES

RESULTADO

Hematies:

Varon 4.5 - 5 millones/ mm3

Mujer 4.4 - 5 millones/ mm3 4.3
Hemoglobina (Hb)

Varo6n 13 -18 /100 mL(90 - 120 %)

Mujer 12 -16 g/100 mL(85 - 110 %) 14
Clasificacién de anemia Presente/ausente AUSENIE
Valor hematocrito (Hto)

Varon 42-52 %

Mujer 37-48 % 41
Velocidad de sedimentacién globular

Varén 1-13 mm/h

Mujer 1-12 mm/h 85

TIPO DE ANALISIS

VALORES NORMALES
UNIDADES CONVENCIONALES

RESULTADO

LEUCOCITOS 5,000 - 10,000/mm3 10550
Linfocitos 23-35% 25
Monocitos 4-8 % 0
Neutréfilos segmentados 55-65 % 75
Neutrofilos encayados 0-5 % 0
Eosinofilos 0.5-4% 0
Baséfilos 0-2 % 0
Trombocitos 150,000 - 400,000/mm3 250000
PRUEBAS DE COAGULACION
Tiempo de protombina 10-20 seg (85-110%); < 2 seg de

diferencia con el control. 15
Tiempo parcial de tromboplastina
(PTT o de cefalina) 25-38 segundos Zc




Cuadro 1

LABORATORIO UNIPHARM, S.A.

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO ‘

No. de Sujeto : Edad (afios): 33 Sexo: M @
Estatura (cms); 1.50 Peso (1bs.): 110

1 |Enfermedades renales

2 |Enfermedades endocrinas
3 |Enfermedades cardiovasculares
4 |Hepatitis

5 |Embarazo

6 |Convulsiones o desmayos
7

8

9

10

11

Entermedades Venéreas
Fiebre reumatica
Tuberculosis
Enfermedades pancreaticas
Alérgico a algin medicamento
Especifique: =
12 [Discracias sanguineas
13 |Accidentes
14|Cirugias previas (especifique) : Ve

Pl ol ol Focl i P P [T S P

Pl P

Antecedentes familiares;
PAPA DIABETICO

Conclusiones de la evaluacion:

' APTO PARA ESTUDIOQ i e B
Llc.bergl?/.‘.Sanchez M. ﬁb"z' jﬂfﬂﬁf T._?v"
TS = 4 'l

QL X1 o
T oToOLOGT

COLERHIBET 220 .
Lic. Sergiof-Sarichez D IngﬁH‘CongJ
Quimico’Biologo Médico y Cirujaro




No. de Sujeto:

RESULTADO

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES
UNIDADES CONVENCIONALES
Analisis de orina completo Cumple CUMPLE
PRUEBA DE EMBAKRAZ( NEGATIVO

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO |
UNIDADES CONVENCIONALES
Analisis de heces completo Cumple CUMPLE

NEGATIVO ’

VDRL

NO REACTIVO

[Glucosa (métodos clasicos) 80-110 mg/100mL 83
PRUEBAS RENALES

Acido turico 3-6 mg/100 mL 4.4
Creatinina 075-1.3 mg/100 mL 0.7
Urea <" 20-40 mg/100 mL 2y
PRUEBAS HEPATICAS:

Albiimina 3.5-5g/100 mL 4.8
Globulina 1.9-2.7 g/100 mL 5.1
Bilirrubina ( T/D ) 0.2-1 mg/100 mL 0.9 / 0.1
Proteinas totales 6.5-7.9 g/100 mL 1.9
Transaminasa pinivica ALAT-TGP 7-33 mU/mL 1
Gamma glutamil transferasa 10-41 mU/mL 10
LIPIDOS

Colesterol total 150-250 mg/100 mL 154
Lipidos totales 450-850 mg/100 mL FEE
Triglicéridos 40-170 mg/100 mL 128




No. de Sujeto:

" TIPO DE ANALISIS

S
UNIDADES CONVENCIONALES

RESULTADO

Hematies:

Varon 4.5 - 5 millones/ mm3 4.3
Mujer 4.4 - 5 millones/ mm3 4.3
Hemoglobina (Hb)

Varén 13 -18 /100 mL(90 - 120 %)

Mujer 12 -16 g/100 mL(85 - 110 %) 13
Clasificacion de anemia Presente/ausente AUSENTE
Valor hematocrito (Hto)

Vardn 42-52 %

Mujer 37-48 % 40
Velocidad de sedimentacién globular

Vardn 1-13 mm/h

Mujer 1-12 mm/h 25

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES

LEUCOCITOS 5,000 - 10,000/mm3 11700
Linfocitos 23-35% 35
Monocitos 4-8 %
Neutrofilos segmentados 55-65 % 65
Neutrofilos encayados 0-5%
Eosinofilos 0.5-4%
Basofilos 0-2 %
Trombocitos 150,000 - 400,000/mm3 200000
PRUEBAS DE COAGULACION
Tiempo de protombina 10-20 seg (85-110%); < 2 seg de

diferencia con el control. 17
Tiempo parcial de tromboplastina
(PTT o de cefalina) 25-38 segundos 30




Cuadro 1

LABORATORIO UNIPHARM, S.A.

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

No. de Registro

No. de Sujeto : Edad (afios): 29 Sexo: @ F
Estatura (cms): 1.70  Peso (bs.): 142

£ £ e A S g F
Enfermedades renales
Enfermedades endocrinas
Enfermedades cardiovasculares
Hepatitis

Embarazo

Convulsiones o desmayos
Enfermedades Venéreas

Fiebre reumatica

Tuberculosis

Enfermedades pancresticas
Alérgico a algiin medicamento X
Especifique: PENTCILINA
12 |Discracias sanguineas

13 [Accidentes X
14|Cirugias previas (especifique) :

A ol A P

Ol d v b | ] —

| o—
—_— O

<

5 b

Antecedentes familiares:
NINGUNO

Conclusiones de la evaluacién:

APTO PARA ESTUDIO A

Lic.SergigyS.Sanchez M. "~ 2
\JUlIUIIEJ UAUI{E\Z‘EJ A9 ]
Lic. Sergig_Sarchez ' . Ingrid Catlo/

Quimico Biologo Medico y Cirujano



Z

0. de Réglstro: )

No. de Suyjeto: Sexo: @ F

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO |
UNIDADES CONVENCIONALES
Andlisis de orina completo Cumple CUMPLE

TiPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES
Analisis de heces completo Cumple CUMPLE

Glucosa (métodos clasicos) 80-110 mg/100mL 100
PRUEBAS RENALES

Acido arico 3-6 mg/100 mL 6.6
Creatinina 075-1.3 mg/100 mL 1.2
Urea 7" 20-40 mg/100 mL 38
PRUEBAS HEPATICAS:

Albiimina 3.5-5 /100 mL 5.1
Globulina 1.9-2.7 /100 mL 1.7
Bilirrubina ( T/D ) 0.2-1 mg/100 mL 0.9 7 9,1
Proteinas totales 6.5-7.9 g/100 mL 6.8
Transaminasa pirivica ALAT-TGP 7-33 mU/mlL 15
Gamma glutamil transferasa 10-41 mU/mL 25
LIPIDOS '

Colesterol total 150-250 mg/100 mL 177
Lipidos totales 450-850 mg/100 mL o
Triglicéridos 40-170 mg/100 mL 84




VALORES NORMALES
UNIDADES CONVENCIONALES

Hematies:

Varon 4.5 - 5 millones/ mm3 5.3
Mujer 4.4 - 5 millones/ mm3 pning
Hemoglobina (Hb)

Varon 13 -18 g/100 mL(90 - 120 %) 16.5
Mujer 12 -16 /100 mL(85 - 110 %) -
Clasificacién de anemia Tresente/ausente AUSENTE
Valor hematocrito (Hto)

Vardn 42-52 % 50
Mujer 37-48 % e
Velocidad de sedimentacion giobular

Varén 1-13 mm/h 10
Mujer 1-12 mm/h -

LISIS

VALORES NORMALES
UNIDADES CONVENCIONALES

RESULTADO

LEUCOCITOS 5,000 - 10,000/mm3 6650
Linfocitos 23-35% 50
Monocitos 4-8 % 0
Neutrdfilos segmentados 55-65 % 46
Neutrofilos encayados 0-5 % 0
Eosinofilos 0.5-4% 4
Basofilos 0-2 % 0
Trombocitos 150,000 - 400,000/mm3 340000
PRUEBAS DE COAGULACION '
Tiempo de protombina 10-20 seg (85-110%); < 2 seg de

diferencia con el control. iz &

Tiempo parcial de tromboplastina

(PTT o de cefalina)

25-38 segundos

40




Cuadro 1

LABORATORIO UNIPHARM, S.A.

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

No. de Registro :

No. de Sujeto : Edad (afios); 18 Sexo: @ F
Estatura (cms): 1.58  Peso (lbs.): 105 .
Enfermedades renales
Enfermedades endocrinas
Enfermedades cardiovasculares
Hepatitis

Embarazo e
Convulsiones o desmayos
Eniermedades Venéreas
Fiebre reumatica

Tuberculosis

Enfermedades pancreaticas
Alérgico a algiin medicamento
Especifique: -
Discracias sanguineas
Accidentes

Cirugias previas (especifique)

el it

S B =l B

W00 | ~3 ||| b0 | — I

ol ot Bl e 24

— |
-
-

s |
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ke
f
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Antecedentes familiares:
MADRE: LA TRATAN POR PRESION ARTERIAL ALTA.

Conclusiones de la evaluacién:

APTO PARA ESTUDIO G
% 9, ¥ follo o8
L]c.Serqic/ S.Sanchez M. \ ﬁ““fh“?““ (o o 1)
oumfré@jgéet\eeo 1S o A D
Lic. Sergio-Harichez \  Dr{lingrid Cott

Quimico Biologo Médico y Cirujano



No. de Sujeto:

—_—

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO |
UNIDADES CONVENCIONALES
Andlisis de orina completo Cumple CUMPLE

T]PO DE ANALISIS . VALORES NORMALES RESﬁLTA.DO
UNIDADES CONVENCIONALES
Analisis de heces completo Cumple CUMPLE

2 ., \E}R N

T

Negativo

R

NEGATIVO I

VDRL

NO REACTIVO

Glucosa (métodos clasicos) 80-110 mg/100mL

PRUEBAS RENALES

Acido urico 3-6 mg/100 mL 4.7
Creatinina 0/5-1.3 mg/100 mL 0.8
Urea 7 20-40 mg/100 mL o
PRUEBAS HEPATICAS:

Alblimina 3.5-5g/100 mL 4.6
Globulina 1.9-2.7 g/100 mL 1.9
Bilirrubina ( T/D ) 0.2-1 mg/100 mL 0.9 /0.2
Proteinas totales 6.5-7.9 /100 mL 6.5
Transaminasa pinivica ALAT-TGP 7-33 mU/mL 12
Gamma glutamil transferasa 10-41 mU/mL 11
LIPIDOS

Colesterol total 150-250 mg/100 mL S
Lipidos totales 450-850 mg/100 mL g
Triglicéridos 40-170 mg/100 mL 92




= T

TIPO DE ANALISIS

No. de Registro:

VALORES NORMALES

RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES

Hematies:
Var6n 4.5 - 5 millones/ mm3 5.1
Mujer 4.4 - 5 millones/ mm3 sz
Hemoglobina (1b)
Varén 13 -18 g/100 mL(90 - 120 %) 16
Mujer 12 -16 /100 mL(85 - 110 %) -
Clasificacion de anemia Presente/ausente AUSENTE
Valor hematocrito (Hto)
Vardn 42-52 % 48
Mujer 37-48 % -
Velocidad de sedimentacién globular
Varon 1-13 mm/h 6
Mujer 1-12 mm/h “

TIPO DE ANALISIS

VALORES NORMALES
UNIDADES CONVENCIONALES

RESULTADO

LEUCOCITOS 5,000 - 10,000/mm3
Linfocitos 23-35% 55
Monocitos 4-8 % U
Neutrofilos segmentados 55-65 % 65
Neutrofilos encayados 0-5 % 0
Eosindfilos 0.5-4% 0
Basofilos 0-2 % 0
Trombocitos 150,000 - 400,000/mm3 300,000
PRUEBAS DE COAGULACION
Tiempo de protombina 10-20 seg (85-110%); < 2 seg de

diferencia con el control. 20,2
Tiempo parcial de tromboplastina
(PTT o de cefalina) 25-38 segundos 37.%




Cuadro 1

LABORATORIO UNIPHARM, S.A.

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

No. de Sujeto : Edad (afios): 33 Sexo: M @
Estatura (cms): 1.52 Peso (Ibs.): 127

1 |Enfermedades renales X
2 |Enfermedades endocrinas X
3 |Enfermedades cardiovasculares X
4 |Hepatitis X
5 |Embarazo X
6 |Convulsiones o desmayos X
7 |Enfermedades Venéreas X
8 |Fiebre reumatica X
9 |Tuberculosis X
10 |Enfermedades pancreaticas X
11 |Alérgico 2 algin medicamento X

Especifique: ---

12 |Discracias sanguineas X
13 |Accidentes X

14|Cirugias previas (especifique) : X

Antecedentes familiares:
NINGUNO

Conclusiones de la evaluacién:

APTO PARA ESTIDIQ ™ ]
Lic.Sergig]S.Sanchez M. [ )b«a J@dﬁiﬂb ‘ :

% LOGO J,L' ]
COLEGIADDN 1 220 us

Lic, Selﬁ_sdnchez t grid Coflo /
Quimicg Biologo Médico y Cirvjano




No. de Sujeto:

TIPO DE ANALISIS

VALORES NORMALES
UNIDADES CONVENCIONALES

RESULTADO

Analisis de orina completo

Cumple

CUMPLE

PRUEBA DE EMBARAZO

NEGATIVO

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADQ
: UNIDADES CONVENCIONALES
Analisis de heces completo Cumple CUMPLE

I NEGATIVO

HIV 1+2

VDRL NO REACTIVO
Glucosa (métodos clasicos)  80-110 mg/100mL 82
PRUEBAS RENALES

Acido trico 3-6 mg/100 mL 4.7
Creatinina 0/5-1.3 mg/100 mL 0.5
Urea <" 20-40 mg/100 mL 17
PRUEBAS HEPATICAS:

Albimina 3.5-5¢g/100 mL 5.9
Globulina 1.9-2.7 /100 mL 1.1
Bilirrubina ( T/D ) 0.2-1 mg/100 mL 0.9 / 0.2
Proteinas totales 6.5-7.9 g/100 mL 7.0
Transaminasa pinitvica ALAT-TGP 7-33 mU/mL 40
Gamma glutamil transferasa 10-41 mU/mL %K
LIPIDOS

Colesterol total 150-250 mg/100 mL 185
Lipidos totales 450-850 mg/100 mL -
Triglicéridos 40-170 mg/100 mL 144




No. de Sujeto:

"TIPO DE ANALISIS

--i.\ldiide Reérstro.

VALORES NORMALES

RESULTADO

UNIDADES CONVENCIONALES
Hematies:
Var6n 4.5 - 5 millones/ mm3
Mujer 4.4 - 5 millones/ mm3 4.9
Hemoglobina (Hb)
Varoén 13 -18 g/100 mL(90 - 120 %)
Mujer 12 -16 g/100 mL(85 - 110 %) 1%.,7
Clasificacién de anemia Presente/ausente AUSENTE
Valor hematocrito (Hto)
Varon 42-52 %
Mujer 37-48 % 42
Velocidad de sedimentacién globular
Varon 1-13 mm/h
Mujer 1-12 mm/h 12

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES

LEUCOCITOS 5,000 - 10,000/mm3 9900
Linfocitos 23-35 % 40
Monocitos 4-8 % 0
Neutrofilos segmentados 55-65 % 60
Neutrofilos encayados 0-5 % 0
Eosinofilos 0.5-4% 0
Basofilos 0-2 % 0
Trombocitos 150,000 - 400,000/mm3 300000
PRUEBAS DE COAGULACION
Tiempo de protombina 10-20 seg (85-110%); < 2 seg de

diferencia con el control. 12
Tiempo parcial de tromboplastina
(PTT o de cefalina) 25-38 segundos 27




Cuadro 1

LABORATORIO UNIPHARM, S.A.

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARRGLLO

No. de Registro

No. de Sujeto : Edad (afios): 24 Sexo: @ 2
Estatura (cms): 1.65  Peso (Ibs.): 142

e

1 |Enfermedades renales
2 |Enfermedades endocrinas X
3 |Enfermedades cardiovasculares X
4 |Hepatitis X
5 |(Embarazo -—-
6 |Convulsiones o desmayos X
7 |Enfermedades Vendreas X
8 |Fiebre reumatica X
9 |Tuberculosis 4
10 |Enfermedades pancreaticas X
11 |Alérgico a alglin medicamento X
Especifique: -~
12 |Discracias sanguineas X
13 |Accidentes X
14|Cirugias previas (especifique) : X

Antecedentes familiares:
NINGUNO

Conclusiones de la evaluacién:

APTO PARA ESTUDIO A Y
= T v, e ac 7
LT L BN/
cO 0 +220 = Q y A
Lic. Sergig{sanchez \ l& Ingrid Cofty/
Quimico Bjologo Médico y Cirujano




No. de Sujeto:

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES | RESULTADO |
UNIDADES CONVENCIONALES
Analisis de orina completo Cumple CUMPLE

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO
; UNIDADES CONVENCIONALES
Analisis de heces completo Cumple CUMPLE

NEGATTVO

NO REACITVO

Glucosa (métodos clasicos)

PRUEBAS RENALES

Acido trico 3-6 mg/100 mL 5.5
Creatinina 0/5-1.3 mg/100 mL 0.8
Urea <" 20-40 mg/100 mL 31
PRUEBAS HEPATICAS:

Albimina 3.5-5g/100 mL 4.4
Globulina 1.9-2.7 g/100 mL 3.4
Bilirrubina ( T/D ) 0.2-1 mg/100 mL 0./ 0.2
Proteinas totales 6.5-7.9 g/100 mL 3.8
Transaminasa pinivica ALAT-TGP 7-33 mU/mL 27
Gamma glutamil transferasa 10-41 mU/mL 25
LIPIDOS

Colesterol total 150-250 mg/100 mL 161
Lipidos totales 450-850 mg/100 mL s
Triglicéridos 40-170 mg/100 mL 129




No. de Sujeto:

No. de Registro:

i

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES

Hematies:
Varon 4.5 - 5 millones/ mm3 5.1
Mujer 4.4 - 5 millones/ mm3 ermo
Hemoglobina (Hb)
Varon 13 -18 ¢/100 mL(90 - 120 %) 16
Mujer 12 -16 g/100 mL(85 - 110 %) --
Clasificacién de anemia Presente/ausente AUSENTE
Valor hematocrito (Hto)
Varo6n 42-52 % 48
Mujer 37-48 % s
Velocidad de sedimentacién globular
Varon 1-13 mm/h 8
Mujer 1-12 mm/h -

TIPO DE ANALISIS

VALORES NORMALES
UNIDADES CONVENCIONALES

RESULTADO

LEUCOCITOS 5,000 - 10,000/mm3 11500
‘|Linfocitos 23-35% 24

Monocitos 4-8 % 0

Neutrofilos segmentados 55-65 % 75

Neutrdfilos encayados 0-5 % 0

Eosinofilos 0.5-4% T

Basofilos 0-2 % 0

Trombocitos 150,000 - 400,000/mm3 270000

PRUEBAS DE COAGULACION

Tiempo de protombina 10-20 'seg (85-110%); < 2 seg de

diferencia con el control. 17
Tiempo parcial de tromboplastina
(PTT o de cefalina) 25-38 segundos 27




Cuadro 1

LABORATORIO UNIPHARM, S.A.

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

No. de Registro :

No. de Sujeto : _Edad (afios): 33 Sexo: @ F
Estatura (cms): 1.58  Peso (Ibs.): 147

Enfermedadcs rcnales | X
Enfermedades endocrinas X
X

X

Enfermedades cardiovasculares
Hepatitis

Embarazo N

Convulsiones o desmayos ¥

Enfermedades Venéreas X

Fiebre reumatica X

X

X

X

W oo ||| b[w|o

Tuberculosis

Enfermedades pancreaticas

Alérgico a algiin medicamento

Especifique: ---

12 |Discracias sanguineas X

13 |Accidentes X
14|Cirugias previas (especifique) : X

o -
— O

Antecedentes familiares:
NINGUNO

Conclusiones de la evaluacién:
APTO PARA ESI'UDIO

A
Lic.Sergio 5.5 chiz M. \?&MA,,JFU
COLEGADOL{Z20S G -
Lic. Sergio Santhez T . Ingrid Cottd

Quimico Biologo Medico y Cirujano




No. de Sujeto: Sexo: @ B

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALE RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES
Andlisis de orina completo Cumple CUMPLE

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES | RESULTADO
: UNIDADES CONVENCIONALES
Analisis de heces completo Cumple CUMPLE

NEGATLVO |
VDRL NO KEACTIVO

Glucosa (métodos clasicos) 80-110 mg/100mL 86
PRUEBAS RENALES

Acido urico 3-6 mg/100 mL 4.6
Creatinina 075-1.3 mg/100 mL 0.9
Urea <" 20-40 mg/100 mL, 15
PRUEBAS HEPATICAS:

Alblimina 3.5-5g/100 mL 4.0
Globulina 1.9-2.7g/100 mL 3.0
Bilirrubina ( T/D ) 0.2-1 mg/100 mL 0.81 / 0.2
Proteinas totales 6.5-7.9 g/100 mL 7.0
Transaminasa pinivica ALAT-TGP 7-33 mU/mL 32
Gamma glutamil transferasa 10-41 mU/mL 27
LIPIDOS

Colesterol total 150-250 mg/100 mL 252
Lipidos totales 450-850 mg/100 mL S
Triglicéridos 40-170 mg/100 mL 300




No. de Sujeto:

No. de Registro:

T PR

TIPO DE ANALISIS VALORES NORMALES RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES

Hematies:
Vardn 4.5 - 5 millones/ mm3 5.0
Mujer 4.4 - 5 millones/ mm3 —
Hemoglobina (Hb)
Varon 13 -18 g/100 mL(90 - 120 %) 16
Mujer 12 -16 g/100 mL(85 - 110 %) --
Clasificacién de anemia Presente/ausente AUSENTE
Valor hematocrito (Hto)
Varon 42-52 % 48
Mujer 37-48 % -
Velocidad de sedimentacion globular
Varon 1-13 mm/h 15
Mujer 1-12 mm/h -

VT

THTO DE ANALISI VALORES NORMALES RESULTADO
UNIDADES CONVENCIONALES

LEUCOCITOS 5,000 - 10,000/mm3 7800
Linfocitos 23-35% %3
Monocitos 4-8 % 0
Neutréfilos segmentados 55-65 % 67
Neutrofilos encayados 0-5 % 0
Eosinodfilos 0.5-4% U
Basofilos 0-2 % 0
Trombocitos 150,000 - 400,000/mm3 525000
PRUEBAS DE COAGULACION
Tiempo de protombina 10-20 seg (85-110%); < 2 seg de

diferencia con el control. 12
Tiempo parcial de tromboplastina
(PTT o de cefalina) 25-38 segundos 25
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Cuadro 3

ACTA DE CONSENTIMIENTO

Por este medio, Yo: GENARO ALBERTO GOMEZ PEREYZ , que

me identifico con Cédula de Vecindad No. de Registro a_1 y No. de Orden
674, 206 doy mi consentimiento para formar parte del Estudio comparativo de

biodisponibilidad de DOL.O-FENIL®75 y Producto R® {(Voltaren®) administrados por via

intramuscular profunda, el cual serd desarrollado por el Depto. de Investigacioén y Desarrollo
Unipharm, S.A.

Durante la etapa experimental de este estudio, me serd administrado por via intramuscular

profunda en diferentes dias los 2 medicamentos siguientes:

DOLO-FENIL®75 Inyectable Lote NHN
Producto R (Voltaren®)Inyectable Batch 310600

y me seran extraidas muestras sanguineas en volimenes descritos en el procedimiento,

Comprendiendo el propésito de dicha investigacién, que me fué explicada por el Lic. Mario
Emilio Ochoa, me comprometo a participar durante todo el periodo que dure €l estudio, no fumar
cigarrillos, no ingerir bebidas alcohélicas o algiin medicamento (como analgésicos, laxantes, etc.)
todo lo anterior es necesario para no afectar el estudio. Al finalizar seré informado de los

resultados del mismo.

Firma del Sujeto:

Fecha: 30/01/98




Cuadro 3

ACTA DE CONSENTIMIENTO

Por este medio, Yo: _MIRNA PATRICTA RUSTRIAN MOLINA , que
me identifico con Cédula de Vecindad No. de Registro _A-18 y No. de Orden

18,356 doy mi consentimiento para formar parte del Estudio comparativo de

biodisponibilidad de DOLO-FENIL®75 y Producto R® (Voltaren®) administrados por via

intramuscular profunda, el cual sera desarrollado por el Depto. de Investigacién y Desatrollo

Unipharm, S.A.

Durante la etapa experimental de este estudio, me serd administrado por via intramuscular

profunda en diferentes dias los 2 medicamentos siguientes:

DOLO-FENIL®75 Inyectable Lote NHN
Producto R (V oltaren@’)lnyectable Batch 310600

Yy me seran extraidas muestras sanguineas en volimenes descritos en el procedimiento.

Comprendiendo el propésito de dicha investigacién, que me fué explicada por el Lic. Mario
Emilio Ochoa, me comprometo a participar durante todo el periodo que dure el estudio, no fumar
cigarrillos, no ingerir bebidas alcohélicas o alglin medicamento (como analgésicos, laxantes, etc.)
todo lo anterior es necesario para no afectar el estudio. Al finalizar seré informado de los

resultados del mismo.

Firma del Sujeto:

Fecha: 30/01/98




Cuadro 3

ACTA DE CONSENTIMIENTO

Por este medio, Yo: THEILMA CASTELLANOS MACHIC , que

me identifico con Cédula de Vecindad No. de Registro A-1 y No. de Orden

32.546 doy mi consentimiento para formar parte del Estudio comparativo de
biodisponibilidad de DOLO-FENIL®75 y Producto R® (Voltaren®) administrados por via
intramuscular profunda, el cual serd desarrollado por ¢l Depto. de Investigacién y Desarrollo

Unipharm, S.A.

Durante la etapa experimental de este estudio, me sera administrado por via intramuscular

profunda en diferentes dias los 2 medicamentos siguientes:

DOLO-FENIL®75 Inyectable Lote NHN
Producto R (Voltaren®)Inyectable Batch 310600

y me seran extraidas muestras sanguineas en volimenes descritos en el procedimiento.

Comprendiendo el propésito de dicha investigacién, que me fué explicada por el Lic. Mario
Emilio Ochoa, me comprometo a participar durante todo el periodo que dure el estudio, no fumar
cigarrillos, no ingerir bebidas alcohélicas o algin medicamento (como analgésicos, laxantes, etc.)
todo lo anterior es necesario para no afectar el estudio. Al finalizar seré informado de los

resultados del mismo.

Firma del Sujefo:

Fecha: 30/01/98




Cuadro 3

ACTA DE CONSENTIMIENTO

Por este medio, Yo GABRTEL ERNESTO CIFUENTES RUIZ , que

me identifico con Cédula de Vecindad No. de Registro A-1 y No. de Orden
74,152 doy mi consentimiento para formar parte del Estudio comparativo de

biodisponibilidad de DOLO-FENIL®75 y Producto R® (Voltaren®) administrados por via

intramuscular profunda, el cual serd desarrollado por el Depto. de Investigacién y Desarrollo

Unipharm, S.A.

Durante la etapa experimental de este estudio, me ser4 administrado por via intramuscular

profunda en diferentes dias los 2 medicamentos siguientes:

DOLO-FENIL®75 Inyectable Lote NHN
Producto R (Voltaren®)Inyectable Batch 310600

y me seran extraidas muestras sanguineas en volimenes descritos en el procedimiento.

Comprendiendo el propdsito de dicha investigacién, que me fué explicada por el Lic. Mario
Emilio Ochoa, me comprometo a participar durante todo el periodo que dure el estudio, no fumar
cigarrillos, no ingerir bebidas alcohélicas o algiin medicamento (como analgésicos, laxantes, etc.)
todo lo anterior es necesario para no afectar el estudio. Al finalizar seré informado de los

resultados del mismo.

Firma del Sujeto:

Fecha: 30/01/98




Cuadro 3

ACTA DE CONSENTIMIENTO

Por este medio, Yo: REY FRANCISCO CRUZ BASILIOQ , que

me identifico con Cédula de Vecindad No. de Registro A1 y No. de Orden

55,158 doy mi consentimiento para formar parte del Estudio comparativo de

biodisponibilidad de DOLO-FENIL®75 y Producto R® (Voltaren®) administrados por via
intramuscular profunda, el cual serd desarrollado por el Depto. de Investigacién y Desarrollo

Unipharm, S.A.

Durante la etapa experimental de este estudio, me serd administrado por via intramuscular

profunda en diferentes dias los 2 medicamentos siguientes:

DOLO-FENIL®75 Inyectable Lote NHN
Producto R (Voltaren®)Inyectable Batch 310600

y me serdn extraidas muestras sanguineas en volimenes descritos en el procedimiento.

Comprendiendo el propésito de dicha investigacion, que me fué explicada por el Lic. Mario
Emilio Ochoa, me comprometo a participar durante todo el periodo que dure el estudio, no fumar
cigarrillos, no ingerir bebidas alcohdlicas o alglin medicamento (como analgésicos, laxantes, etc.)
todo lo anterior es necesario para no afectar el estudio. Al finalizar seré informado de los

resultados del mismo.

Firma del Sujeto:

Fecha: 30/01/98




Cuadro 3

ACTA DE CONSENTIMIENTO

Por este medio, Yo: CESAR EDUARDO CALDERON HERNANDEZ ,» que
me identifico con Cédula de Vecindad No. de Registro __ A-1  y No. de Orden

66,424 doy mi consentimiento para formar parte del Estudio comparativo de

biodisponibilidad de DOLO-FENIL®75 y Producto R® (Voltaren®) administrados por via

intramuscular profunda, el cual sera desarrollado por el Depto. de Investigacién y Desarrollo
Unipharm, S.A.

Durante la etapa experimental de este estudio, me serd administrado por via intramuscular

profunda en diferentes dias los 2 medicamentos siguientes:

DOLO-FENIL®75 Inyectable Lote NHN
Producto R (Voltaren®)Inyectable Batch 310600

y me seran extraidas muestras sanguineas en volimenes descritos en el procedimiento.

Comprendiendo el propésito de dicha investigacion, que me fué explicada por el Lic. Mario
Emilio Ochoa, me comprometo a participar durante todo el periodo que dure el estudio, no fumar
cigarrillos, no ingerir bebidas alcohélicas o alglin medicamento (como analgésicos, laxantes, etc.)
todo lo anterior es necesario para no afectar el estudio. Al finalizar seré informado de los

resultados del mismo.

Firma del Sujeto:

Fecha: 30/01/98




Cuadro 3

ACTA DE CONSENTIMIENTO

Por este medio, Yo: _MANUEI. DF._JESUS AGUILAR BARRERA » que

me identifico con Cédula de Vecindad No. de Registro a1 y No. de Orden
925,107 doy mi consentimiento para formar parte del Estudio comparativo de

biodisponibilidad de DOLO-FENIL®75 y Producto R® (Voltaren®) administrados por via

intramuscular profunda, el cual sera desarrollado por el Depto. de Investigaciéon y Desarrollo

Unipharm, S.A.

Durante la etapa experimental de este estudio, me sera administrado por via intramuscular

profunda en diferentes dias los 2 medicamentos siguientes:

DOLO-FENIL®75 Inyectable Lote NHN
Producto R (Voltaren®)Inyectable Batch 310600

y me seran extraidas muestras sanguineas en volimenes descritos en el procedimiento.

Comprendiendo el propdsito de dicha investigacién, que me fué explicada por el Lic. Mario
Emilio Ochoa, me comprometo a participar durante todo el periodo que dure el estudio, no fumar
cigarrillos, no ingerir bebidas alcohélicas o algtin medicamento (como analgésicos, laxantes, etc.)
todo lo anterior es necesario para no afectar el estudio. Al finalizar seré informado de los

resultados del mismo.

Firma del Sujeto:

Fecha: 30/01/98




Cuadro 3

ACTA DE CONSENTIMIENTO

Por este medio, Yo: AURA LILIANA PUAC TOC DE OROZCO , que

me identifico con Cédula de Vecindad No. de Registro _A-1 y No. de Orden

50,584 doy mi consentimiento para formar parte del Estudio comparativo de

biodisponibilidad de DOLO-FENI1L.®75 y Producto R® (Voltaren®) administrados por via
intramuscular profunda, el cual sera desarrollado por el Depto. de Investigacién y Desarrollo

Unipharm, S.A.

Durante la etapa experimental de este estudio, me serd administrado por via intramuscular

profunda en diferentes dias los 2 medicamentos siguientes:

DOLO-FENIL®75 Inyectabie Lote NHN
Producto R (Voltaren®)Inyectable Batch 310600

y me seran extraidas muestras sanguineas en volimenes descritos en el procedimiento.

Comprendiendo el propésito de dicha investigacion, que me fué explicada por el Lic. Mario
Emilio Ochoa, me comprometo a participar durante todo el periodo que dure el estudio, no fumar
cigarrillos, no ingerir bebidas alcohdlicas o algiin medicamento (como analgésicos, laxantes, etc.)
todo lo anterior es necesario para no afectar el estudio. Al finalizar seré informado de los

resultados del mismo.

Firma del Sujeto:

Fecha: 30/01/98




Area

Curvas de Calibracién ¥ Resultados

Name: Dic(la)
RT= 4.78 min
R2= 1.0000
| A0= 5.5382-003
/ A1= 4.953e-005
A2= 2.325¢-012
A3= 0.000e+000

‘r'[‘i'f‘ll'i'l""l'l'l'l‘l'["'i'i’l‘l']'l‘F‘I'i']'l'é_‘l‘i’i'
0.0 J.5 1.0 1.5 2.0 2.8 s M

Concentration (ug/mL)

5 AQ 21 AZ 23 R=Sqy Units

0 5.538E-03 4.553E-05 2. F25E-12 0.CGO0E+0C 1.000E+00 wug/mL

ay
t

Q0 D 0

(@)
ja R

TRt i

i

o0

4 (O R

|-

5 AZnzalysis
atie

NO
£ 1.0



D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de anglisis; 03/11/98 01:04 P Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utiizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-SCDICO

Nombre de la muestra: Estandar1 28 ng/mi Ndmero de archivo:0056

Numero inyeccion de vial: 1 of 1 NUm ero de vial; 1
Descripcion de la muestra: '
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Rstention Time (min)

Desarrollado por: Investigacion y Desarrolio
Solvente A:Fase Movil

Descripcidn del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a fravés del tiempc_u. a
partir de Inyeccién intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico y potésico en sujetos

clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacion del pico: AREA
Metodo de célculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
4.83 488 46 Dic(Na) : 2.81122e-002 BB
488 46 2.81122e-002

Peak rejection level; 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de analisis: 03/1 1793 01:12 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesadce: 03/12/93 10:29 AM

Metodo utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-sODICO

Nombre de la muestra: Estandar?2 5§ ng/ml Numero de archivo:0056

NUmero inyeccién de vial: 1 of 1 NUm ero de vial: 2
Descripcion de la muestra: -
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Retention Times {min)

Desarrollado por: Investigacién y Desarrollo

Scivente AFase Movil

Descripcicn del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a travég del tiemp::_a, a
partir de inyeccién intramuscular profunda de 75 mg de Diciofenaco Sddico y potasico en sujetos
clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacion del pico: AREA
Método de calculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
4.80 1068 104 Dic(Na) 5.622442-002 MC
1088 104 5.622442-002

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccidn

Fecha de andlisis; 03/11/98 01:20 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: EIODISPONIBILIDAD DIC-SCDICO

Nombre de la muestra: Estandar3 112 ng/mi Ndamero de archivo:0056

Nimero inyeccién de vial: 1 of 1 Nim zro de vial: 3
Descripcion de la muestra: :
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Desarrollado por: Investigacién y Desarrollo
Solvente AFase Movil

Descripcién del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a
partir de Inyeccién intramuscuiar profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico y potasico en sujetos

clinica y biclégicamente sanos.

Cuantificacidn del pico: AREA
Método de calculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
479 2110 202 Dic(Na) 0.112449 BB
2110 202 0.112449

Peak rejection level; 0




D-7000 HPLC Reporte de inyecciéon

Fecha de anélisis: 03/11/98 01:28 P Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-S0DICO

Nombre de la muestra: Estandar4 168 ng /ml Nimero de archivo:0056

Numero inyeccién de vial: 1 of 1 Num ero de vial: 4
Descripcién de la muestra: ’
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Retention Time (min)

Desarrollado por: Investigacisn y Desarrollo

Solvente A:Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a fravés del tiempo, a
partir de Inyeccién intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico y potéasico en sujetos
clinica y bicldgicamente sanos.

Cuantificacion dal pico: ARFA
Méetodo de célculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mlL
479 3349 813 Dic(Na) 0.168673 MC
3349 313 0.168673

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de inyeccién

Fecha de andlisis: 03/11/98 01:36 PM

Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Metodo utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIc-soDIco

Nombre de la muestra: Estandar5 224 ng/mi

Ndmero inyeccién de vial: 1 of 1
Descripcion de la muestra:
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Namero de archivo:0056

NUm ero de vial: 5
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Desarrollado por: Investigacién y Desarrollo

Solvente A:Fase Movil

Descripcion del método: Metadologia analitica para determinacién de Diclofenaco libre en plasma_, a trave‘§ c_iel tiempq, a
partir de Inyeccién intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico y potasico en sujetos

clinica y bioldégicamente sanos.

Cuantificacién del pico: AREA
Método de calculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
4.79 4500 425 Dic{Na) 0.224838 MC
4500 425 0.224893

Peak rejection level: 0



D-7000 HPLC Reporte de inyececién

Fecha de analisis: 0371 1/58 01:44 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/93 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-SODICO

Nombre de la muestra: Estandar6 280 ng/ml Numero de archivo:0056

NUmero inyeccion de vial: 1 of 1 NUm ero de vial: 6
Descripcion de la muestra: :
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Desarrollado por: Investigacion y Desarrollo

Solvente A'Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a fravés del tiempo, a
partir de Inyeccién intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico y potésico en sujetos
clinica y biolégicamente sanos.

Cuanificacion dal pico: AREA
Método de célculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
4.77 5498 a7 Dic{Na) 0.281122 MC
5498 517 0.281122

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de anaiisis; 03/11/98 01:52 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utiizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-sODICO

Nombre de la muestra: Estandar7 560 ng/ml Namero de archivo:0056

Ndmero inyeccién de vial: 1 of 1 NUm ero de vial: 7
Descripcidn de la muestra: ’
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Desarroltado por: Investigacion y Desarrollo

Solvente AFase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a

partir de Inyeccién intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sadico Yy potasico en sujetos

clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacién del pico: AREA
Métode de célculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
4.76 11097 1039 Dic(Na) 0.562244 MC
11087 1039 0.662244

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccién
Fecha de analisis: 03/11/98 01:52 PMm Fecha de reporte; 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utifizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-8SODICO

Nombre de la muestra: Estandar8 1.12 ug/ml Ndmero de archivo:0058

NUmero inyeccion de vial: 1 of 1 Num zro de vial: 8
Descripcion de la muestra: ‘

1.0

o
w

Divinag

o
'S
a.16,

o
. P
TSV YIS AL SV PPUPY PN DS PO OV TR

m[%
L
)
|

Intensity (ug/ml)
o
[N ]

-0.2

-0.4

FETRETERY I

Rstention Time (min)

Desarrollado por: Investigacion y Desarrclio
Solvente AFase Movil

Descripcién del método: etodologia analitica para determinacién de Diclofenaco libre en plasma. a travéfs. qet tiempq, a
partir de Inyeccién intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico Y potasico en sujetos
clinica y bioloégicamente sanos.

Cuantificacion del pico: ARFA
Meétodo de célculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
4.76 22401 2083 Dic(Na) 1.12449 MC
22401 2083 ' 1.12449

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de inveccién

Fecha de analisis: 03/11/98 02:07 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM

Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 Al

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-80DICO

Nombre de la muestra: Estandar 9 1.40 ug /ml Numero de archivo:0056

Numero inyeccién de vial: 1 of 1 Num ero de vial: 9

Descripcion de la muestra:
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Desarrollado por: Investigacion y Desarrolio

Solvente A:Fase Movil

Descripcién del métodoe: Metodologia analitica para determinacién de Diclofenaco libre en plasma, a través del iempo, a

partir de Inyeccién intramuscuiar profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico y poiésico en sujetos

clinica y bioldgicamente sanos,

Cuantificacion del pico: AREA
Método de calculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
4786 28464 2631 Dic(Na) 1.40561 MC
28464 28631 1.40561

Peak rejection level: 0



D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de analisis: 03/11/98 02:15 PM

Método utilizado: EIODISPONIBILIDAD DIC-S0DICO

Nombre de la muestra: Estandar 10 2.80 ug /ml Ndmero de archivo:0056

Ntmero inyeccion de vial: 1 of 1

'
NUm . ero de vial: 10
Descripcion de la muestra: ’

Fecha de reporte: 03/12/93 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM
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Retention Time (min)

Desarroliado por: investigacion ¥ Desarrollo
Solvents AFase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a fraves del tiempo, a

partir de Inyeccién intramuscular profunda de 75 mg de Diciofenaco Sédico y potasico en sujetos

clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacién del pico: AREA
Método de caleulo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
476 56466 5136 Dic{Na) 281122 MC
56466 5136 2:81127

Peak rejection level: 0
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D-7000 HPLC Reporte de inyeccién

Fecha de analisis: 03/11/08 02:22 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado; BICDISPONIBILIDAD DIC-80DICO

Nombre de la muestra: 81 T= 10 minutos Namero de archivo:0056
NUmero inyeccion de vial: 1 of 1 NGm -ero de vial: 11
Descripcion de la muestra: :
1.0 g
0.8 —Jj I
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Retention Time (min)

Desarroliado por: Investigacion y Desarroito

Solvente A:Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma. a fravés del tiempo, a

partir de Inyeccion intramuscular profunda de 75 mg de Diciofenaco Sddico y potasico en sujetos

clinica y bicldgicamente sanos.

Cuantificacion del pico: AREA
Metodo de cdlculo; EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mlL
476 13244 1222 Dic(Na) 0.661958 MC
13244 1222 ' 0.661958

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de analisis: 03/11/98 02:37 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-80ODICO

Nombre de la muestra: B1 T= 20 minutos Ndmero de archivo:0058

Nimero inyeccién de vial: 1 of 1 Num. ero de vial: 13
Descripcién de la muestra; '

1.0

0.8

4.7G, Dicina)

Intensity (ug/ml)
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-0.4

Retention Time (min)

Desarrollado por: Investigacion y Desarrolio
Solvente A:Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a

partir de Inyeccién intramuscutar profunda de 75 mg de Diclofenaco Sadico y potasico en sujetos

clinica y bicldgicamente sanos,

Cuantificacion del pico; AREA
Metodo de célculo: EXT-STD

RT Area Height Name ' Cone 1 BC
ug/mL
476 24680 2277 Dic(Na) 1.22043 MC
24680 2277 122943

Peak rejection level: 0



D-7000 HPLC Reporte de myeccién

Fecha de analisis: 03/11/93 02:53 P Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:23 AM

Mtodo utilizado: E!ODISPONIBILIDAD DIC-SODICO

Nombre de la muestra: B1 T= 30 minutos Nimero de archivo:0058

NUmero inyeccién de vial: 1 of 1 NUm .ero de vial: 15
Descripcion de la muestra: )
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Rstention Time (min)

Desarroliado por: Investigacicn y Desarrollo

Solvente A:Fase Movil

Descripcion del metodo: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a

partir de Inyeccion intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico Y potasico en sujetos

clinica vy bioldgicamente sanos.

Cuantificacion del pico: AREA
Método de calcuio: EXT-STD

RT Arsa Height Name Conc 1 BC
ug/mlL
475 25087 2329 Dic{Na) 1.2496 MC
25087 2329 1.2496

Peak rejeciion level: 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de analisis; 03/11/98 03:08 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utiizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-80DICO

Nombre de la muestra: B1 T= 40 minutos Niamero de archivo:0058

Numero inyeccidn de vial: 1 of 1 NUm ero de vial: 17
Descripcién de la muestra: ’

1.0% l;i

" |
|

0.6

Intensity (ug/ml)
[=]
N
e
’ e,
/

Retention Time (min)

Desarrollado por: Investigacion y Desarrollo

Soivente A:Fase Movii

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a

partir de Inyeccidn inframuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico Y potasico en sujetos

clinica y bicldgicamente sanos.

Cuantificacion del pico: AREA
Meétodo de célcuio: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
4.75 37040 3413 Dic(Na) 1.84341 MC
37040 3413 1.84341

Peak rejection ievel, 0



D-7000 HPLC Reporte de myeccién

Fecha de analisis: 03/11/98 03:27 P Fecha de reporte: 03/12/03 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 1 0:29 AM

Método utilizado; BIODISPONIBILIDAD DIC-SODICO

Nombre de la muestra: B1 T = §0 minutos Ndmero de archivo:0056

Ndmero inyeccién de vial: 1 of 1 Num:- zro de vial: 19
Descripcién de la muestra: :
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Desarrollado por: Investigacicn y Desarrollo
Solvente AiFase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a
partir de Inyeccién inframuscuiar profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico Y potésico en sujetos

clinica y bioldgicamente sanos.

Cuantificacion del pico: AREA
Meétodo de caiculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
472 37972 3510 Dic{Na) 1.88869 MC
37972 3510 1.883959

Peak rejection level: 0



Fecha de analisis: 03/11/98 03:42 PM

D-7000 HPLC Reporte de mnyeccién

Fecha de reporie: 03/12/98 10:30 AM

Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-sCDICO

Nombre de la muestra: B1 T = 90 minutos Ndmero de archivo:0056

Numero inyeccién de vial: 1 of 1 NUm ero de vial; 21
Descripcién de la muestra: :

Intensity (ug/ml)

1.0 } /
0.8 -3 -
0.5 3 =
E &
0.4 3 -
3 _/fl[\—\\\ |
0.2 .3 |
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Retention Time (min)

Desarroliado por: Investigacién y Desarrolio

Solvente A:Fase Movil

Descripcién del método: Metodologia analitica para determinaci

on de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo. a

partir de Inyeccion inframuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico Y potasico en sujetos

clinica y bioldgicamente sanos.

Cuantificacion del pico: AREA
Método de calculo: EXT-STD

Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
355456 3310 Dic{Na) 1.76915 MC
35546 3310 1.76915

Peak rejection level: 0



D-7000 HPLC Reporte de myeccidn

Fecha de andlisis: 03/11/98 04:05 Pt Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DiC-soDICO

Nombre de la muestra: B T = 02 Horas Numero de archivo:0058
Ndmero inyeccion de vial: 1 of 1 N ero de vial: 23
Descripcion de la muestra: ’
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Desarrollado por: Investigacion y Desarrolio

Solvente A'Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasr_na}. a U’avég del tiempg, a
partir de Inyeccion intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico ¥ potasico en sujstes
clinica y biclégicamente sanos.

Cuantificacién del pico: AREA
Método de calculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
4.73 231586 2194 Dic(Na) 1.15373 MC
23156 2194 1.15373

Peak rejection fevel; 0




D-7000 HPLC Reporte de inyveccién

Fecha de analisis: 03/11/98 04:23 PM

Fecha de reporte; 03/12/98 10:30 AM
Fecha de precesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-SODICO

Nombre de la muestra: 81 T= 03 Horas

Numero inyeccidn de vial: 1 of 1
Descripcién de la muestra:

1.0 E

Numero de archivo:0056

Numero de vial: 25
i
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Retention Time (min)

Desarrollado por: Investigacion y Desarrollo

Solvente A:Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de
partir de Inyeccidn intramuscular profunda de

Diclefenaco libre en plasma, a través del tiempo, a
73 mg de Diclofenaco Sédico y potasico en sujetos

clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacién del pico: AREA
Meétodo de célculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
473 13995 1311 Dic(Ma) 0.699273 MC
13996 1311 0.699273

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de inyeccion

Fecha de andlisis: 03/11/98 04:39 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Miétodo utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-SCGDICO

Nombre de la muestra: B1 T= g4 Horas Nuimero de archivo:0055

Ndmero inyeccién de vial: 1 of 1 Ndm :ero de vial: 27
Descripcidn de la muestra: ' '
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Desarrollado por: investigacion y Desarrollo
Solvente AlFase Movil
Descripcidn del método: Metodologia analitica para determinacién de Ciclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a

partir de Inyeccién inframuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico vy potasico en sujetos
clinica y biclégicamente sanos.

Cuantificacion del pico: AREA
Metodo de célculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
473 8587 857 Dic{Na) 0.450873 MC
83987 857 0.450873

Peak rejection lsvel: 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de anlisis: 03/11/98 04:57 PM Fecha de reporte: 03/12/93 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Méetodo utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-8ODICO

Nombre de la muestra: B1 T= 06 Horas Namero de archivo:0058

Numero inveccién de vial 1 of 1 NUm . 2ro de vial: 29
Descripcién de la muestra: ‘
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Gesarroliado por: Investigacion y Desarrolio

Solvente A:Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma. a través deltiempo, a
partir de Inyeccion intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico Y potasico en sujetos
clinica y bioldgicamente sancs.

Cuantificacién del pico: AREA
Método de calculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 8C
ug/mL
473 2451 241 Dic(Na) 0.126963 MC
2451 241 0.126963

Peak rejection level: 0




recha de analisis: 03/11/98 05:27 PM

D-7000 HPLC Reporte de inyeccion

Fecha de reporta: 03/12/38 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

lMeétodo utiizado: BIODISPONMIBILIDAD DIC-SODICO

Nombre de la muestra: B1 T = 08 Horas Ndmero de archivo:0056

Numero inyeccion de vial: 1 of 1 NUm: ero de vial: 31
Descripcion de la muestra: ’ '

Intensity (ug/ml})
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Desarrollado por: Investigacién y Desarrollo

Solvente A:Fase Movil

Descripcién del método: Metodologia analitica para determinacién de Diclotenaco li

bre en plasma, a fravés del tiempo, a

partir de Inyeccion intramuscular profunda de 75 mg de Diciofenaco Sédico y potasico en sujetes

clinica y biclégicamente sanos.

Cuantificacion del pico; AREA
Métode de célculo: EXT-STD

Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
475 3839 359 Dic{Na) 0.19821 MC
3888 359 0.18821

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccién

Fecha de analisis: 03/11/98 05:54 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM

Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BICDISPONIBILIDAD DIC-SCDICO

Nombre de la muestra: B2 T= 10 Horas Numero de archivo:0056

NUmero inyeccién de vial: 1 of 1 NUr ero de vial: 34
Descripeién de la muestra: :

Intensity (ug/ml)
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3 i T s / \ A
0.6‘- __E____»—\_/-/‘A\/ ~ \\—/ \\\\J\Lﬁ/\#ﬁ__‘__;‘f’ \“\..

-0.2
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Retention Time (min)

Desarroilado por: investigacion y Desarrollo

Soivente A:Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través dal tiempo, a

partir de Inyeccidn intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico y potasico en sujetos
clinica y bioclégicamente sanos.

Cuantificacién del pico: AREA
Meétodo de calculo: EXT-STD

Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
833 87 Dic{Na) 4.68287e-002 MC
833 87 4.68287e-002

Peak rejection level: 0
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D-7000 HPLC Reporte de imnyeccion

Fecha de analisis; 03/11/93 02:30 Pit Fecha de reporte: 03/12/23 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Métedo utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-s0DICO

Nombre de la muestra: B2 T = 10 minutos Ndamero de archivo:0058
Ndmero inyeccién de vial: 1 of 1 Nam' ero de vial: 12
Descripcion de la muestra: ’
1.0 7§ |
0.8 ‘,E'{
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0.6 3
= 0.4 -3 i - |
£ 3 : '&
] |
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Desarrollado por: Investigacion y Desarrolio

Solvente A:Fase Movil

Descripcidn del método: Metodologia analitica para determinacién de Diclofenaco libre en p[asr_nz;. a travé§ del tiempa_). a
partir de Inyeccién intramuscuiar profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico v potasico en sujetos
clinica y bioldégicamente sanos.

Cuantificacién del pico; AREA
Metodo de calculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
476 27280 2518 Dic{Na) 1.35852 MC
27280 2518 1.356352

Peak rejection level: 0



D-7000 HPLC Reporte de myeccién

Fecha de analisis: 03/11/98 02-45 P Fecha de reports: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 1029 Al

Metodo utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-soDIco

Nombre de la muestra: B2 T = 20 minutos Numero de archivo:0058

NUmero inyeccién de vial' 1 of 1 NUm' ero de viai: 14
Descripcién de la muesira: ‘ ‘
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Desarrollado por: Investigacion y Desarrollo

Solvente A:Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a
partir de Inyeccion intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sadico Y petasico en sujetos
clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacién del pico: AREA
Método de calculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
4.75 30556 2882 Dic(Na) 1.52119 MC
30556 2862 1.52119

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de andlisis: 03/11/88 03:01 PM Fecha de reporte: 03/12/28 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-80DICo

Nombre de la muestra: B2 T = 30 min utos Nimero de archivo:00585
Ntmero inyeccién de vial: 1 of 1 NG ero de vial: 18
Descripcion de la muestra: ’ )
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Desarrollado por: Investigacién y Desarrollo
Solvente A:Fase Movil
Descripcion del método: Metedologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través dsl tiempo, a

partir de Inyeccién intramuscuiar profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico y potasico en sujetos
clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacién del pico: AREA
Método de célculo: EXT-STD

RT Area Height Nams Conc 1 BC
ug/mL
4.75 34178 3176 Dic{Na) 1.70115 MC
34178 3176 1.70115

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de inyeccion

Fecha de analisis; 03/11/98 03:16 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:20 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Metodo utilizado: BIODISFONIBILIDAD DIC-SODICO

Nombre de la muestra: B2 T = 40 minutos Namero de archivo:0058
NUmero inyeccion de vial: 1 of 1 Num ‘ero de vial: 18
Descripcion de la muestra: :
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Desarrollado por: Investigacion y Desarrolio
Solvenie AFase Movil
Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion da Diclofenaco libre en plasma, a través del iempo, a

partir de Inyeccion intramuscular profunda de 75 mg de Diciofenaco Sadico y potdsico en sujetos
clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacién del pico; AREA
Métedo de céleulo: EXT-STD

RT Arsa Height Name Conc 1 BC
ug/mL
473 47494 4411 Dic(Na) 2.368324 MC
47494 4411 2.36324

Peak rejection level: 0



D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de analisis: 03/11/98 03:35 PM Fecha de reporte: 023/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-soDico

Nombre de la muestra: B2 T = 60 minutos Ndmero de archivo:0058

NUmero inyeccidn de vial: 1 of 1 Num ero de vial: 20 e
Descripcién de la muestra: :
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Desarrollado por: Investigacién y Desarrolio
Solvente A:Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a
partir de Inyeccién intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico y potésico en Sujetos

clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacion del pico: AREA
Método de céiculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
472 © 39033 3737 Dic{Na) 1.94247 MC
39033 3737 1.84247

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de andlisis: 03/11/98 03:50 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Metodo utilizado: BIODISPONIBILIDAD DiC-soDIcO

Nombre de la muestra: B2 T = 90 minutos Ndmero de archivo:0056

Numero inyeccién de vial: 1 of 1 NUIT .zro de vial; 22
Descripcidn de la muestra: :
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Desarrollado por: Investigacion y Desarrolio

Solvente A:Fase Movil

Descripcién del método: Metodologia analitica para dsterminacian de Diclofenaco libre en plasma, a traves del tiempo, a
partir de Inyeccién inframuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sadico Y potasico en sujetos
clinica y bicldgicamente sanos,

Cuantificacion del pico: AREA
Método de calculo: EXT-STD

RT Area Height Mame Conc 1 8C
ug/mL
473 25981 2452 Dic{Na) 1.29401 MC
25981 2452 1.28401

Peak rejection level 0



D-7000 HPLC Reporte de myeccién

Fecha de analisis: 03/11/98 04:12 PM Fecha de reports: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-80DICO

Nombre de la muestra: B2 T = 02 Horas Namero de archivo:0058

Numero inyeccién de vial: 1 of 1 NUm ero de vial: 24
Descripcién de la muestra: ’
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Desarrollado por: Investigacion y Desarrolilo
Solvente A:Fase Movil
Descripcién del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco fibre en plasma, a través del tiempo, a

partir de Inyeccion intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sodico Yy potésico en sujetos
clinica y bioldgicamente sanos.

Cuantificacién dei pico; AREA
Métedo de célculo; EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
473 16557 1544 Dic(Na) 0.826295 MC
16557 1544 0.826295

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de inyeccion

Fecha de andiisis: 03/11/98 04:31 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-SODICO

Nombre de la muestra: B2 T = 03 Horas Numero de archivo:0056
Numero inyeccién de vial: 1 of 1 NGam. ero de vial: 26
Descripcién de la muestra: ’

G

0.8

0.6

0.4

D1

§ PO TS A v |
e
C{NET =

!
L
=
‘1
q

Intensity (ug/ml)
(=]
[}%]
Bl
a-'/lﬂ
/g
——
4.72, 1
T

re
-

e

-!llnIJIIlFIIlllllillJil»n*lllll’-ll]lsll'{lJ||i|\i|ll\=l'!l;Ii\\.-i- .|—[
0 i 2 3 4 5 & 7

Rztention Time (min)

Desarrollado por: Investigacion y Desarrollo

Salvente A:Fase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a 1ravé§ del tiernpc_), a
partir de Inyeccion inframuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sodico y potésico en sujetos
clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacion dal pico: AREA
Método de céleulo; EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/ml
4.72 7917 753 Dic(Na) 0.397853 MC
7917 753 0.387853

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de inyeccién

Fecha de andlisis: 03/11/98 04:47 PM Fecha de reporte: 03/12/93 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-80DICO

Nombre de la muestra: B2 T = 04 Horas Namero de archivo:0056
NUmero inyeccion de vial: 1 of 1 NUm ero de vial: 28
Descripcion de la muestra: '
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Desarroitado por: Investigacién y Desarrollo

Solvente A:Fase Movil

Descripcién del método: Metodologia analitica para determinacién de Diclofenaco fibre en plasma, a través del tiempo, a
partir de Inyeccién intramuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sddico y potasico en sujetos

clinica y bioldgicamente sanos.

Cuantificacién del pico: AREA
Meétodo de caleulo; EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
473 4249 411 Dic(Na) 0.216068 MC
4249 411 0.215068

Peak rejection level; 0



D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de andlisis: 03/11/98 05:19 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/98 10:29 AM

Método utilizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-80ODICO

Nombre de la muestra: B2 T = 08 Horas Namero de archivo:0058

NUmero inyeccién de vial: 1 of 1 NUm =ro de vial: 30
Descripcion de la muestra: ’
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Desarrollado por: Investigacion y Desarrolio

Solvente A:Fase Movil

Descripcién del método: Metodologia analitica para determinacién de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a
partir de Inyeccion inframuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Sédico ¥ potasico en sujetos
clinica y biolégicamente sanos.

Cuantificacién del pico: AREA
Método de calculo: EXT-STD

RT Area Height Name Conc 1 BC
ug/mL
473 2191 221 Dic(Na}) 0.114082 MC
2191 221 0.114082

Peak rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de mnyeccion

Fecha de anaiisis; 03/11/98 05:35 PM Fecha de reporte: 03/12/98 10:30 AM
Fecha de procesado: 03/12/28 10:29 AM

Método utifizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-SCDICO

Nombre de la muestra: B2 T = 08 Horas Nimero de archivo:0058
Ndmero inyeccion de vial: 1 of 1 NuUm ero de vial: 32
Descripcién de la muestra: '
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Desarrollado por: Investigacién y Desarroilo

Solvente AFase Movil

Descripcion del método: Metodologia analitica para determinacion de Diclofenaco libre en plasma, a través del tiempo, a

partir de Inyeccién inframuscular profunda de 75 mg de Diclofenaco Scdico v potasico en sujstos

clinica y bicldgicamente sanos,

Cuantificacion del pico; AREA
Método de calculo: EXT-STD

RT Arca Height Name Conc 1 8C
ug/mL
478 1186 123 Dic{Ma) 0.084305 MC
1188 123 0.064305

PeaK rejection level: 0




D-7000 HPLC Reporte de myeccion

Fecha de analisis; 03/11/93 05:43 PM

Metodo utlizado: BIODISPONIBILIDAD DIC-30DICO

Nombre de la muestra: B1 T = 10 Horas

Numero inyeccion de vial: 1 of 1
Descripcién de la muestra:

Fecha de reporte; 33/12/08 10:30 AM

Fecha de procesado: 03/12/98 1029 AM

Nimero de archivo:0055

MOm ero de vial: 33
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Desarrollado por: Investigacion y Desarrolio

Solvente AfFass Movil

Descripcién del método: Metodologia analitica para determinacién de Diclofenaco lib
partir de Inyeccién intramuscular profunda de 75 mg cs

clinica y bioldgicamente sanos.

Cuantificacion del pico: AREA
Métedo de célculo: EXT-STD

re enplasma, a fravés del iempo, a
Diclofenaco Sddico v potésico en sujetos

RT Area Height MName Conc 1 BC
ug/mL
4,76 1170 121 Dic{Na) 6.35124e-002 MC
1170 121 6.35124e-002

Peak rejection level: 0
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