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Resumen y Abstract IX

Resumen

El presente estudio fue realizado con el objetivo de establecer mediante pruebas de
disolucién in vitro, si dos formas farmacéuticas multifuente de liberacion inmediata, de
administracion peroral con metformina como principio activo, son bioequivalentes en
relacién con su producto de referencia. Los datos de porcentaje de disolucidn obtenidos
en tres niveles de pH (1.2, 4.5 y 6.8) y en dos equipos de disolucién diferentes fueron
analizados mediante el método de modelo independiente para comparar los perfiles de
disolucion de los productos a través del célculo de los factores de diferencia (f,) y de
similitud (f,) segun las recomendaciones de la FDA. Para evaluar la cinética de liberacion
del farmaco se aplicaron tres modelos matematicos (ecuacion de orden cero, de primer
orden e Higuchi), adicionalmente, para la comparacion de los productos se aplicé un
método basado en analisis multivariado para un disefio de medidas repetidas. Los
resultados mostraron que existen diferencias estadisticamente significativas entre los
productos, razén por la cual en este estudio no se demostrd la bioequivalencia de los
productos B y C con relacion al producto A, con base en pruebas de disolucion in vitro.

Palabras clave: Metformina, Multifuente, Bioequivalencia, Disolucién in vitro,
Bioexencion.
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Abstract

The objective of the study was to determine the bioequivalence of two multisource drug
products of metformin tablets using in vitro testing. The in vitro dissolution profiles were
done in phosphate buffer (pH 6.8), acetate buffer (pH 4.5), hydrochlorid acid (pH 1.2) and
two dissolution apparatus were used. Multivariate analysis for repeated measures design
was employed to compare the percentage dissolved of the drug products. According to
FDA guidance for dissolution data equivalence, model independent approach was
applied. This involves the use of difference factor (f;) and similarity factor (f,). The drug
release from drug products was analyzed by various mathematical models such as zero
order, firs order and Higuchi. The results showed that there were significant differences
between the drug products, and for this reason it was not possible to demonstrate

bioequivalence based in vitro assays.

Keywords: Metformin, Multisource, Bioequivalence, in vitro Dissolution, Biowaiver.
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Introduccioén

Un medicamento innovador es aquel cuya molécula ha pasado por un largo proceso de
investigacion desde su sintesis quimica, aislamiento u obtencion a partir de fuentes
naturales o procesos biotecnolégicos, hasta cumplir todas las fases del desarrollo de un
nuevo medicamento (fases preclinicas y fases clinicas I, 1l y lll) [1]. A este nuevo
medicamento, que ha demostrado seguridad y eficacia, la entidad regulatoria le ha
autorizado la comercializacion, y a partir de este momento toda la informacion referente a
su desarrollo ha sido protegida por una patente. Una vez cumplido el plazo de
conservacion de la patente, la informacion del producto puede ser usada para la
fabricacibn de productos genéricos, los cuales, luego de haber demostrado ser

bioequivalentes con el innovador, pueden igualmente ser comercializados.

En Colombia, el Decreto 677 de 1995 y la Resolucién 1400 de 2001, del Ministerio de
Salud, regulan lo concerniente a la exigencia de estudios de bioequivalencia cuando se
trata de solicitar registro sanitario para comercializar productos bajo denominacion
genérica 0 de marca y certificar la intercambiabilidad en el mercado. Las anteriores
consideraciones se hacen por la influencia que sobre la calidad pueden tener diversos
factores, entre los que se cuentan: el origen de las materias primas, las caracteristicas
fisicoquimicas del principio activo, los excipientes empleados en la formulacion, el tipo de
proceso de fabricacion y las variables del proceso inherentes a la tecnologia empleada,
el sistema envase-empaque, y finalmente, la estabilidad del producto; estos factores
pueden influir en la absorcion del medicamento y causar diferencias en la

biodisponibilidad o provocar efectos en el tratamiento, diferentes al inicialmente previsto.

Aunque los estudios de bioequivalencia in vivo han sido considerados como la prueba
“Gold Standard” para establecer la intercambiabilidad de medicamentos, en 1995 Gordon
Amidon y colaboradores, propusieron el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (BCS)
con el fin de facilitar el desarrollo de medicamentos orales, reducir la necesidad de

estudios de bioequivalencia in vivo y utilizar las pruebas de disolucion in vitro como
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sustituto de los estudios de bioequivalencia in vivo [2]. Este sistema clasifica los farmacos
en cuatro categorias de acuerdo con su grado de solubilidad acuosa y su permeabilidad
a través de membranas biolégicas, convirtiéndose en una de las herramientas predictivas
mas significativas de los ultimos afios, cambiando el paradigma de los estudios de
bioequivalencia y siendo el tema de mayor debate regulatorio y cientifico de la Ultima
década [3]. Esta clasificacién fue adoptada en Estados Unidos por la Food and Drug
Administration (FDA), en Europa por la European Medicines Agency (EMA) y en otros
paises por la World Health Organization (WHO) para ajustar los estandares de
biodisponibilidad y bioequivalencia para medicamentos orales de liberacion inmediata [3]
y posteriormente es este marco cientifico la base de la guia “Waiver of In Vivo
Bioavailability and Bioequivalence Studies for Immediate-Release Solid Oral Dosage
Forms Based on a Biopharmaceutics Classification System”, emitida por la FDA en
agosto de 2000.

Aunque los medicamentos genéricos de liberacion inmediata para uso sistémico deben
demostrar bioequivalencia in vivo, hay excepciones para farmacos de clase | segun el
Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (farmacos altamente solubles y altamente
permeables) [4], asi mismo, si la disolucién del medicamento genérico es similar a la del
medicamento de referencia en tres medios de disolucion de pH distinto (en un rango de 1
a 8), las pruebas de disolucién in vitro se consideran suficientes para asegurar la
bioequivalencia del producto [5]. Estos avances cientificos han permitido a las agencias
regulatorias de medicamentos de la mayoria de paises, la inclusién en su normatividad
de las propiedades biofarmacéuticas de los ingredientes farmacéuticamente activos y su
aplicaciéon como indicadores de biodisponibilidad, abreviando de esta manera los
requerimientos para demostrar bioequivalencia y eximiendo de ensayos in vivo a gran
cantidad de medicamentos, como lo hizo Estados Unidos entre los afios 2000 y 2011, en
los que se realizaron 110 aprobaciones (42%) de farmacos de clase | con base en
bioexenciones y en estudios de bioequivalencia in vivo [6]. Para este tipo de farmacos,
cada vez hay mas reportes de correlaciones entre las propiedades de solubilidad y
permeabilidad con las pruebas de disolucion cuando se aplican como sustitutos de
ensayos de biodisponibilidad in vivo [7,8,9,10,11,12,13].

La FDA ha propendido por reducir el trdmite regulatorio y los estudios innecesarios en

humanos sin sacrificar la calidad de los productos [14]. Las pruebas de disolucion han
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emergido como una muy importante herramienta en la industria farmacéutica de
genéricos, especialmente para los procesos de formulacién y desarrollo, en el monitoreo
de procesos de manufactura y en pruebas de control de calidad; también son de gran
utilidad para predecir el desempefio in vivo de ciertos productos. Las pruebas de
disolucion juegan un papel significativo al momento de tomar la decisién de requerir o no
los estudios de bioequivalencia durante el escalamiento y cambios post-aprobacion
(SUPAC) [14].

En los ultimos afios se ha visto incrementado el interés de la comunidad cientifica,
académica, de la industria farmacéutica y las entidades regulatorias en considerar a los
productos con principios activos de la clase Il (alta solubilidad y baja permeabilidad)
segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica, como candidatos a la exencion de
estudios de bioequivalencia in vivo teniendo como principal fundamento el hecho de que
la etapa limitante en la velocidad de absorcion para este tipo de farmacos, es la
permeabilidad a través de la membrana intestinal y no la disolucion [3,15,16].
Actualmente, las guias de la EMA y de la WHO también plantean la exencién de estudios
de bioequivalencia in vivo para farmacos de clase Il si sus caracteristicas de disolucion
in vitro son muy rapidas (= 85% de farmaco se disuelve en 15 minutos) [17]. Entre los
afios 2000 y 2011 en Estados Unidos, el 37% de las aprobaciones realizadas con base
en estudios de bioequivalencia in vivo, es decir, 98 aprobaciones correspondieron a

farmacos de clase lll, en su gran mayoria antidiabéticos [6].

Por las anteriores consideraciones, el farmaco a evaluar en el presente estudio es
metformina, ya que por la naturaleza de sus propiedades biofarmacéuticas corresponde a
un farmaco de clase Il segun el Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica (alta
solubilidad y baja permeabilidad), su cinética de absorcion in vivo es dependiente
principalmente de la permeabilidad de la membrana y no tanto de la liberacién del
farmaco, por lo tanto su disponibilidad es menos sensible a las caracteristicas de
disolucién [18]. Algunos autores consideran que desde el punto de vista biofarmacéutico,
la probabilidad de que productos con metformina sean bioequivalentes in vivo es alta si
sus perfiles de disolucion in vitro son similares y los excipientes no tienen efectos
relevantes en la absorcién, y con base en ello deberia considerarse la bioexencién para

formas farmacéuticas perorales de liberacién inmediata [19].
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Metformina es un farmaco hipoglicemiante oral del grupo de las biguanidas usado como
tratamiento de primera linea para el manejo de la diabetes tipo 2, principalmente en
pacientes con sobrepeso y obesos y en aquellos con funcién renal normal [20]. ES un
polvo cristalino blanco, con férmula molecular C4H;1Ns. HCIl y peso molecular de 165,63.
Es un farmaco muy soluble en agua y practicamente insoluble en acetona, éter y
cloroformo. El pKa de Metformina es 12.4. El pH de la solucion acuosa al 1% es 6,68. La
solubilidad en agua es alta en el rango de pH 1,0 a 6,8 a 37°C. La permeabilidad en el
tracto gastrointestinal es baja, y su coeficiente de particion octanol/agua como log Py, -
2.640 [21].

Los estudios de biodisponibilidad y bioequivalencia representan costos significativos,
principalmente por la participacion de seres humanos, ademas de infraestructura,
insumos y equipamiento complejos y costosos. Es por ello, que las autoridades
regulatorias de Europa, Estados Unidos y otros paises han aprobado ademas de las
evaluaciones in vivo, los métodos in vitro como las pruebas de disolucion, para predecir
el comportamiento in vivo de formas farmacéuticas soélidas para administracion oral
[22,23]. Teniendo en cuenta las anteriores consideraciones, el propésito de este trabajo
fue emplear metodologias alternativas, debidamente aprobadas por agencias
regulatorias, de menor costo y con la suficiente validez cientifica, para evaluar la
bioequivalencia de medicamentos con base en sus propiedades biofarmacéuticas,
empleando metformina como farmaco de clase Ill en el Sistema de Clasificacién

Biofarmacéutica, y asi responder a la siguiente pregunta:

¢, Comparando los resultados obtenidos en los perfiles de disolucion in vitro, es posible
determinar las relaciones de equivalencia entre dos productos multifuente de metformina
y su producto innovador, en términos del porcentaje de farmaco disuelto? A fin de

responder dicha pregunta, la presente investigacion plantea los siguientes objetivos:
Objetivo General
Establecer si existe bioequivalencia in vitro entre dos formas farmacéuticas multifuente

de liberacion inmediata, de administracion peroral con metformina como principio activo,

y su correspondiente producto de referencia.
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Objetivos Especificos

e Validar y aplicar la metodologia analitica para la cuantificacion del principio activo
metformina en la prueba de disolucién in vitro, empleando espectrofotometria UV,
segun lo establecido por la monografia de la farmacopea vigente (USP 35) para

este farmaco.

e Evaluar el comportamiento de los perfiles de disolucién in vitro de los productos
multifuente de metformina tabletas de liberacion inmediata y su producto de
referencia en tabletas de liberacion inmediata, a diferentes niveles de pH 'y bajo
las condiciones recomendadas por la farmacopea vigente (USP 35).

e Demostrar mediante el analisis estadistico correspondiente, si los productos
multifuente de metformina pueden considerarse bioequivalentes in vitro con el

producto de referencia.
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Capitulo 1. Aspectos Generales

1.1 Fases del desarrollo de medicamentos

Antes de ser aprobado para la comercializacién, todo medicamento nuevo debe

demostrar seguridad y eficacia a través de ensayos y pruebas tanto in vitro (pruebas

fisicoquimicas), como in vivo (estudios farmacocinéticos y clinicos en personas sanas y

pacientes), y para ello debe cumplir satisfactoriamente ciertas fases durante su

desarrollo, iniciando por una fase preclinica (en animales) cuyo objetivo es evaluar sus

propiedades farmacoldgicas, toxicoldgicas y bioquimicas, para posteriormente continuar

con una fase clinica (en humanos) que comprende a su vez [24]:

Fase |. Estudios clinicos realizados en un pequefio nUmero de voluntarios sanos
en los cuales se pretende determinar la seguridad, tolerabilidad, Ila
farmacocinética y de ser posible el perfil farmacodinamico del nuevo

medicamento en humanos.

Fase Il. Estudios clinicos realizados en un pequefio nUmero de pacientes; en esta
fase el objetivo es evaluar la eficacia (y la seguridad) del nuevo medicamento.
Adicionalmente y de ser posible, regimenes de dosificacion y clarificacion de la
relaciéon dosis-respuesta con el fin de recopilar informacién para el disefio de

ensayos ampliados.

Fase lll. Estudios clinicos realizados en grandes grupos de pacientes; el objetivo
de esta fase es evaluar el balance seguridad/ eficacia a corto y largo plazo de las
formulaciones del producto, determinar su valor terapéutico completo, el perfil de

reacciones adversas frecuentes y rasgos especiales del producto.
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e Fase IV. Son estudios conocidos como estudios post-comercializacién en los que
se pretende generar nueva informacion sobre la seguridad del nuevo

medicamento en un gran numero de pacientes en las condiciones reales de uso.

Cuando el nuevo medicamento cumple con las evaluaciones de la Fase |, la FDA lo
identifica bajo la denominacién IND (Investigation New Drug Application) y autoriza
continuar con los estudios clinicos. Una vez evaluadas satisfactoriamente las primeras
tres fases clinicas (Fase I, 1l y Ill), la FDA aprueba el cambio de aplicaciéon a NDA (New
Drug Application) [24]. De tal manera que un nuevo farmaco es aquel del que se dispone
luego de largos afios de investigacion en los que se ha demostrado su seguridad y
eficacia, y por lo tanto ha sido aprobado para la comercializacion por la entidad
regulatoria (FDA, EMA, u otra). Finalmente la informacién generada durante este proceso
es protegida a través de una patente; una vez cumplido el plazo de conservacion de la
patente, el cual es de 20 afios en la mayoria de los paises, la informacion del producto
puede ser usada para la fabricacion de productos genéricos, los cuales deben demostrar
ser bioequivalentes con el innovador. A estos medicamentos la FDA les asigna la
denominacion ANDA (Abbreviated New Drug Application).

1.2 Calidad de los medicamentos

Para que un medicamento llegue a las manos de los pacientes, debe seguir un largo
proceso de fabricacion, en el que intervienen muchas variables atribuidas a las personas,
la maquinaria e insumos empleados, y al medio ambiente. Independientemente del nivel
de desarrollo econémico e industrial de los paises, es posible que ocurran errores que
pueden afectar a la calidad de los medicamentos, pueden ocurrir contaminaciones,
deficiencias en la estabilidad del medicamento, fallas en la calidad de las materias
primas, deficiencias del envase o errores en las etiquetas de los productos. Con base en
lo anterior se justifica la implementacion del control de calidad como herramienta que
permite detectar fallas y corregirlas para asegurar que los productos fabricados cumplan
con una serie de requisitos que le permitan demostrar su calidad, antes que llegue a

manos del paciente.
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El tema del control de la calidad de los medicamentos ha evolucionado a través del
tiempo y ha permitido la creacibn de organismos reguladores que aseguren el
cumplimiento de los requisitos de calidad y garanticen la seguridad y eficacia de los
productos farmacéuticos. A principios del siglo XX, no se habia consolidado aun una
normativa sobre el control de la calidad de los medicamentos y no eran claras las
exigencias de calidad a la industria farmacéutica a la hora de fabricar y comercializar sus
productos. Pero a raiz de que en 1938 méas de 100 nifios murieran en Estados Unidos
como consecuencia de la ingestién de una solucién de sulfanilamida en dietilenglicol [23],
la FDA promulgoé la enmienda del acta federal de 1906 en la cual incluy6 el concepto de
seguridad de los medicamentos y a partir de ese momento comenzo a exigir estudios de
toxicidad a los productos que ya estaban en el mercado, y para los nuevos
medicamentos, las solicitudes de comercializacion debian ser aprobadas por dicho

organismo regulador.

En los afios 60, se conocid el caso de los efectos teratogénicos de la talidomida en hijos
de mujeres que consumieron este medicamento durante el primer trimestre de su
embarazo; se estima que en 1961 en Alemania, aproximadamente 7000 nifios
padecieron malformaciones como consecuencia de la administracibn de este
medicamento a sus madres [25]. Este hecho desencadend en los paises desarrollados la
creacion de una legislacion estricta en la que se incluy6 la exigencia de investigaciones y
estudios de seguridad y eficacia, demostrados con estudios clinicos, como es el caso de
Estados Unidos donde en 1962 se modifico el acta de Alimentos, Medicamentos y
Cosmeéticos para exigir los resultados de la investigacién farmacolégica y toxicoldgica en
animales antes de que un nuevo farmaco pudiera ser probado en humanos. También en
Europa, todos los paises modificaron su legislacién en este sentido para exigir pruebas

de eficacia y de seguridad a los nuevos medicamentos.

Desde 1965 la Comunidad Econdmica Europea ha venido desarrollando directivas y
recomendaciones a fin de armonizar las distintas exigencias de los paises en materia de
seguridad y eficacia de los medicamentos. Desde 1995 cuando se constituyé la Union
Europea, los entes reguladores del medicamento de los estados miembros se han
agrupado en la European Agency for the Evaluation of Medicinal Drugs (EMEA) la cual, a

la fecha de hoy, con la abreviatura EMA es el organismo normativo y regulador de los
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productos farmacéuticos en todos los paises de la Unién Europea, asi como en Estados
Unidos lo es la FDA.

La exigencia de demostracion de la intercambiabilidad de medicamentos genéricos en
relacion con los innovadores comenzé en la década de 1970 debido a que seguian
presentandose problemas de biodisponibilidad como es el caso de Digoxina, fenitoina,
ciclosporina, warfarina, teofilina, fenotiazinas, las preparaciones de tiroides, y los
estrogenos conjugados, con consecuencias de relevancia clinica: falta de efecto o
toxicidad [26]. Por esta razbén, la FDA estableci6 en su legislacion en 1977 la
determinacion de la bioequivalencia de los medicamentos genéricos como factor
relevante para determinar su intercambiabilidad. Lo anterior debido a las variaciones que
éstos pueden presentar dependiendo de la composicion quimica del medicamento, la
solubilidad, el proceso de manufactura, la calidad de las materias primas, entre otras, que

pueden ocasionar el fracaso terapéutico o significar graves riesgos para la salud.

En Colombia, El Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos (INVIMA)
es la entidad encargada de ejercer las funciones de inspeccién, vigilancia y control a los
establecimientos productores y comercializadores de medicamentos y productos
biol6gicos e insumos para la salud, cosméticos, alimentos procesados y bebidas
alcohdlicas, productos de aseo y limpieza, plaguicidas de uso doméstico y demas
productos que estén bajo su control; lo anterior en el marco de su mision de “Proteger y
promover la salud de la poblacion, mediante la gestion del riesgo asociada al consumo y
uso de alimentos, medicamentos, dispositivos médicos y otros productos objeto de

vigilancia sanitaria” [27].

De otro lado, el Decreto 677 de 1995 del Ministerio de Salud reglamenta el régimen de
registros y licencias, el control de calidad y vigilancia sanitaria de medicamentos,
cosméticos, preparaciones farmacéuticas a base de recursos naturales, productos de
aseo, higiene y limpieza y otros productos de uso doméstico en lo referente a la
produccion, procesamiento envase, expendio, importacion, exportacion y
comercializacion. El Decreto 677 de 1995 define el registro sanitario como “El documento
publico expedido por el INVIMA o la autoridad delegada, previo el procedimiento
tendiente a verificar el cumplimiento de los requisitos técnicos y legales establecidos en

el Decreto, en el cual faculta a una persona natural o juridica para producir,
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comercializar, importar, exportar, envasar, procesar y/o expender los medicamentos,
cosmeéticos, preparaciones farmacéuticos a base de recursos naturales, productos de

aseo, higiene y limpieza y otros productos de uso doméstico”.

El registro sanitario en Colombia se basa en tres evaluaciones: una farmacologica
(seguridad y eficacia), una evaluacion farmacéutica (cumplimiento de criterios de calidad)
y una evaluacion legal (estudio juridico de la documentacion). La expedicion del registro
sanitario le corresponde al INVIMA o a la autoridad sanitaria delegada. Este documento y
sus renovaciones tienen una vigencia de 10 afios. Para la expedicion del registro
sanitario, el Decreto clasifica los medicamentos de la siguiente manera: 1) Medicamentos
incluidos en normas farmacolégicas oficialmente aceptadas, y 2) Medicamentos nuevos
(que no han sido incluidos en el Manual de Normas Farmacologicas, o aquellos que,
estando incluidos en él correspondan a nuevas asociaciones o dosis fijas, 0 a nuevas
indicaciones, o nuevas formas farmacéuticas, modificaciones que impliquen cambios en

la farmacocinética, en la via de administracion o en las condiciones de comercializacion).

Los requisitos exigidos para la expedicién del registro sanitario de los medicamentos
contenidos en normas farmacolégicas son la evaluacién farmacéutica y la evaluacion

legal, y para los medicamentos nuevos se exige ademas la evaluacién farmacoldgica.
Evaluacién farmacolégica
Tiene por objeto verificar la utilidad, conveniencia y seguridad de un medicamento. Esta

verificacion corresponde realizarla a la Comision Revisora de Productos Farmacéuticos

del INVIMA. La evaluacion se realiza teniendo en cuenta las siguientes caracteristicas del

producto:
. Eficacia
. Seguridad
= Dosificacion
] Indicaciones, contraindicaciones, interacciones y advertencias.
] Toxicidad
= Farmacocinética
] Condiciones de comercializacion

] Restricciones especiales
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Evaluacion farmacéutica

Tiene por objeto verificar la capacidad técnica del fabricante, el proceso de fabricacion y
la calidad del producto. Para solicitar la evaluacién farmacéutica, se debe cumplir con lo

siguiente:

» Resultados de los controles de calidad sobre las materias primas, el producto
durante el proceso el proceso de fabricacion, y el producto terminado.

= Metodologia de andlisis del producto terminado con los documentos que acrediten
los andlisis de validacion del método si el mismo no corresponde a ninguna de las
farmacopeas oficiales en el pais (Estados Unidos de Norteamérica (USP),
Britanica (BP), Codex Francés, Alemana (DAB), Europea e Internacional (OMS).

» Resultados de los estudios de estabilidad y periodo de vida util del producto

= Resultados de los estudios de biodisponibilidad y bioequivalencia para los
productos definidos por el INVIMA previo concepto de la Comisiéon Revisora de

productos farmacéuticos.

Evaluacién legal

Comprende el estudio juridico de la documentacion que se presenta para solicitar el
registro sanitario. Para solicitar la evaluacion legal se debe presentar entre otra

documentacion lo referente a:

= Nombre del laboratorio farmacéutico o industria fabricante.
= Licencia de funcionamiento

= Demostrar el cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura (BPM).
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1.3 Estudios de bioequivalencia de medicamentos

En Colombia, la Resolucion 1400 de 2001 del Ministerio de Salud, establece la Guia de
Biodisponibilidad y Bioequivalencia de Medicamentos para definir los criterios, requisitos
y procedimientos para la ejecuciéon de estos estudios. En el Articulo 3° de esta resolucion
se exige la presentacion de los resultados de estudios de biodisponibilidad absoluta para

los medicamentos que pertenezcan a los siguientes grupos farmacolégicos:

*= Antineoplésicos

»= Anticoagulantes

» Antiarritmicos

= Anticonvulsivantes

= Antiparkinsonianos

» Digitalicos

= Inmunosupresores

= Teofilina y sus sales

= Antirretrovirales

= Medicamentos definidos por el INVIMA cuando lo considere pertinente por sus
caracteristicas de algo riesgo, tales como toxicidad, margen terapéutico estrecho
y comportamiento farmacocinético, previo concepto y sustentacién cientifica de la

Comision Revisora, Sala Especializada de Medicamentos.

En el Articulo 4° de esta resolucién se exige la presentacion de los resultados de
estudios de bioequivalencia para los medicamentos que se comercializan en Colombia
bajo denominacion genérica o0 de marca, cuando el productor interesado solicite la
certificacion de intercambiabilidad con el innovador en el mercado. Adicionalmente, la
exigencia de estudios de bioequivalencia in vivo aplica a los siguientes grupos

farmacologicos:

= Anticonvulsivantes
= |nmunosupresores
= Medicamentos definidos por el INVIMA cuando lo considere pertinente por sus

caracteristicas de algo riesgo, tales como toxicidad, margen terapéutico estrecho
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y comportamiento farmacocinético, previo concepto y sustentacion cientifica de la

Comisién Revisora, Sala Especializada de Medicamentos.

Segun la Resolucién 1400, medicamentos bioequivalentes son productos farmacéuticos
gue tienen biodisponibilidad similar, es decir que no existe una diferencia
estadisticamente significativa en relacién con la cantidad y velocidad de absorcion,
cuando se administra en la misma dosis y se evallan bajo condiciones experimentales
similares. Los estudios de Bioequivalencia son estudios de Biodisponibilidad
comparativa entre dos o mas medicamentos, del mismo farmaco y evaluados bajo el
mismo disefio experimental. Para la Organizacibn Mundial de la Salud (WHO), un
producto farmacéutico es intercambiable si ha demostrado ser equivalente farmacéutico y
bioequivalente con el producto innovador, y por lo tanto puede declararse que es

terapéuticamente equivalente al mismo.

Los estudios de bioequivalencia tienen por objetivo demostrar que dos formulaciones de
un mismo principio activo presentan un comportamiento farmacocinético tan semejante
gue se puede asumir que presentaran, de la misma forma, efectos farmacologicos
igualmente semejantes, es decir, son terapéuticamente equivalentes y, por lo tanto,
intercambiables. Esta afirmaciébn se basa en el principio de que a iguales
concentraciones plasmaticas de una misma sustancia corresponden iguales efectos

farmacodinamicos [28].

1.4 Pruebas de disoluciéon de medicamentos

Para que un farmaco sea absorbido a partir de una forma farmacéutica soélida de
administracién oral, es necesario que se libere, se disuelva bajo condiciones fisiolégicas
y posteriormente atraviese las membranas del tracto gastrointestinal [7]. La disolucion por
tanto es un paso clave y depende de las propiedades del medio (intensidad de la
agitacion, temperatura, composicion del medio de disolucion, pH, viscosidad, presencia
de absorbentes o tensoactivos), de las propiedades del farmaco (solubilidad, naturaleza
guimica, polimorfismo, tamafio de particula, grado de porosidad, formacién de complejos,
grado de hidratacion y solvatacion), factores farmacotécnicos (formulacion, proceso de

fabricacion) y de factores fisiolégicos (patrones de motilidad del tracto gastrointestinal,
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diferencias de permeabilidad, composicién de jugos gastrico e intestinal, presencia de
alimentos, area superficial) [29]. El término disolucién se refiere al proceso mediante el
cual el principio activo pasa al seno de la solucion en condiciones estandarizadas de
interface solido-liquido. Las moléculas escapan de la superficie del sélido y luego se

transportan al seno de la solucién [29].

Las pruebas de disolucion se realizan con el objetivo de determinar o establecer las
caracteristicas de disolucién o liberacién de los principios activos contenidos en una
forma farmacéutica solida de uso oral, estableciendo un criterio de evaluacion de las
propiedades fisicas y biofarmacéuticas del producto [30]. Son las pruebas mas usadas
para estimar la liberacion de un principio activo a partir de una forma farmacéutica,
evaluar la variabilidad interlote y en algunos casos predecir la biodisponibilidad y la
bioequivalencia [29].

La Farmacopea de los Estados Unidos, la Farmacopea Europea y la Farmacopea
Japonesa han armonizado los criterios de las pruebas de disolucion en lo concerniente a
los aparatos empleados, medios de disolucion, tiempos de muestreo y al procedimiento
general de las pruebas. En cuanto a los aparatos oficiales aprobados por dichas
farmacopeas se encuentra el aparato 1 (aparato con canastillas), aparato 2 (aparato con
paletas), aparato 3 (cilindro oscilante) y aparato 4 (celda de flujo). ElI aparato 3
actualmente no es aceptado por la Farmacopea Japonesa. El aparato 1 (canastillas), el
cual es uno de los equipos empleados en la ejecucién de los perfiles de disolucion del
presente trabajo, consiste de un vaso cilindrico, de fondo semiesférico, con o sin tapa, de
vidrio u otro material inerte y transparente, un motor, un eje propulsor mecanico y una
canastilla cilindrica de acero inoxidable u otro material inerte. El vaso esta parcialmente
sumergido en un bafio de agua que mantiene la temperatura dentro del vaso a 37,0 £ 0,5
°C durante el ensayo. El aparato posee ademas, un dispositivo que permite seleccionar
la velocidad de rotacion de los ejes de acuerdo a lo especificado en la monografia
correspondiente y mantenerla dentro de +4 % [30,31]. El aparato 2 (paletas), también
empleado en el presente trabajo, difiere del aparato 1 en que el elemento de agitacion es
una paleta que se ajusta a las especificaciones dadas en la USP 35. La paleta se coloca
de tal modo que su eje vertical no se separe mas de 2 mm, en cualquier punto, del eje
vertical del vaso y rote sin desviarse significativamente. A menos que en la monografia

correspondiente se especifique otro valor, la distancia entre el borde inferior de la paleta
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y el fondo del vaso se debe mantener a 25 + 2 mm [30,31]. Generalmente el medio de
disolucion empleado es el referenciado por la monografia de cada producto, la mayoria
de las veces es agua o soluciones amortiguadoras pH 4 a 8, o acido clorhidrico de 0,001
N a 0,1 N dependiendo de la solubilidad del principio activo o de la formulacion. El
volumen empleado esta entre 500 y 1000 mL [31]). Referente al muestreo, cuando se
especifica un solo tiempo de muestreo, las muestras deben tomarse en los tiempos
especificados con una tolerancia de + 2 %. Para elaborar perfiles de disolucion
generalmente se establecen intervalos de tiempo de 5 a 10 minutos para el muestreo de
farmacos que se disuelven rapidamente y por encima de 60 minutos para farmacos con
disolucion lenta [31]. El procedimiento general para la ejecucion de las pruebas de
disolucion consiste en colocar en cada uno de los vasos del equipo el volumen de medio
de disolucion especificado, ensamblar el aparato, equilibrar el medio de disolucién a 37,0
+ 0,5 °C y retirar los termdémetros. Colocar una unidad de dosificaciéon en cada vaso (se
emplean doce unidades para estudios de bioequivalencia in vitro, y seis tabletas para la
prueba de disolucién en control de calidad y en la fase de investigacién y desarrollo de
productos) y poner en funcionamiento el equipo a la velocidad establecida en la
monografia individual. Una vez cumplido el tiempo especificado, o en cada intervalo del
tiempo establecidos retirar una alicuota de una zona a una distancia media entre la
superficie del medio de disolucién y la parte superior de la canastilla o de la paleta
rotatoria y a no menos de 1 cm de la pared del vaso. De ser necesario, se deben
reemplazar las alicuotas retiradas para el analisis con volimenes iguales de medio de
disolucion ajustado a una temperatura de 37°C. Filtrar y analizar las alicuotas extraidas
segun se especifique en la monografia correspondiente. Cuando se trata de muestreo
combinado, se toman volumenes iguales de muestras filtradas de la seis o doce
muestras individuales tomadas y emplear la muestra combinada como la muestra de
prueba y determinar la cantidad promedio del principio activo en la muestra combinada
[31]. El producto cumple los requisitos si las cantidades de farmaco disuelto a partir de
las unidades de dosificacion analizadas cumplen los criterios de la farmacopea vigente

para muestreo individual o para muestreo combinado.

A manera general, existen tres métodos para comparar perfiles de disolucién: método
basado en analisis de varianza ANOVA, método del modelo independiente y método del
modelo dependiente [32]. Los perfiles de disolucion permiten determinar el orden cinético

del proceso, la constante de velocidad del proceso, el tiempo necesario para que se
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disuelva un determinado porcentaje de principio activo, y permiten detectar y cuantificar
el tiempo de latencia [29]. El método de modelo independiente, segun las guias de la
FDA, se basa en el calculo de los factores de diferencia (f;) y de similitud (f,) [7]. El factor
f, mide el porcentaje de error entre las dos curvas en los periodos de tiempo (puntos de
muestreo). El factor f, es una transformacion logaritmica de la sumatoria del error al
cuadrado de las diferencias entre el producto en prueba y el de referencia en los
periodos de tiempo (puntos de muestreo). Dos perfiles de disolucion se consideran
similares si los valores de f; estdn entre 0 y 15 y si los valores de f, estan entre 50 y 100.
La eficiencia de la disolucion se calcula de los valores obtenidos en el area bajo la curva
(AUC) de los perfiles de disolucion aplicando el método de los trapecios [33]. Para
caracterizar el perfil de disolucion del farmaco se emplea el tiempo medio de disolucién
(MDT), el cual corresponde al tiempo promedio requerido para la disoluciéon del farmaco
[42].

Para evaluar la cinética de liberacion generalmente se aplica el método de modelo
dependiente aplicacién distintas ecuaciones matematicas: ecuacion de orden cero, de

primer orden, Higuchi, Hixon-Croweel, y Korsmeyer-Peppas, entre otros.

1.5 Bioexencion y bioequivalencia in vitro

La Organizacion Mundial de la Salud define el término “bioexencién” como la aprobacion
de una formulaciébn genérica sélida de administracion oral de un ingrediente
farmacéuticamente activo, con base en criterios de disolucion estrictamente definidos
como sustitutos del estudio de bioequivalencia in vivo [34]. La farmacopea de los Estados
Unidos lo define como el proceso de aprobacion reglamentaria cuando el expediente
(dossier) se aprueba basandose en una evidencia de equivalencia diferente a la prueba
de bioequivalencia in vivo. Para formas farmacéuticas sélidas orales, la evidencia de
equivalencia se determina basandose en una comparacion del perfil de disolucién in vitro
entre el producto multifuente y el producto comparador [31]. Para referirse a
medicamentos genéricos, la Organizacion Mundial de la Salud (WHO) utiliza el término
“Producto farmacéutico multifuente” y lo define como un equivalente farmacéutico o

alternativa farmacéutica que puede 0 no ser equivalente terapéutico [68]. Considerando
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lo anterior, actualmente la bioequivalencia no solo puede demostrarse a través de
estudios de biodisponibilidad comparada in vivo (en humanos), ensayos clinicos
comparativos, y estudios farmacodinamicos en humanos, sino también a través de

pruebas de disolucion in vitro [35].

En el afio 2000 fue promulgada la guia FDA para la industria, en la que se establece la
exencién de estudios de bioequivalencia in vivo para productos de clase | en Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica. El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica es un marco
cientifico establecido por Gordon Amidon en 1995 para clasificar los farmacos con base

en su solubilidad acuosa y la permeabilidad intestinal de la siguiente manera:

Clase | Alta Solubilidad - Alta Permeabilidad

Baja Solubilidad - Alta Permeabilidad

Alta Solubilidad - Baja Permeabilidad

Clase IV Baja Solubilidad - Baja Permeabilidad

(
l !‘ I4

Figura 1-1: Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica [4].

El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica se basa en la determinacion de propiedades
biofarmacéuticas que modifican la velocidad y la extension de la absorcién de los

principios activos: disolucion, solubilidad y permeabilidad intestinal.

= Solubilidad: un farmaco es considerado altamente soluble cuando la
concentracion mas alta es soluble en 250 mL o menos de medio acuoso en un

rangode pHde 1,0a 7,5.

*» Permeabilidad: un farmaco es considerado altamente permeable cuando la
extensién de la absorcion en humanos es igual o mayor al 90% de la dosis
administrada determinada por balance de masas o en comparacion con una dosis

intravenosa de referencia.
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» Disolucion: un farmaco es considerado de rapida disolucién cuando al menos el
85% de la cantidad etiquetada de farmaco se disuelve en 30 minutos empleando
el aparato | de la USP a 100 rpm o el aparato Il a 50 rpm, en un volumen de 900
mL o menos en cada uno de los siguientes medios: HCI 0,1 N o jugo gastrico
simulado USP sin enzimas, Buffer pH 4,5 y Buffer pH 6,8 0 jugo intestinal

simulado USP sin enzimas.

Las formulaciones que contengan principios activos altamente soluble y altamente
permeables (Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica Clase 1), y se disuelvan
rapidamente, son candidatos para la bioexencién con base en el BCS, si cumplen lo
siguiente [36]:

» La forma de dosificacion se disuelve rapidamente (no menos del 85% de farmaco
se disuelve en 30 minutos).

= El perfil de disolucion del producto en estudio es similar al de referencia a pH 1.2,
4.5y 6.8 usando el equipo de paletas a 75 rpm o el equipo de canastillas a 100
rpm, y cumplen los criterios de similitud del perfil de disolucién f, = 50 (u otro

criterio estadistico equivalente).

En el ano 1997 fue publicada la guia de la FDA para “Pruebas de disoluciéon de formas
farmacéuticas orales de liberacién inmediata”, en la que se establecen las condiciones
técnicas y cientificas para llevar a cabo dichas pruebas (equipo empleado, velocidad,
intervalos de tiempo de muestreo) ademas de dar lineamientos para el analisis
matematico y estadistico de los datos. Esta guia fue disefiada entre otros fines, como
apoyo al momento de definir si las pruebas de disolucién son suficientes para otorgar una

exencion del estudio de bioequivalencia in vivo.

Mucho se ha discutido sobre los estudios in vitro, entre ellos las pruebas de disolucion
como método sustituto de los estudios en humanos; algunos autores afirman que las
pruebas de disolucién se han convertido en una gran herramienta para la evaluaciéon de
la calidad de los medicamentos porque reducen costos [37], porque son una medida mas
directa del desempefio del producto, y porque representan beneficios en términos de
consideraciones éticas debido a que no requieren la participacion de humanos como

sujetos de experimentacion. Por todo lo anterior, algunos autores consideran que los
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estudios in vitro algunas veces representan mayores ventajas que los estudios in vivo
para evaluar la bioequivalencia de formas farmacéuticas solidas orales de liberacion
inmediata [38]. Un estudio realizado en Nigeria, en el que compararon cuatro
formulaciones genéricas de metformina tabletas de 500 mg vs el producto de referencia,
se encontr6 que de las cuatro formulaciones genéricas evaluadas, dos no alcanzaron un
porcentaje de disolucion de minimo 85% en 30 minutos a pH 2.0, pero el producto de
referencia tampoco alcanz6 este valor. A pH 4.5, tres de las cuatro formulaciones
evaluadas y el producto de referencia mostraron un porcentaje de disolucion inferior a
85% a los 30 minutos, a pH 6.8, s6lo una formulacién no cumplié con este requerimiento,

y las demas formulaciones incluyendo el producto de referencia si lo hicieron [39].

En un estudio realizado con el fin de evaluar la influencia de las condiciones
experimentales de la liberacién de metformina, previa evaluacion de bioequivalencia para
justificar la bioexencién por perfiles de disolucién in vitro en tres medios de pH distintos,
los autores mostraron que el desempefio in vitro del producto en varios medios de
disolucion tuvo ciertas diferencias, las cuales no se reflejaron in vivo, por lo tanto,
concluyeron que los farmacos con BCS Il si pueden ser elegibles como candidatos para
bioexencién incluso si el criterio de disolucion rapida no se cumple [5]. Otro estudio en el
gue se evalud la equivalencia in vitro de cuatro formulaciones genéricas de metformina
tabletas de 500 mg en comparacion con el producto de referencia en un rango de pH de
2.0 a 6.8, encontr6 que so6lo una de cuatro formulaciones genéricas evaluadas cumplio el
criterio de la WHO de alcanzar un porcentaje de disolucion de minimo 85% en 15
minutos, pero la formulacion de referencia tampoco cumplié este criterio. Los autores
resaltan el hecho de que aunque la pelicula de recubrimiento en formas farmacéuticas de
liberacién inmediata no deberia tener efecto en la disolucion, en este estudio se encontrod
qgue el producto genérico que tuvo un comportamiento similar al producto de referencia
corresponde a tabletas recubiertas igual que el producto de referencia, mientras que los
demas productos genéricos evaluados no comparten esta caracteristica [39]. En un
estudio realizado en Irdn, el objetivo fue comparar los perfiles de disolucion de ocho
formulaciones de metformina, aplicando dos modelos de métodos independientes, el
factor de diferencia f; y el factor de similitud f,. Todas las marcas de metformina
evaluadas liberaron mas del 80% del farmaco en 30 minutos. Los autores concluyeron la
bioequivalencia de todos los productos, excepto de uno, en comparacion con el producto

innovador [65]. Otro estudio en el que se evalud la correlacion entre la liberacién in vitro y
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la absorcion in vivo de unos pellets de metformina de liberacién sostenida preparados por
granulacion centrifuga, mostré que las diferentes cubiertas de los pellets incrementaron
la biodisponibilidad y la liberacion del farmaco (44). En un estudio realizado con el fin de
evaluar la equivalencia farmacéutica de siete formulaciones de metformina tabletas de
500 mg en comparacién con el producto de referencia en un pH de 6.8, se encontré que
sOlo cuatro de siete formulaciones genéricas evaluadas mostraron similar perfil de
disolucion al producto de referencia basados en los factores f; y f, [58]. Un estudio
realizado en Arabia Saudita con el fin de evaluar la equivalencia farmacéutica de cinco
formulaciones de metformina tabletas de 500 mg en comparacion con el producto de
referencia, encontr6 que uno de los productos evaluados no presenté un comportamiento
similar en cuanto al perfil de disolucion en comparaciéon con el producto de referencia
[61]. Otro estudio realizado en India con el fin de evaluar las caracteristicas
fisicoquimicas de cinco formulaciones de metformina tabletas de 500 mg en
comparacion con el producto de referencia, encontré que cuatro de los cinco productos
evaluados presentaron un comportamiento similar en cuanto al perfil de disolucién en

comparacion con el producto de referencia [66].

Finalmente, un estudio en el que se empled un modelo in silico, muestra los resultados
de la evaluacion de la relacién entre la disposicién in vivo de metformina y la velocidad de
disolucion. Las simulaciones mostraron que la concentracion maxima (Cns) Y €l area
bajo la curva (AUC) no se ven afectados significativamente cuando el 100% del farmaco
se libera en un periodo de 2 horas, y esto fue confirmado con datos farmacocinéticos en
humanos; ademas, los perfiles de disolucién in vitro medidos en tres medios de distintos
pH tuvieron un comportamiento mas lento que los perfiles de disolucién in vivo. Los
autores concluyeron que las formulaciones de metformina que liberen el 100% del
farmaco en un periodo de tiempo igual o menor a 2 horas, deben ser consideradas

bioequivalentes [67].
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En el presente estudio se validé la metodologia analitica para la cuantificacion del
principio activo metformina en las pruebas de disolucion in vitro, empleando
espectrofotometria UV a 233 nm, segun lo establecido por la monografia de la
farmacopea vigente (USP) para este farmaco, y posteriormente dicha metodologia se
aplicé en la evaluacion de las propiedades de disolucion in vitro de dos productos
multifuente de metformina frente al producto estdndar de referencia correspondiente
(innovador en el mercado) en tres niveles de pH (1.2, 4.5 y 6.8) y en dos equipos de
disolucion. Las condiciones experimentales fueron las recomendadas por la farmacopea
vigente (USP), como: volumen del medio, temperatura y velocidad de rotacion, tal como

se describe a continuacion.

2.1 Instrumentos y equipos

= Espectrofotémetro UV/VIS marca Genesys 6.

= Equipo de disolucién (USP) TDT-08L Pharma Alliance Group

= Equipo de desintegracién (USP) Di-200 Pharma Alliance Group

= Equipo medidor de dureza Dr. Schleuniger Pharmatron Model 5Y.
= Balanza analitica marca Ohaus serie Adventurer.

= Balanza Electrénica Adventurer SL AS3101.

= Agitador Vortex marca Fisher Scientific.

= Agitador Magnético Multistation marca IKA.

= Bafio termostatico de ultrasonido marca Fisher Scientific FS110H
= Purificador de Agua marca Simplicity Millipore.

= pH metro WTW Inolab 740.

= Cabina Extractora de Gases y Humos C4 Control de Contaminacion Ltda.

Todos los equipos empleados en el presente estudio cuentan con sus certificados de
mantenimiento y calibracién vigentes.
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2.2 Estandares y reactivos

Metformina HCl estdndar de referencia USP, No. de lote 10H236, catélogo
1396309, potencia 99,7%.

Metformina HCI estandar secundario Sigma-Aldrich, No. de lote P500240, catalogo
PHR1084-500MG, potencia 99,9%.

Fosfato Monobasico de Potasio marca Scharlau, No. de lote 13300802, pureza
99,5%.

Acetato de Sodio marca Sigma, No. de lote 64H1182, pureza 99,0%.

Acido Acético marca Merck, No. de lote K41623463 041, pureza 100,0%.

Acido Clorhidrico marca Merck, No. de lote K43059117, pureza 37,0%.

Hidréxido de sodio marca Merck, No. de lote B0601798 106, pureza 99,0%.

2.3 Métodos

A continuacién se describen los métodos empleados para la validacién del método

analitico, para las pruebas de control de calidad y los perfiles de disolucion de los

productos evaluados.
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2.3.1 Validacion del método analitico

Segun la Farmacopea de los Estados Unidos de América (USP), la validacion de un
procedimiento analitico es el proceso que establece, mediante estudios de laboratorio, que
las caracteristicas de desempefio del procedimiento cumplen los requisitos para las

aplicaciones analiticas previstas [31].

La validacion del método analitico para la cuantificacion de metformina en pruebas de
disolucion fue llevada a cabo de acuerdo con la Farmacopea vigente USP 35/NF 30
(Ensayo de categoria Ill) y con la Guia de la Conferencia Internacional de Armonizacion
ICH Q2B de 1996 [69]. Las pruebas se realizaron de acuerdo con el método de
determinacion de metformina descrito en la Farmacopea USP 35/NF 30 para la prueba de
disolucién, empleando como medios de disolucion Buffer Fosfato de Potasio pH 6.8, Buffer
Acetato de Sodio pH 4.5, y Acido clorhidrico 0,1 N pH 1,2. Para todas las pruebas se
empled un estandar secundario de Metformina HCI previamente valorado con su respectivo
estandar primario USP. La tabla 2-1 muestra las diluciones realizadas para la preparacion
de las soluciones de metformina con las que se llevé a cabo la validacion.

Tabla 2-1: Soluciones de metformina para la evaluacion de los parametros de validacion.

Concentracion Volumen de Solucion Volumen Final Concentracion de
Nominal (%) Stock Estandar (uL) (mL) Metformina (pug/mL)
12,5 83 100 1,0625
25,0 167 100 2,1250
50,0 333 100 4,2500
75,0 500 100 6,3750
100,0 666 100 8,4915
125,0 833 100 10,6250
150,0 1000 100 12,7500

Solucidn Stock: 1,275 mg/mL. Potencia: 99,9%. Diluentes: Buffer Fosfato de Potasio pH 6.8, Buffer Acetato
de Sodio pH 4.5 y Acido Clorhidrico pH 1.2.
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La tabla 2-2 presenta las soluciones realizadas para la preparacion de los placebos

enriquecidos.

Tabla 2-2: Soluciones de metformina para la preparacion de placebos enriquecidos.

Concentracion Alicuota de Solucion Volumen Concentracion de Metformina
Nominal (%) Stock (mL) Final (mL) (ng/mL)
25,0 1,67 1000 2,1292
100,0 6,67 1000 8,5042
150,0 10,0 1000 12,7500

Solucidn Stock: 1,275 mg/ mL. Potencia: 99,9 %. Diluentes: Buffer Fosfato de Potasio pH 6.8, Buffer Acetato
de Sodio pH 4.5 y Acido Clorhidrico pH 1.2.

Con el fin de demostrar de manera experimental la capacidad analitica del método para
determinar metformina en cada medio de disolucion, se evaluaron los parametros que a

continuacién se describen.

= Linealidad

La linealidad de un procedimiento analitico es su capacidad para obtener resultados que
sean proporcionales a la concentracion de analito en un intervalo establecido [31]. Para
su determinaciébn se prepararon siete concentraciones de metformina de manera
independiente en cada medio de disolucion (Buffer Fosfato de Potasio pH 6.8, Buffer
Acetato de Sodio pH 4.5 y Acido Clorhidrico pH 1.2) en el rango de concentraciones de
12,5% a 150% vy se realizaron determinaciones de cada una por triplicado. Para evaluar
la linealidad se aplicd el calculo de la regresion lineal por el método de los minimos
cuadrados segun recomendacion de la Guia de la Conferencia Internacional de
Armonizacién ICH Q2B de 1996 [69], se determiné la ecuacidon de la recta, el coeficiente
de correlacion r, coeficiente de determinacion r? y el gréfico de linealidad.
Adicionalmente se realiz6 el analisis de varianza de la regresion lineal y se determiné el

test de proporcionalidad para el intercepto y el test de linealidad para la pendiente.
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Criterios de aceptacion:

v' Coeficiente de correlacién r mayor o igual a 0,990

\

Coeficiente de determinacion r mayor o igual a 0,980

v' Pendiente significativamente diferente de cero (tex, Mayor que tipa €
intervalo de confianza no incluye el valor cero)

v Intercepto cercano a cero (intervalo de confianza incluye el valor cero)

v Coeficientes de variacion de los factores de respuesta menores de 5%.

=  Precision

La precision de un método analitico es la concordancia entre los resultados de las
pruebas individuales cuando se aplica el procedimiento repetidamente a mudltiples
muestreos de una muestra homogénea [31]. Para evaluar la repetibilidad se realizaron
nueve determinaciones preparando tres concentraciones de metformina en cada medio
de disolucion (Buffer Fosfato de Potasio pH 6.8, Buffer Acetato de Sodio pH 4.5 y Acido
Clorhidrico pH 1.2) en el rango de concentraciones de 25% a 150% y se realizaron
determinaciones de cada una por triplicado. La Precisién Intermedia se determiné
realizando un andlisis de seis muestras de metformina de concentracion 100% en cada
medio de disolucién (Buffer Fosfato de Potasio pH 6.8, Buffer Acetato de Sodio pH 4.5y
Acido Clorhidrico pH 1.2), en diferentes dias, usando las mismas condiciones
instrumentales. Para evaluar la precision se aplicé el calculo del coeficiente de variacion,

adicionalmente se calcularon los intervalos de confianza.

Criterio de aceptacion:

v Coeficiente de variacion menor o igual a 2,0%.
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= Exactitud

La exactitud de un procedimiento analitico describe la cercania de los resultados
obtenidos mediante ese procedimiento, y el valor verdadero [31]. Para su determinacion
se prepararon tres soluciones de estandar de metformina y tres placebos enriquecidos
con metformina en el rango de concentraciones de 25% al 150% y se realizaron
determinaciones de cada una por triplicado para calcular el porcentaje de recuperacion,

adicionalmente se calcularon los intervalos de confianza.

Criterio de aceptacion:

v' Porcentaje de recuperacion: entre 95,0% y 105,0%.

= Especificidad

Es la capacidad de un método analitico de diferenciar y cuantificar el analito de manera
inequivoca en presencia de otros componentes en la muestra [31]. Para su
determinacion se prepararon placebos y placebos enriquecidos con metformina al 100%
y se compararon en condiciones normales y en condiciones de stress (60°C y 60% de

humedad relativa).

Adicionalmente, se prepararon estandares y muestras de metformina al 100% y se

analizaron después de ser sometidas a las siguientes condiciones:

» Degradacion acida con acido clorhidrico 1,2 N

= Degradacién basica con de hidroxido de sodio 0,1 N
= Degradacién con peréxido de hidrégeno al 1%

= Degradacion con calentamiento

= Degradacion con exposicion a la luz
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= Limite de detecciony Limite de cuantificacion

El limite de deteccién corresponde a la menor cantidad de analito que puede detectarse
por un método de analisis, en tanto que el limite de cuantificacion hace referencia a la
menor cantidad de analito que puede cuantificarse con el mismo método [31].
Experimentalmente se calcula a partir de la ecuacion de la recta de la linealidad del
método mediante una extrapolacion de la respuesta a concentracion cero. Se toman

como y las respuestas medias y como x las concentraciones.

= Estabilidad de las muestras

Para su evaluacion se prepararon soluciones de estdndares y muestras de metformina y
se analizaron después de ser sometidas a calentamiento (37°C) y refrigeracion (2°C-8°C)

durante 48 horas.
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2.3.2 Pruebas de control de calidad

Los productos evaluados en este estudio fueron seleccionados teniendo en cuenta la
presentacion en tabletas de 850 mg de metformina clorhidrato. Se escogieron tres
productos disponibles en el mercado: la formulacion de referencia, a la cual se le asigné
la letra A para efectos de identificacién a lo largo de este estudio, y dos formulaciones de
prueba de fabricacion nacional, una que se comercializa en Colombia como producto de
marca, a la que se le asignd la letra B, y una que se comercializa bajo denominacién
genérica a la que se le asigno la letra C. De cada uno de los productos a evaluar se
adquirieron tres lotes identificados en el presente estudio como lotes 1, 2 y 3 que

comparten las caracteristicas enunciadas a continuacion.

Producto: Metformina clorhidrato

Contenido: 850 mg

Forma farmacéutica: Tabletas

Presentacion: Caja x 30 tabletas

Fecha Fabricacion: Entre noviembre de 2011y septiembre de 2012.
Fecha Vencimiento: Entre agosto de 2013 y Marzo de 2016
Procedencia: Distribuidores autorizados

Registro Sanitario: Vigente

Todos los productos fueron adquiridos en establecimientos autorizados para la
distribucion y comercializacion de medicamentos en la ciudad de Cali (Valle del Cauca), y
previo a la realizacion de las pruebas de disolucion in vitro, los medicamentos fueron
sometidos a la verificacibn de algunos aspectos técnicos, ademas de los analisis
fisicoquimicos correspondientes segun la monografia de la USP 35 para verificar el

cumplimiento de los requisitos de calidad en los productos.

» Verificacion técnica de los productos

La inspeccion de las muestras se centré en los siguientes aspectos: forma farmacéutica,
contenido de principio activo, lote, fecha fabricacion, fecha vencimiento, registro sanitario,
condiciones e integridad del envase/empaque (envases 0 empaques primarios vacios,
rotos o mal sellados, con etiquetas humedas, rasgadas o manchadas), concordancia

entre la informacion del envase y del empaque, condiciones e integridad de la muestra, y
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caracteristicas fisicas y organolépticas (descripcion y forma de las tabletas, particulas

extrafias, color, olor).

» Valoracion de principio activo
Se determinaron las absorbancias de las muestras y los estandares (preparados segun lo
muestra el Anexo A) en el espectrofotdbmetro, en celdas de 1 cm a una longitud de onda
de 233 nm empleando agua como blanco.

» Uniformidad de unidades de dosificacion
La uniformidad de unidades de dosificacion se realiz6 por el método de variacion de peso
segun lineamientos de la USP para tabletas sin cubierta o tabletas recubiertas con un
contenido de farmaco = 25 mg/tableta y 25% o mas, en peso, de la unidad de
dosificacién, como es el caso de las tabletas de metformina de 850 mg.

= Desintegracion

Se determiné el tiempo de desintegracion de las tabletas en agua a 37°C en el equipo de

desintegraciéon (USP) Di-200 Pharma Alliance Group.

= Dureza

Se determiné la dureza de las tabletas en el equipo Dr. Schleuniger Pharmatron Model
5Y.

= Disolucion
La prueba de disolucién se realizé en el equipo de disolucion (USP) TDT-08L Pharma

Alliance Group, segun la monografia oficial de la USP 35 para metformina tabletas, con

las condiciones experimentales descritas en la tabla 2-3.
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Tabla 2-3: Condiciones experimentales de la prueba de disolucion metformina.

Equipo

1: Canastillas

2: Paletas

Velocidad de rotacion (rpm)

100

75

Medio de disolucién

Buffer Fosfato de Potasio

Buffer Fosfato de Potasio

pH 6,8. pH 6,8.
Temperatura del medio (°C) 37+£0,5 37+£0,5
Volumen del medio (mL) 1000 1000
Tiempo (minutos) 45 30
Longitud de onda 233 233

Espectrofotémetro (nm)
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2.3.3 Perfiles de disolucion de Metformina

Las valoraciones analiticas de las muestras para los perfiles de disolucién de metformina
fueron realizadas aplicando la metodologia analitica validada en cada uno de los tres
medios de disolucion de pH 6.8, 4.5 y 1.2, bajo las condiciones experimentales que se

detallan a continuacion.

2.3.3.1 Condiciones experimentales

Se evaluaron las propiedades de disoluciéon in vitro de los productos multifuente de
metformina frente al producto estandar de referencia correspondiente. Las condiciones
fueron las recomendadas por la farmacopea vigente USP 35/NF30 y de acuerdo con los
lineamientos de la Guia Dissolution testing of immediate release solid oral dosage forms
[7]. En todos los casos se evaluaron doce tabletas de cada producto (A, By C), en cada
medio de disolucién (pH 6.8, 4.5 y 1.2) y en dos equipos de disolucién (equipo 1 -

canastillas-, equipo 2 -Paletas-).

Tabla 2-4: Condiciones experimentales para los perfiles de disolucion de metformina.

Equipo 1: Canastillas 2: Paletas
Velocidad de rotacion 100 75
(rpm)

Medio de disolucion

Buffer Fosfato de Potasio pH 6,8
Buffer Acetato de Sodio pH 4,5
Acido Clorhidrico pH 1,2

Buffer Fosfato de Potasio pH 6,8
Buffer Acetato de Sodio pH 4,5
Acido Clorhidrico pH 1,2

Temperatura del medio

o 37+0,5 37+0,5
(S
Volumen del medio
(mL) 1000 1000
Tiempo (min) 120 120

Puntos de muestreo
(min)

5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120

5, 10, 15, 30, 45, 60, 90, 120

Dilucién realizada (v/v)

. ; it 1:100 1:100
con medio de disolucion
Longltud,de onda 233 233
espectrofotometro (nm)
Lecturas de cada muestra 3 3

en el espectrofotémetro

Blanco

Medio de disolucién

Medio de disolucién
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2.3.3.2 Disefio experimental

Los perfiles de disolucion se realizaron en doce unidades de cada producto a evaluar
(doce tabletas de metformina de 850 mg), con las condiciones de la USP 35, con tres
medios de pH distinto y en dos equipos de disolucion diferentes.

= Aleatorizacion: de manera aleatoria se seleccioné el equipo 1 (Canastillas) para
comenzar las pruebas, y posteriormente se continud con el equipo 2 (Paletas). El
orden asighado al azar a los medios de disolucién segun su pH fue: 6.8, 4.5y 1.2.
Mediante muestreo aleatorio simple se asignaron las unidades experimentales a
cada vaso de disolucién en el siguiente orden: producto A, producto C y producto
B. Esta secuencia fue conservada a lo largo de los experimentos en todos los

niveles de pH evaluados y en ambos equipos.

= Disefio de tratamiento: en este estudio, en cada uno de los ocho vasos del equipo
de disolucion se adicion6 uno de los productos (Producto A, B o C), en cinco
ensayos independientes para cada medio y para cada equipo de disolucion,
segun el orden asignado al azar en el punto anterior, como lo muestra la figura 2-
1.

= Factores de tratamiento: el tiempo fue el factor intra-sujetos con ocho niveles (5,
10, 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos). Se consideraron tres factores inter-sujetos
para el andlisis: 1) Producto (con tres niveles: A, By C, siendo el producto A el
de referencia), 2) Nivel de pH (con tres niveles: 6.8, 4.5, 1.2) y 3) Equipo (dos
niveles: Canastillas y Paletas). Los tratamientos corresponden a la combinacion
de cada nivel de los factores estudiados, por lo cual se tienen 18 tratamientos con

tres réplicas, como lo muestra la tabla 2-5.
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Tabla 2-5: Combinacién de los factores de tratamiento evaluados en el disefio del

estudio.
Equipo 1-Canastillas: pH 6,8: Producto A Equipo 2-Paletas: pH 6,8: Producto A
Equipo 1-Canastillas: pH 6,8: Producto B Equipo 2-Paletas: pH 6,8: Producto B
Equipo 1-Canastillas: pH 6,8: Producto C Equipo 2-Paletas: pH 6,8: Producto C
Equipo 1-Canastillas: pH 4,5: Producto A Equipo 2-Paletas: pH 4,5: Producto A
Equipo 1-Canastillas: pH 4,5: Producto B Equipo 2-Paletas: pH 4,5: Producto B
Equipo 1-Canastillas: pH 4,5: Producto C Equipo 2-Paletas: pH 4,5: Producto C
Equipo 1-Canastillas: pH 1,2: Producto A Equipo 2-Paletas: pH 1,2: Producto A
Equipo 1-Canastillas: pH 1,2: Producto B Equipo 2-Paletas: pH 1,2: Producto B
Equipo 1-Canastillas: pH 1,2: Producto C Equipo 2-Paletas: pH 1,2: Producto C

Para cada uno de los tratamientos se midieron tres réplicas correspondientes a tres lotes
de cada producto. Finalmente, se conté con un tamafio muestral de 54 datos para el
porcentaje de disolucion de metformina en ocho momentos temporales.

= Variable dependiente: La variable respuesta (variable dependiente) fue el
porcentaje de disolucion acumulado de metformina, obtenido del promedio de
doce 12 tabletas de cada producto. Se utilizé el promedio de las 12 tabletas
segun las recomendaciones de la FDA, debido a que el coeficiente de variacion
fue menor del 20% para los primeros tiempos de muestreo (5, 10 y 15 minutos), y
menor del 10% para los demas tiempos de muestreo (30, 45, 60, 90 y 120

minutos) [7].

= Unidad experimental: la unidad experimental fue la tableta de metformina de 850

mg de cada producto evaluado (A, By C).

» Muestreo y disefio de observacion: Se aplicd un disefio de medidas repetidas
dado que la variable respuesta se tomoé varias veces en el tiempo: se tomo6 una
muestra de 10 mL de cada vaso de disolucién a los 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90y 120
minutos, se realizé una dilucion de 1:100 con medio de disolucién, y se obtuvieron
lecturas por triplicado en el espectrofotémetro. Las tres lecturas se promediaron

debido a que el coeficiente de variacion entre ellas fue menor del 2%.
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ENSAYO 1
1 8 7 6
2 3 4 5

ENSAYO 2
1 8 7 6
2 3 4 5

ENSAYO 3
1 8 7 6
2 3 4 5

ENSAYO 4
1 8 7 6
2 3 4 5

ENSAYO 5
1 8 7 6
2 3 4 5

Figura 2-1: Asignacion aleatoria de las unidades experimentales a cada vaso de disolucion.
* Esta asignacion fue aplicada en todos los experimentos, en los tres niveles de pH evaluados y en
ambos equipos de disolucién para obtener un total de 54 perfiles de disolucién (3 productos x 3
lotes x 3 niveles de pH x 2 equipos de disolucion).
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2.3.3.2 Analisis estadistico

Se compararon los perfiles de disolucion de los productos usando el método de modelo
independiente segun las recomendaciones de la FDA, las cuales se basan en el calculo
de los factores de diferencia (f;) y de similitud (f,). El factor f; mide el porcentaje de error
entre las dos curvas en los periodos de tiempo (puntos de muestreo). El factor f, es una
transformacion logaritmica de la sumatoria del error al cuadrado de las diferencias entre
el producto en prueba y el de referencia en los periodos de tiempo (puntos de muestreo).
Dos perfiles de disolucion se consideran similares si los valores de f; estan entre 0y 15y
si los valores de f, estan entre 50 y 100 [7]. La eficiencia de la disolucion se calculé de
los valores obtenidos en el area bajo la curva (AUC) de los perfiles de disolucion
aplicando el método de los trapecios. Para caracterizar el perfil de disolucién del farmaco
se empled el tiempo medio de disolucién (MDT). Para evaluar la cinética de liberacion se

aplicaron tres modelos matematicos: ecuacion de orden cero, de primer orden e Higuchi.

Finalmente, se realiz6 un andlisis multivariado para un disefio de medidas repetidas a fin
de comparar los porcentajes de disoluciéon de los productos. En este estudio, el propdsito
fue comparar el efecto del tratamiento en los productos multifuente identificados como B
y C, con respecto al producto de referencia identificado como A. Para esto se realizd
inicialmente la comparacion de los tres lotes de cada producto para verificar si era
posible usarlos indiferentemente como réplicas, a partir del andlisis de un disefio de
medidas repetidas donde todas las unidades experimentales son observadas en los
diferentes tratamientos en cada tiempo. En el caso que no se encontraran diferencias
significativas entre los lotes de cada producto, se utilizaria el disefio de medidas
repetidas considerando los lotes observados de cada producto como réplicas. De lo
contrario se seleccionaria aleatoriamente uno de los lotes para el analisis. El objetivo del
analisis para este estudio fue determinar el efecto del tiempo en el porcentaje de
disolucion y de existir algun efecto, probar si los factores intra-sujetos: equipo, nivel de
pH y producto, y la interaccion entre la combinacion doble y conjunta entre estos factores

tiene un efecto significativo en la variable dependiente.

Para el analisis de la interaccion entre los factores se probo la hipétesis nula de igualdad

de vectores de medias. En caso de rechazarse la hipotesis nula, se determinaria qué
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efectos son los que influyen en el distinto comportamiento del porcentaje de disolucién en
los grupos establecidos por la combinacion de los valores del conjunto de variables
independientes. Para ello, el andlisis multivariante de varianza determina, a partir de una
serie de contrastes basados en el estadistico F, qué efectos (si los principales y/o el de

las interacciones) son significativamente distintos de cero.

Se realiz6 el andlisis multivariante de la varianza contrastando cada uno de los efectos
con un estadistico F. La hip6tesis nula indica que los vectores de medias son iguales en
los grupos establecidos por la combinacion de los valores de las -1 variables
independientes. Si el valor p asociado a los estadisticos Traza de Pillai, Traza de
Hotelling, Lambda de Wilks y Raiz maxima de Roy es inferior a 0,05, se rechaza la
hipétesis nula. Este contraste se repite para cada uno de los posibles subconjuntos
formados por g-1 variables independientes. En el supuesto caso de que para un conjunto
de variables independientes se rechaza la hipétesis nula, se realizar4d un contraste
univariante sobre cada una de las variables dependientes de forma individual. El nivel de

significancia para las diferentes pruebas empleadas fue de 0,05.

Cuando se realizan las comparaciones multiples de los niveles de los factores se utiliza la
correccion de Bonferroni para controlar la probabilidad de cometer errores tipo I. En el
caso que uno de los niveles se considere como referencia para los otros se utiliza la
prueba de Dunnett.



Capitulo 2. Metodologia

39







Capitulo 3. Presentacion y discusion de
resultados

3.1 Validacion del método analitico

A continuacién se presentan los resultados de la evaluacién de los pardmetros de

validacion del método analitico para la cuantificacion de metformina en pruebas de

disolucion empleando buffer fosfato monobéasico de potasio pH 6,8 como medio de

disolucion. Los resultados de la validacién del método en buffer acetato de sodio pH 4,5y

en acido clorhidrico pH 1,2 se presentan en el documento Anexo B.

Tabla 3-1: Resultados de la evaluacion del parametro linealidad del sistema en buffer
fosfato monobasico de potasio pH 6,8.

Concentracion

Absorbancia 1

Absorbancia 2

Absorbancia 3

Promedio

SD

% CV

(%)
12,5 0,081 0,083 0,083 0,082 0,001155 | 1,40
25,0 0,166 0,168 0,167 0,167 0,001000 | 0,60
50,0 0,343 0,345 0,344 0,344 0,001000 | 0,29
75,0 0,513 0,514 0,513 0,513 0,000577 | 0,11
100,0 0,674 0,675 0,675 0,675 0,000577 | 0,09
125,0 0,837 0,836 0,834 0,836 0,001528 | 0,18
150,0 0,993 0,992 0,992 0,992 0,000577 | 0,06

La tabla 3-1 presenta los datos de absorbancia obtenidos para cada concentracion de

metformina evaluada a partir de soluciones estandar. En total se evaluaron siete

concentraciones con mediciones por espectrofotometria UV por triplicado. Con el promedio

de los datos obtenidos se realizd la curva de calibracion mediante el andlisis de regresion

por el método de los minimos cuadrados.
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Figura 3-1: Recta de regresion para evaluar la linealidad del sistema en la determinacion de
metformina por espectrofotometria UV en buffer fosfato monobésico de potasio pH 6,8.

En la figura 3-1 se presenta la recta de regresion para la relacion absorbancia vs
concentracion de metformina. La recta de regresion muestra un coeficiente de correlacién

mayor a 0,99 (0,9998) lo cual indica una significativa relacién entre las variables.

Tabla 3-2: Regresién lineal absorbancia vs concentracién de metformina para linealidad
del sistema en buffer fosfato monobdsico de potasio pH 6,8.

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal: Y = a + b*X

Variable Dependiente: Absorbancia de Metformina

Variable Independiente: Concentracién de Metformina

Parametro Estimado Error Estandar Estadistico t Valor p
Intercepto 0,00653872 0,00287744 2,272 0,0349
Pendiente 0,00663112 208,012 0,0000

o. La pendiente no es significativamente diferente de cero
a: La pendiente es significativamente diferente de cero

o. No se detectan diferencias significativas entre el intercepto y el cero.
. Se detectan diferencias significativas entre el intercepto y el cero.

ITITT

IC 95% Pendiente 0,00656 - 0,00670

IC 95% Intercepto 0,000516 - 0,0126

Se comprob6 la significancia de la pendiente aplicando la prueba t de Student y
calculando los intervalos de confianza. En la tabla 3-2, dado que el intervalo de confianza
no incluye el valor cero, y que el valor de t experimental (208,12) es mayor que el t
tabulado (2,093), se concluye que la pendiente es significativamente diferente de cero y
por lo tanto se confirma el cumplimiento de la prueba de linealidad de la pendiente. Para

el intercepto existen tres opciones: que la recta cruce el eje vertical por encima de cero
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(a>0), por debajo de cero (a<0), o exactamente en cero (a=0). Dado que el intervalo de
confianza no incluye el valor cero, se confirma que existen diferencias significativas entre

el intercepto y el cero y con valor positivo para este caso.

Tabla 3-3: Andlisis de varianza datos linealidad del sistema en buffer fosfato monobasico
de potasio pH 6,8.

Andlisis de Varianza

Fuente Suma de GL Cuadradq de Relacion F Valor p
cuadrados la media
Modelo 2,07885 1 2,07885 43269,12 0,0000
Residuales 0,000912847 19 0,0000480446
Total (Corr.) 2,07976 20

Coeficiente de correlaciéon: 0,999781

R-cuadrado: 99,9561

Error estandar del estimado: 0,00693142

En el andlisis estadistico para el parametro linealidad del sistema, el valor p de la prueba
menor de 0,01 descrito en la Tabla 3-3 permite concluir que existe una relacion
estadisticamente significativa entre la respuesta del instrumento (Absorbancia) y la
concentracién de la muestra a un nivel de confianza del 99%. El estadistico r? indica que
el modelo presenta un 99,9561% de variabilidad en la absorbancia (valor mayor que
0,98). Asi mismo, el andlisis de varianza descrito en la tabla 3-3 permitié determinar que
el valor F calculado de 43269,12 es mayor al valor F critico tabulado (4,38), lo cual indica

gue el modelo lineal se ajusta a la relacién entre la absorbancia y la concentracion.

Tabla 3-4: Factores de respuesta parametro linealidad del sistema en buffer fosfato
monobasico de potasio pH 6,8.

Concentracion (%) Absorbancia Promedio Factor de respuesta f
12,5 0,082 0,00656
25,0 0,167 0,00668
50,0 0,344 0,00688
75,0 0,513 0,00684
100,0 0,675 0,00675
125,0 0,836 0,00669
150,0 0,992 0,00661

Promedio 0,00672
SD 0,00012
%CV 1,723
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Complementariamente, como lo muestra la tabla 3-4, se calculé el coeficiente de
variacion total de los factores de respuesta (absorbancia/concentracion), el cual fue
inferior al 5% (1,723%), lo que indica que la pendiente es distinta de cero y demuestra la
adecuada linealidad del sistema en el intervalo de concentraciones evaluadas.

Tabla 3-5: Resultados de la evaluacién del parametro linealidad del método en buffer
fosfato monobasico de potasio pH 6,8.

Conce(r:/:)r acion Absorbancial | Absorbancia2 | Absorbancia3 | Promedio SD % CV
12,5 0,078 0,078 0,077 0,078 0,00058 | 0,74
25,0 0,172 0,173 0,172 0,172 0,00058 | 0,34
50,0 0,329 0,329 0,328 0,329 0,00058 | 0,18
75,0 0,511 0,510 0,512 0,511 0,00100 | 0,20
100,0 0,668 0,669 0,670 0,669 0,00100 | 0,15
125,0 0,822 0,821 0,822 0,822 0,00058 | 0,07
150,0 0,987 0,987 0,988 0,987 0,00058 | 0,06

La tabla 3-5 presenta los datos de absorbancia obtenidos para cada concentracion de
metformina evaluada a partir de soluciones de la muestra. En total se evaluaron siete
concentraciones con mediciones por espectrofotometria UV por triplicado. Con el promedio
de los datos obtenidos se realizé la curva de calibracion mediante el analisis de regresion

por el método de los minimos cuadrados.

1.5- y = 0,00659x + 0,00389
r’ = 0,9997
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Figura 3-2: Recta de regresion para evaluar la linealidad del método en la determinacién
de metformina por espectrofotometria UV en buffer fosfato monobasico de potasio pH
6,8.
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En la figura 3-2 se presenta la recta de regresion para la relacion absorbancia vs
concentracion de metformina. La recta de regresion muestra un coeficiente de correlacién

mayor a 0,99 (0,9997) lo cual indica una significativa relacion entre las variables.

Tabla 3-6: Regresién lineal absorbancia vs concentracién de metformina para linealidad
del método en buffer fosfato monobasico de potasio pH 6,8.

Anadlisis de Regresion - Modelo Lineal: Y = a + b*X

Variable Dependiente: Absorbancia de Metformina

Variable Independiente: Concentracion de Metformina

Parametro Estimado Error Estandar Estadistico t Valor p
Intercepto 0,00389896 0,00319739 1,219 0,2376
Pendiente 0,00658674 0,00003542 185,944 0,0000

o: La pendiente no es significativamente diferente de cero
. La pendiente es significativamente diferente de cero

I T T

o: No se detectan diferencias significativas entre el intercepto y el cero.
H.: Se detectan diferencias significativas entre el intercepto y el cero.

IC 95% Pendiente 0,00651 - 0,00666

IC 95% Intercepto -0,00279 - 0,0106

Se comprob6 la significancia de la pendiente aplicando la prueba t de Student y
calculando los intervalos de confianza. En la tabla 3-6, dado que el intervalo de confianza
no incluye el valor cero, y que el valor de t experimental (185,94) es mayor que el t
tabulado (2,093), se concluye que la pendiente es significativamente diferente de cero y
por lo tanto se confirma el cumplimiento de la prueba de linealidad de la pendiente. Para
el intercepto, dado que el intervalo de confianza incluye el valor cero, se confirma que no
existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero, lo anterior permite concluir

gue la recta pasa por el origen de coordenadas.

Tabla 3-7; Analisis de varianza datos linealidad del método en buffer fosfato monobasico
de potasio pH 6,8.

Anadlisis de Varianza

Fuente Sumade GL Cuadrad(_) de Relacion F Valor p
cuadrados la media
Modelo 2,05111 1 2,05111 34575,15 0,0000
Residuales 0,00112714 19 0,0000593233
Total (Corr.) 2,05224 20

Coeficiente de correlacién: 0,999725

R-cuadrado: 99,9451

Error estandar del estimado: 0,00770216
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En el analisis estadistico para el parametro linealidad del método, el valor p de la prueba
menor de 0,01 descrito en la tabla 3-7 permite concluir que existe una relacion
estadisticamente significativa entre la respuesta del instrumento (Absorbancia) y la
concentracion de la muestra a un nivel de confianza del 99%. El estadistico r? indica que
el modelo presenta un 99,9451% de variabilidad en la absorbancia (valor mayor que
0,98). Asi mismo, el analisis de varianza descrito en la tabla 3-7 permitié determinar que
el valor F calculado de 34575,15 es mayor al valor F critico tabulado (4,38), lo cual indica
gue el modelo lineal se ajusta a la relacién entre la absorbancia y la concentracion a un

nivel de confianza del 5%.

Tabla 3-8: Factores de respuesta parametro linealidad del método en buffer fosfato
monobasico de potasio pH 6,8.

Concentracion (%) Absorbancia Promedio Factor de respuesta f
12,5 0,078 0,00624
25,0 0,172 0,00688
50,0 0,329 0,00658
75,0 0,511 0,00681
100,0 0,669 0,00669
125,0 0,822 0,00658
150,0 0,987 0,00658

Promedio 0,00662
SD 0,00021
%CV 3,139

Complementariamente, como lo muestra la tabla 3-8, se calcul6 el coeficiente de
variacion total de los factores de respuesta, el cual fue inferior al 5% (3,139%), lo que
indica que la pendiente es distinta de cero y demuestra la adecuada linealidad del

sistema en el intervalo de concentraciones evaluadas.
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Tabla 3-9: Resultados de la evaluacion del parametro Precision del sistema en buffer
fosfato monobdasico de potasio pH 6,8.

Conce;tramon Dia 1 Dia 2
c Nivel de Concentracion de (%)
RS Metformina 99,4 99,5
28 25% 100% 150% 99,9 98,7
2 F X L
g5 99,2 99,4 99,2 Intermedia 99,2 99,6
© 99,6 99,3 99,1 99,4 98,5
n: 9 99,0 99,8
F’fO(fg;l;!diO 99.3 Promedio 99,3 99,3
0): !
SD 0,16159 A 6 6
%CV 0.163 SD 0,320 0,571
%CV 0,323 0,575
IC sup 99,7 99,9
IC inf 98,9 98,7
IC dif.medias -0,579 ;0,612
p 0,9515

La precision del sistema se evalu6 a partir del andlisis repetido de tres soluciones
estandar de Metformina de concentracion 25%, 100% y 150%. La Tabla 3-9 muestra un
coeficiente de variaciéon promedio menor de 2,0% (0,163%) correspondiente a nueve
datos de concentracion de Metformina, lo cual indica que el instrumento es preciso bajo

las condiciones de analisis establecidas.

La precision intermedia se evalu6 a partir del analisis repetido de una solucién estandar
de Metformina de concentracién 100% en dias diferentes. Dado que el intervalo de
confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede concluir que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las dos muestras a
un nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la prueba t es mayor de
0,05 se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero, lo que significa
gue entre los dias 1 y 2, no existen diferencias estadisticamente significativas en las

mediciones y por tanto el sistema analitico es preciso bajo las condiciones establecidas.



48 Estudio de bioequivalencia in vitro de dos formas farmacéuticas perorales
multifuente de liberacién inmediata con metformina como principio activo

Tabla 3-10: Resultados de la evaluacién del parametro Precision del método en buffer
fosfato monobasico de potasio pH 6,8.

. . Concentracion Dia 1 Dia 2
c Nivel de Concentracion de (%)

§ 0 Metformina 99,9 98,7
= g = 25% 100% 150% 99,5 99,3
258 987 | 998 99,4 Precision 99 4 98.9
§ < 98,4 98,9 98,6 Intermedia 99,1 99,4
© 99,1 99,6 99,2 99,7 99,5
n: 9 98,8 99,1
Promedio (%): 99,08 Promedio 99,2 99,4

SD 0,471 n 6 6
%CV 0,475 SD 0,400 0,308
%CV 0,402 0,311
IC sup 99,8 99,5
IC inf 98,9 98,8

IC dif.medias -0,209 ; 0,709

p 0,2531

La precision del método se evalud a partir del analisis repetido de tres muestras de
Metformina de concentracion 25%, 100% y 150%. La Tabla 3-10 muestra un coeficiente
de variacion promedio menor de 2,0% (0,475%) correspondiente a nueve datos de
concentracion de Metformina, lo cual indica que el método es preciso bajo las

condiciones de analisis establecidas.

La precision intermedia se evalué a partir del analisis repetido de una muestra de
Metformina de concentracion 100% en dias diferentes. Dado que el intervalo de
confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede concluir que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las dos muestras a
un nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la prueba t es mayor de
0,05 se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero, lo que significa
qgue entre los dias 1 y 2, no existen diferencias estadisticamente significativas en las
mediciones y por tanto el método analitico es preciso bajo las condiciones de andlisis

establecidas.
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Tabla 3-11: Resultados de la evaluacion del pardmetro Exactitud del sistema en buffer
fosfato monobdasico de potasio pH 6,8.

Concentracion Concentracion % W .
P ; - Recuperacion SD %CV
tedrica (%) experimental (%) Recuperacion ;
promedio
25,0 24,68 98,7
25,0 25,30 101,2 100,1 1,2667 1,275
25,0 25,10 100,4
100,0 99,20 99,2
100,0 99,10 99,1 99,2 0,1528 0,154
100,0 99,40 99,4
150,0 150,30 100,2
150,0 150,90 100,6 100,2 0,4509 0,005
150,0 149,55 99,7
IC sup concentracion téorica: 133,5
IC inf concentracion tedrica: 49,8
IC sup concentracion experimental: 133,4
IC inf concentracidn experimental: 49,6
IC diferencia medias: -54,3;54,6
Valor p: 0,9950
% Desviacion del valor te6rico: 0,17

La exactitud del sistema se evalu6 a partir del andlisis repetido de tres soluciones
estandar de Metformina de concentracion 25%, 100% y 150%. Dado que el intervalo de
confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede concluir que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las muestras a un
nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la prueba t es mayor de 0,05
se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero.

La Tabla 3-11 muestra un porcentaje de desviacibn promedio de 0,17% de la
concentracion experimental con respecto de la concentracion tedrica, correspondiente a
tres concentraciones, lo cual indica que el sistema es adecuado para determinar con
exactitud distintas concentraciones de Metformina. El porcentaje de recuperacion se
calculé entre 98,7% y 101,2%.
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Tabla 3-12: Resultados de la evaluacién del parametro Exactitud del método en buffer
fosfato monobasico de potasio pH 6,8.

Concentracion Concentracion % % Recuperacion
.. . L. . SD %CV
tedrica (%) experimental (%) Recuperacion promedio
25,0 24,47 97,9
25,0 24,87 99,5 98,83 0,839 0,849
25,0 24,78 99,1
100,0 98,94 98,9
100,0 99,51 99,5 99,36 0,372 0,375
100,0 99,64 99,6
150,0 149,73 99,8
150,0 150,21 100,1 99,61 0,655 0,657
150,0 148,32 98,9
IC sup concentracidn téorica: 133,5
IC inf concentracidn tedrica: 49,8
IC sup concentracién experimental: 132,9
IC inf concentracién experimental: 49,4
IC diferencia medias: -53,9;54,9
Valor p: 0,9846
% Desviacion del valor tedrico: 0,74

La exactitud del método se evalué a partir del analisis repetido de tres muestras de

placebo enriquecido con Metformina a concentraciones de 25%, 100% y 150%. Dado que

el intervalo de confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede

concluir que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las

muestras a un nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la pruebat es

mayor de 0,05 se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero.

La tabla 3-12 muestra un porcentaje de desviacion promedio de 0,74% de la

concentracion experimental con respecto de la concentracion tedrica, correspondiente a

tres concentraciones, lo cual indica que el método es adecuado para determinar con

exactitud distintas concentraciones de Metformina. El porcentaje de recuperacion se
calculé entre 98,9% y 100,1%.
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Tabla 3-13: Resultados de la evaluacion del pardmetro Especificidad del método en buffer
fosfato monobdasico de potasio pH 6,8.

Muestra analizada Respuesta Respugsta
esperada obtenida
Condiciones Normales: Fuera del rango Fuera del rango
Placebo 0,0% Metformina fotométrico fotométrico
Condiciones de Estrés: Fuera del rango Fuera del rango
Placebo 0,0% Metformina fotométrico fotométrico
Condiciones Normales: + 100.0% 8342130
Placebo 100,0% Metformina - 70 70
98,5%
. L 99,3%
Condiciones de Estrés: _ +100,0% 98.7%
Placebo 100,0% Metformina 98.2%

Los resultados obtenidos no muestran sefiales que interfieran en la respuesta del sistema

a las concentraciones de metformina en condiciones normales ni en condiciones de

stress.

Tabla 3-14: Resultados del célculo de los limites de deteccién y cuantificacién del método
en buffer fosfato monobéasico de potasio pH 6,8.

Concentracion Absorbancia Desviacién
(ug/mL) Estandar
1,063 0,082 0,001155
2,125 0,167 0,001000
4,250 0,344 0,001000

y = 0,0781x + 0,0061 (Ecuacion Curva Calibracion)

y = 0,0824x - 0,0065 (Ecuacién Curva Nivel Bajo)

y = -0,00004x + 0,0012 (Ecuacién Curva SD)

Limite de Deteccion:

0,07 ug/mL

Limite de Cuantificacion:

0,14 ug/mL

Segun muestra la tabla 3-14, el método analitico permite detectar 0,07 ug/mL de

metformina y permite cuantificar 0,14 ug/mL de metformina en pruebas de disolucién por

espectrofotometria UV empleando buffer fosfato monobasico de potasio pH 6,8 como

medio de disolucion.
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Tabla 3-15: Resultados de la evaluacion de estabilidad de metformina en buffer fosfato
monobasico de potasio pH 6,8.

Estandar Muestra
Dia Condiciones % Variacion % Recuperado Variacion
Recuperado

Inicial Ambiente 100,3 - 101,3 -

Dia 1 Calen_tamiento 100,7 -0,4 100,4 0,9
Refrigerada 100,2 0,1 100,1 1,2

Dia 2 Calen_tamiento 101,2 -0,9 101,5 -0,2
Refrigerada 99,1 1,2 100,2 1,1

La tabla 3-15 muestra una variacion menor del 2% para las soluciones de metformina, lo

cual indica que no existen diferencias significativas entre las soluciones conservadas

durante 24 y 48 horas a una temperatura de 37°C y refrigeradas a una temperatura de

entre 2°C y 8°C, comparadas con las soluciones preparadas a temperatura ambiente.

Tabla 3-16: Resultados del estudio de degradacién forzada de metformina

. Concentracion Tebérica o .
Tipo de Muestra mg/tableta % Recuperacion

A B C A B C
Estandar 8,49 8,49 8,49 - - -
Muestra condiciones normales 8,51 8,49 8,50 - - -
Hidrolisis Acida con HCI 0,1N
Esotraarédar sometido a hidrdlisis por 16 8,53 8,45 8,26 100,5 99,5 97.3
Muestra sometida a hidrélisis por 16 Horas 8,47 8,54 8,58 99,5 100,6 | 100,9
Hidrélisis Basica con NaOH 0,1N
5zt;r;dar sometido a hidrdlisis por 16 8.59 8.48 8.30 101,2 99.9 97.8
Muestra sometida a hidrélisis por 16 Horas 8,62 8,51 8,14 101,3 | 100,2 95,8
Peréxido de Hidrégeno al 1,0%
Estandar sometido a Oxidacién 16 Horas 8,60 8,16 8,13 101,3 96,1 95,8
Muestra sometida a Oxidacién por 16 8,35 8.43 8,34 98,1 99,3 98,1
Horas
Muestras sometidas a Calentamiento
5ztgrédar sometida Calentamiento, 18 853 8.62 8.29 1005 | 1015 97.6
Muestra sometida Calentamiento, 18 8,62 8,44 8,78 1013 99.4 103,3
Horas
Muestras Expuestas ala Luz
Estandar sometida a la Luz por 24 Horas 8,51 8,48 8,28 100,2 99,9 97,5
Muestra sometida a la Luz por 24 Horas 8,53 8,62 8,55 100,2 | 101,5 | 100,6
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La tabla 3-16 muestra un porcentaje de recuperacion mayor de 95%, lo cual indica que el
principio activo no es afectado por ninguna de las condiciones de degradacion aplicadas.

Los resultados de la validacion del método analitico para la cuantificacion de metformina
en buffer acetato de sodio pH 4,5 y en &cido clorhidrico pH 1,2 se presentan en el
documento Anexo B, en dicho documento se concluye el cumplimiento de todos los

pardmetros de validacion del método en ambos medios.
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3.2 Pruebas de control de calidad

Empleando el método referenciado por la Farmacopea de los Estados Unidos para
metformina tabletas mediante espectrofotometria ultravioleta, se evaluaron las pruebas
fisicoquimicas que se presentan en la tabla 3-17 para los tres lotes de cada producto a fin
de verificar el cumplimiento de las especificaciones de calidad establecidas en la
monografia oficial USP 35.

Tabla 3-17. Resultados de la evaluacion preliminar de control de calidad de los
productos de metformina

Analisis Producto A Producto B Producto C

Tabletas capsulares,
Tabletas redondas, recubiertas, de color
lacadas, lisas por blanco, ranuradas en
ambas caras, de color | una caray lisas en la

Tabletas capsulares
de color blanco,
ranuradas en ambas
caras, libres de

Descripcién y caracteristicas
organolépticas

blanco, libre de otra, libres de . -
: ~ . ~ particulas extrafias.
particulas extrafias. particulas extrafas.
Analisi Producto A Producto B Producto C
nalisis Lotel |Lote2 | Lote3 | Lotel | Lote2 |Lote3 |Lotel |Lote2 | Lote3
Dureza (kp) 26,0 | 254 | 25,7 | 21,3 | 215 | 22,4 | 22,2 | 20,2 | 21,2
Uniformidad unidades 61 | 59 | 54 | 52 | 45 | 47 | 46 | 38 | 43
dosificacion
Valoracion (%) 99,3 | 994 | 984 | 99,5 | 98,1 | 98,4 |100,3 | 99,4 | 99,7
Desintegracion agua 37°C 13 | 14 | 10 | 12 | 12 | 14 | 9 | 13 | 10
(minutos)
Disolucion (%) Ap.1; 100
rpm;Buffer Fosfato de 932 | 873 | 91,8 | 955 | 925 | 96,6 | 949 | 93,8 | 945
potasio pH 6,8;1000 mL
Disolucion (%) Ap.2; 75
rpm;Buffer Fosfato de 92,4 | 88,7 | 89,3 | 97,2 | 96,1 | 93,3 | 955 | 92,6 | 95,0
potasio pH 6,8;1000 mL

Los resultados de los ensayos muestran que los tres lotes de cada producto (A, By C)
cumplieron las especificaciones de calidad de la USP 35 para valoracion del principio
activo (entre 95,0% y 105%) y uniformidad de unidades de dosificacion (L1 menor a 15).
Para la prueba de disolucion, todos los productos cumplieron el criterio de la USP 35 en

cuanto a:
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e Minimo 70% de farmaco debe disolverse en 45 minutos cuando se utiliza el
Aparato 1 (Canastillas) a 100 rpm y buffer Fosfato de potasio pH 6,8 como
medio de disolucion.

e Minimo 75% de farmaco debe disolverse en 30 minutos cuando se utiliza el
Aparato 2 (Paletas) a 75 rpm y buffer Fosfato de potasio pH 6,8 como medio

de disolucioén.

Por lo tanto, se continué con la siguiente fase del estudio correspondiente a la

evaluacion del comportamiento de la disolucién para los productos A, By C.
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3.3 Perfiles de disolucion de Metformina

A continuacion se presentan los resultados de las pruebas de disolucion in vitro de
metformina para los productos A, B y C, realizadas bajo las mismas condiciones
experimentales, empleando dos equipos de disolucion referenciados y aceptados por la
Farmacopea de los Estados Unidos, la Farmacopea Europea y la Japonesa [31], y
siguiendo las condiciones descritas para esta prueba en la monografia USP para
metformina tabletas de 850 mg (aparato 1 -Canastillas- a 100 rpm y aparato 2 -Paletas- a
75 rpm) [31] y tres medios de pH distinto (&cido clorhidrico pH 1.2, buffer acetato de
sodio pH 4.5 y buffer fosfato monobéasico de potasio pH 6.8) [9] durante un periodo de
muestreo de 2 horas.

El Anexo C permite observar los resultados obtenidos para el promedio de porcentaje de
disolucion de 12 unidades de cada producto, asi como el coeficiente de variacion, el cual
es menor del 20% para los primeros tiempos de muestreo (5, 10 y 15 minutos), y menor
del 10% para los demas tiempos de muestreo (30, 45, 60, 90 y 120 minutos), lo cual
permite usar el dato promedio del porcentaje de disolucibn para los andlisis de

comparacion de los perfiles de disolucion mediante el método de modelo independiente

[7].

En el marco de las consideraciones para bioexencién que deben cumplir los farmacos, se
encuentra el criterio de rapida disolucion, y para que un producto sea considerado de
rapida disolucion, minimo el 85% de farmaco debe disolverse en 30 minutos usando los
aparatos 1 y 2 recomendados por la Farmacopea de los Estados Unidos y tres medios de
disolucion de pH distinto (acido clorhidrico pH 1.2, buffer acetato de sodio pH 4.5 y buffer
fosfato de potasio pH 6.8) [9].

Las figuras 3-3, 3-4 y 3-5 permiten observar el comportamiento de los tres productos
evaluados, en los tres niveles de pH y en el equipo 1 (canastillas). Los resultados
graficos obtenidos con el equipo 2 (paletas) se presentan en el documento Anexo D, pero
el analisis del comportamiento de los productos en este equipo se presenta mas adelante

en esta seccion.



Capitulo 3. Presentacion y discusion de resultados 57

—— A

o 100+ — 5
g —
R
©
o
g 50-
S
‘@
LL
=3

O'l‘ T T T T

0 30 60 90 120

Tiempo (minutos)

Figura 3-3: Perfil de disolucién de Metformina tabletas de 850 mg (Productos A, By C)
en buffer fosfato monobasico de potasio pH 6,8 y en el equipo 1 (Canastillas). Cada
punto representa el promedio de 12 unidades + SD.

De acuerdo con la figura 3-3 correspondiente al perfil de disolucion de metformina
tabletas de 850 mg (Productos A, B y C) en buffer fosfato monobasico de potasio pH 6,8,
los productos B y C pueden considerarse de rapida disolucion en este medio, debido a
gue a los 30 minutos el porcentaje de disoluciéon alcanzado fue mayor de 85%. Sin
embargo, resultados contrarios se encontraron con el producto de referencia (A) en el

gue al mismo tiempo, es decir, 30 minutos, el porcentaje de disolucién alcanzado fue de

82,5% (tabla 3-18).
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Figura 3-4: Perfil de disolucién de Metformina tabletas de 850 mg (Productos A, By C)
en buffer acetato de sodio pH 4,5y en el equipo 1 (Canastillas). Cada punto representa el
promedio de 12 unidades + SD.
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De acuerdo con la figura 3-4, los productos B y C pueden considerarse de rapida
disolucion en buffer acetato de sodio pH 4.5, debido a que a los 30 minutos el porcentaje
de disolucion alcanzado fue mayor de 85%. Sin embargo, resultados contrarios se
encontraron con el producto de referencia (A) en el que el porcentaje de disolucion
alcanzado fue de 59,7% (Tabla 3-18).
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Figura 3-5: Perfil de disolucién de Metformina tabletas de 850 mg (Productos A, By C)
en &cido clorhidrico pH 1,2 y en el equipo 1 (Canastillas). Cada punto representa el
promedio de 12 unidades + SD.

De acuerdo con la figura 3-5, ninguno de los productos evaluados en &cido clorhidrico pH
1,2 como medio de disolucién puede considerarse de rapida disolucién, debido a que a

los 30 minutos el porcentaje de disolucion alcanzado fue menor de 85% (Tabla 3-18).

Tabla 3-18: Porcentaje de disolucion alcanzado a los 30 minutos para los productos A, B
y C en los tres niveles de pH evaluados y en el equipo 1 (Canastillas).

Equipo 1 (Canastillas)
Producto pH 6.8 pH 45 pH 1,2
A 82,5 59,7 56,2
B 93,5 94,5 77.0
C 97.4 95.3 75.7

Segun el Anexo D, resultados similares fueron obtenidos en los medios de disolucion de

pH 1,2 y 4,5 cuando se empled el equipo 2 (paletas), pero en el medio de pH 6,8 los tres
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productos si mostraron caracteristicas de rapida disolucion con porcentajes de farmaco

disuelto segun lo muestra la tabla 3-19.

Tabla 3-19: Porcentaje de disolucion alcanzado a los 30 minutos para los productos A, B
y C en los tres niveles de pH evaluados y en el equipo 2 (Paletas).

Equipo 2 (Paletas)
Producto pH 6.8 pH 4,5 pH 1.2
A 90.1 545 44.9
B 955 96,2 79.9
C 94,4 94.8 76.4

Estos resultados son coherentes con los obtenidos en un estudio similar realizado en
Nigeria, en el que algunas formulaciones, incluyendo el producto de referencia, no
alcanzaron un porcentaje de disolucién de minimo 85% en 30 minutos a pH 2.0 y 4.5
pero si a pH 6.8 [39].

Respecto a este tema, la figura 3-6 permite observar las variaciones del porcentaje de
disolucién de cada producto a los 30 minutos en los tres niveles de pH evaluados y en los
dos equipos de disoluciéon empleados. Tanto el gréafico de la izquierda correspondiente a
los resultados obtenidos en el equipo 1 (canastillas) como el gréfico de la derecha
correspondiente al equipo 2 (paletas), muestran que en los productos B y C el porcentaje
de farmaco disuelto a los 30 minutos no parece ser dependiente del pH en 6.8 y 4.5,
aungue a pH &cido (pH 1.2) si se observa cierta disminucion del porcentaje de farmaco
disuelto a este tiempo. Con el producto de referencia (A) se observa una clara
disminucion del porcentaje de disolucién a medida que el pH disminuye, y este hecho fue

mas evidente en el equipo 2.
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Figura 3-6: Efecto del pH sobre el porcentaje de disolucion de los productos A, By C.
Izquierda: Equipo 1 (Canastillas). Derecha: Equipo 2 (Paletas).

En cuanto al equipo de disolucion empleado, la figura 3-7 permite observar las
variaciones del porcentaje de disolucién de cada producto a los 30 minutos en relacion
con el tipo de equipo de disolucién. Tanto el grafico de la parte superior correspondiente
a los resultados obtenidos a pH 6.8, como el gréfico de la parte intermedia
correspondiente a pH 4.5, y el grafico de la parte inferior correspondiente a pH 1.2,
muestran que en todos los productos evaluados, el porcentaje de farmaco disuelto a los
30 minutos presenta ciertas variaciones entre equipos. Especificamente, en el producto
de referencia (A) se observa una clara diferencia del porcentaje de disoluciéon a pH 6,8
cuando se comparan los dos equipos de disolucion. Los resultados sugieren que los
productos B y C no son tan sensibles a los cambios de equipo y a las modificaciones que

esto conlleva como es la velocidad de agitacion.
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Figura 3-7: Efecto del tipo de equipo sobre el porcentaje de disolucion de los productos A, By C.
Arriba: pH 6,8. Medio: pH 4,5. Abajo: pH 1,2.

Por todo lo anterior, se puede decir que el pH tiene un efecto notable sobre la liberacion y

disolucion de metformina en las formulaciones evaluadas, lo cual se evidencia por la
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disminucion del porcentaje de disolucion cuando el pH cambia de bésico (pH 6,8) a &cido
(1,2) y este efecto fue aun mas notable en la formulacion de referencia, lo cual sugiere
que este comportamiento esta estrechamente relacionado con la composicion de los

productos.

Segun la FDA para que un producto sea considerado de rapida disolucién debe mostrar
un porcentaje de disolucion no menor a 85% en 30 minutos en cada uno de los tres
medios de disolucion de pH distinto (4cido clorhidrico pH 1.2, buffer acetato de sodio pH
4.5 y buffer fosfato de potasio pH 6.8) [9]. Por lo anterior, dado que esta condicion sélo se
cumple para los productos B y C en buffer fosfato monobéasico de potasio pH 6.8 y en
buffer acetato de sodio pH 4.5, pero no en &cido clorhidrico pH 1.2, dichos productos no
pueden considerarse de disolucion rapida. El producto A sélo cumplié este criterio de la
FDA en buffer pH 6.8 y en el equipo 2, por lo tanto tampoco puede ser considerado como
un producto de rapida disolucién. Los anteriores resultados evidencian que ninguno de
los productos evaluados cumple este requisito para la solicitud de exencion de estudios
de bioequivalencia in vivo. No obstante, y con el propésito de aportar evidencia
documentada al tema de bioexenciones para farmacos de clase Ill en el Sistema de
Clasificacion Biofarmacéutica, es necesario comparar el comportamiento de los perfiles
de disolucién de los productos B y C con relacién al producto A, como se describe a

continuacion, a fin de determinar las relaciones de equivalencia entre ellos.

3.3.1 Aplicacién del método de modelo independiente

Entre los métodos mas usados para comparar datos de disolucién se encuentran los
métodos estadisticos (método de analisis exploratorio de datos, disefio multivariado para
medidas repetidas), el método del modelo dependiente (orden cero, primer orden,
Higuchi, Hixson-Crowell, Weibull y modelo logistico) y el método de modelo
independiente (factor de diferencia f,, factor de similitud f,, eficiencia de la disolucion, y

tiempo medio de disolucion ), cuya aplicacion se describe a continuacion [32].

Segun las recomendaciones de la FDA, si los productos a comparar muestran un
porcentaje de disolucién de al menos 85% en 15 minutos o menos, en los tres medios de
disolucion evaluados, el analisis mediante la aplicacién del factor de similitud f, no es

necesario [8], por lo tanto, como esto no se cumplid, la comparacion de los perfiles de
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disolucion de los productos por el método de modelo independiente es vélida para este
analisis, aunque hay que resaltar que el producto C en algunos casos presentd
porcentajes de disolucion mayores de 85% a los 15 minutos en el equipo 1, segun lo

muestra la tabla 3-20.

Tabla 3-20: Porcentaje de disolucion alcanzado a los 15 minutos para los productos A, B
y C en los tres niveles de pH evaluados y en el equipo 1 (Canastillas).

Equipo 1 (Canastillas)
Producto oH 6.8 pH 4,5 pH 1,2
A 63,5 45,6 43,7
B 78,0 75,7 64,5
C 86,6 98,4 66,6

En el equipo 2, segun lo muestra la tabla 3-21, los productos B y C presentaron
porcentajes de disolucion mayores de 85% a los 15 minutos tanto en pH 6,8 como en pH
4.5, pero nunca en los tres pH. El producto de referencia (A) en ningln caso cumplié con

esta consideracion.

Tabla 3-21: Porcentaje de disolucion alcanzado a los 15 minutos para los productos A, B
y C en los tres niveles de pH evaluados y en el equipo 2 (Paletas).

Equipo 2 (Paletas)
Producto pH 6.8 pH 45 pH 1.2
A 65.6 403 365
B 95.0 89.8 75.0
C 91,2 88,9 74,0

El método de modelo independiente se aplicd segun las ecuaciones presentadas en la
tabla 3-22, teniendo en cuenta la recomendacion de la FDA de considerar una sola

medicion en el perfil de disolucién después del 85% de farmaco liberado [7].
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Tabla 3-22: Ecuaciones para la aplicaciéon de los factores f; y f, en el modelo
independiente [33]

Modelo independiente

Factor de diferencia fi= {[z n|R; — Ttl]/[z n xRtB x 100
t=1 t=1

-0,5
Factor de similitud | f, = 50 x Log {[1+ (1/n)z n(Rt—Tt)Z] x100}
t=1

R: medida de disolucion del producto de referencia, T: medida de disolucion del producto
de prueba
La anterior consideracion sélo pudo aplicarse en la comparacion de los productos en
buffer fosfato monobésico de potasio pH 6.8, medio en el cual los productos A, By C
alcanzaron un porcentaje de disolucibn mayor de 85% en ambos equipos tal como lo
muestra la tabla 3-23. A pH 4,5 s6lo a los 120 minutos el producto A alcanzd un
porcentaje de disolucion mayor de 85% en ambos equipos, mientras que los productos B
y C alcanzaron este porcentaje a los 30 y 15 minutos respectivamente. Teniendo en
cuenta estos resultados, la comparacion del perfil de disolucion de los productos a este
pH mediante el calculo de los factores f; y f, se realizd con todos los puntos de la curva
hasta 120 minutos siguiendo el patron de comportamiento del producto de referencia (A).
En el medio de disolucion de pH 1.2, ninguno de los productos evaluados (A, By C)
alcanzd un porcentaje de disolucién de al menos 85% durante el periodo de muestreo de
2 horas en ambos equipos. Teniendo en cuenta estos resultados, la comparacion del
perfil de disolucién de los productos a este pH se realizd con todos los puntos de la curva

hasta 120 minutos.
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Tabla 3-23: Tiempo en el cual los productos A, B y C alcanzaron porcentajes de
disolucién de farmaco superior a 85% en los niveles de pH evaluados y en los dos
equipos de disolucion.

Equipo pH Producto % Disolucion (rzliirgt%?s)
A 90,7 45
6,8 B 93,5 30
C 86,6 15
A 88,8 120
Equipo 1 -canastillas- 45 B 94,5 30
C 98,4 15
A 74,5* 120
1,2 B 74.,4* 120
C 73,6* 120
A 90,1 30
6,8 B 95,0 15
C 91,2 15
A 89,5 120
Equipo 2 -paletas- 4,5 B 89,8 15
C 88,9 15
A 71,7* 120
1,2 B 73,2* 120
C 75,0* 120

*A pH 1,2 y durante los 120 minutos de muestreo no se logré un porcentaje de disolucién
de farmaco de al menos el 85%.

Dos perfiles de disolucion se consideran similares si los valores de f; estan entre 0y 15y
si los valores de f, estan entre 50 y 100 [7]. Teniendo en cuenta lo anterior y de acuerdo
con los valores de f; y f, presentados en la tabla 3-24 para el equipo 1 (canastillas), sélo
el perfil de disolucién del producto B presenta un comportamiento similar al producto de
referencia (A) en buffer fosfato monobasico de potasio pH 6,8 como medio de disolucion
(f, = 13,5y f, = 50,5), contrario a lo que ocurre en buffer acetato de sodio pH 4.5 y acido
clorhidrico pH 1.2 en los que los valores de f; y f, estuvieron fuera de los limites de
aceptacion. Se observa que los perfiles de disolucion del producto C fueron diferentes al
de referencia (A) en todos los medios de disolucién (valores de f; mayores a 15 y valores

de f, menores de 50).
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Tabla 3-24: Valores f; y f, metformina Equipo 1 (Canastillas).

pH 6,8 pH 4,5 pH 1,2
Producto
fl fz fl f2 fl f2
B 13,5 50,5 30,9 32,5 23,1 40,9
C 29,1 34,8 44,6 24,7 21,7 41,4

De acuerdo con los valores de f; y f, para la comparacién de los productos B y C cuyas
pruebas fueron realizados en el equipo 2 (paletas), segun la tabla 3-25 se observa que
los perfiles de disolucién de los productos B y C fueron diferentes al de referencia (A) en
todos los medios de disoluciéon (valores de f; mayores a 15 y valores de f, menores de
50).

Tabla 3-25: Valores f; y f, metformina Equipo 2 (Paletas).

pH 6,8 pH 4,5 pH 1,2
Producto
fl f2 fl f2 fl f2
B 33,0 32,9 43,4 26,3 440 30,4
C 28,9 35,9 445 25,8 43,1 31,0

Adicionalmente al calculo anterior, se determind la eficiencia de la disolucion (DE) a partir
de los valores obtenidos en el area bajo la curva (AUC) de los perfiles de disolucion hasta
120 minutos, calculada por el método de los trapecios. La DE se expresa como
porcentaje del area total del rectangulo definido por el 100% de disolucién a 120 minutos
[33, 40]. La DE permite la comparacién de varias formulaciones simultaneamente y
puede ser tedricamente relacionada con la curva de concentracién plasmatica vs tiempo
obtenida mediante técnicas de deconvolucién de datos in vivo [41]. Se calcul6 ademas el
tiempo medio de disolucién (MDT) con el fin de caracterizar la velocidad de disolucion del
farmaco. En formas farmacéuticas de liberacion inmediata, este parametro indica el
tiempo promedio requerido para la disolucién del farmaco [42], y es de gran utilidad en

formas farmacéuticas de liberacién sostenida para determinar el efecto retardante que
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ejerce el polimero [43]. Los mencionados parametros fueron calculados mediante la
aplicacion de las ecuaciones presentadas en la tabla 3-26.

Tabla 3-26: Ecuaciones para el calculo de Area bajo la Curva, Eficiencia de la Disolucion
y Tiempo Medio de Disolucion [44,45]

Area bajo la curva (AUC) AUCt = (G + CZ)Z(tZ —t)

. . . Ly AUCE
Eficiencia de la disolucién (DE) E = 7 7?
Tiempo medio de disolucion MDT = Y tiAQ((ti)
(MDT) T Qw

Q..T : Area del rectangulo delimitado por el porcentaje maximo de farmaco disuelto (Q..) y el

tiempo correspondiente al dltimo punto experimental. Y; tiAQ(ti): Suma del producto de los

incrementos de cantidad de farmaco disuelto a cada intervalo del tiempo considerado por los
tiempos medios correspondientes a todos los intervalos de tiempo utilizados.

En la tabla 3-27 se presentan los resultados obtenidos para el area bajo la curva,
eficiencia de la disolucion y tiempo medio de disolucién.
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Tabla 3-27: Valores obtenidos de Area bajo la Curva, Eficiencia de la Disolucion y
Tiempo Medio de Disolucién para los productos A, By C.

Equipo pH Producto AUC DE MDT

A 9431,38 86,61 42,81

6,8 B 9989,16 87,77 20,45

C 10196,89 87,22 18,11

A 8151,95 76,50 40,69

Equipo 1 -canastillas- 4,5 B 10267,94 88,97 22,95
C 10637,92 90,07 20,68

A 7422,06 83,04 31,57

1,2 B 8559,55 92,64 18,88

C 8452,75 92,70 16,99

A 9762,63 90,27 20,23

6,8 B 10531,67 91,88 16,32

C 10559,07 93,24 14,54

A 7977,78 74,30 43,98

Equipo 2 -paletas- 4,5 B 10509,64 91,03 18,74
C 10459,42 91,58 17,77

A 6433,83 74,79 42,81

1,2 B 8623,18 89,96 20,45

C 8620,69 92,12 18,11

En la tabla 3-28 se presentan los resultados obtenidos para el cociente del area bajo la
curva, eficiencia de la disoluciéon y tiempo medio de disolucion de los productos By C

con relacién al producto A.

Tabla 3-28: Valores obtenidos para el cociente del Area bajo la Curva, Eficiencia de la
Disolucién y Tiempo Medio de Disoluciéon para los productos B y C con relacion al
producto A.

EqUipO pH AUCB/A AUCC/A DEB/A DEC/A MDTB/A MDTc/A

6,8 1,059 1,081 | 1,013 | 1,007 | 0,478 [ 0,423
4,5 1,260 1,305 | 1,163 | 1,177 | 0,564 | 0,508
1,2 1,153 1,139 | 1,116 | 1,116 | 0,598 [ 0,538
6,8 1,079 1,082 | 1,018 | 1,033 | 0,807 [ 0,719
4,5 1,317 1,311 | 1,225 | 1,233 | 0,426 | 0,404
1,2 1,340 1,340 | 1,203 | 1,232 | 0,478 | 0,423

Equipo 1
(Canastillas)

Equipo 2
(Paletas)
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Los valores obtenidos para el area bajo la curva, la eficiencia de la disolucion y el tiempo
medio de disolucion de los productos, fueron sometidos a andlisis estadistico empleando
un andlisis de varianza (ANOVA) con el fin de detectar la existencia de diferencias
significativas entre los productos. Los resultados de este andlisis se encuentran

reportados en el Anexo E.

El analisis de varianza para el area bajo la curva y la eficiencia de la disolucion muestra
que los perfiles de disolucion entre los productos A, B y C fueron similares (p > 0,05). En
cuanto al tiempo medio de disolucién, se observa que el producto de referencia (A) es el
gue presenta el mayor valor para este paradmetro en comparacion con el producto B y con
el producto C; esto sugiere la posibilidad de que en la formulacién del producto A, uno o
varios excipientes ejercieran un efecto retardante de la liberaciéon del farmaco. Al aplicar
el analisis de varianza, se observan diferencias significativas tanto entre los productos A
y B, como en los productos Ay C (p < 0,05) (Anexo E).

3.3.2 Aplicacion del método de modelo dependiente

Para evaluar la cinética de liberacién de metformina en los productos en estudio, se
aplicaron tres modelos matematicos: ecuacion de orden cero, de primer orden e Higuchi,
segun las ecuaciones que se presentan en la tabla 3-29, graficando sélo los puntos

crecientes de la liberacion del farmaco (0-30 minutos).

Tabla 3-29: Ecuaciones para la aplicacion del modelo dependiente [33]

Modelo dependiente
Orden cero Qr =Qp—koxt
Primer orden InQ, =InQy—kyxt
Higuchi Qo = ky x t1/?

Q¢ Cantidad de farmaco liberado en el tiempo t, Q,: cantidad de farmaco liberado a tiempo infinito
t, Qo: Cantidad inicial de farmaco en al tableta, ko, k1, ky, son las constantes de velocidad de
liberacion.
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De acuerdo con los valores de r? descritos en la tabla 3-30, la liberacion del farmaco en
los productos evaluados se ajusta a una cinética de primer orden en pH 6.8 y equipo 1.

Tabla 3-30: Valores de r’y K obtenidos mediante la aplicacién del modelo dependiente
(orden cero, primer orden, Higuchi)

Orden cero Primer Orden Higuchi

Producto
r? Ko r? K4 r? Ky

pH 6,8 A 0,8859 |2,5727 | 0,9922 | -0,0250 | 0,9920 | 15,431

B 0,8488 | 2,9619 | 0,9942 [ -0,0404 | 0,9744 | 17,988

C 0,7101 | 2,8176 [ 0,9964 | -0,0524 | 0,9454 | 18,427

Orden cero Primer Orden Higuchi
Producto > > >
r Ko r Ky r Ky
Equipo 1 -Canastillas- [ pH 4,5 A 0,7964 | 1,7324 | 0,9037 | -0,0120 | 0,9824 | 10,906
B 0,8418 | 2,9495 | 0,9993 | -0,0422 | 0,9791 | 18,031
C 0,8992 | 6,3727 | 0,9376 | -0,1159 | 0,9978 | 25,728
Orden cero Primer Orden Higuchi
Producto 2 2 2
r Ko r Ky r Ky

pH1,2 A 0,8120 | 1,6454 10,9073 | -0,0109 | 0,9864 | 10,279

B 0,7129 | 2,1716 | 0,8926 | -0,0194 | 0,9487 | 14,199

C 0,8864 | 4,2866 | 0,9629 | -0,0311 | 0,9957 | 17,412

Orden cero Primer Orden Higuchi

Producto > >

r Ko r Ky r Kx

pH 6,8 A 0,8959 | 2,8323 [ 0,9980 | -0,0334 | 0,9898 | 16,875

B 0,9484 | 6,3566 | 0,9749 | -0,0866 | 0,9897 | 24,887

C 0,9470 | 6,0615 [ 0,9904 | -0,0704 | 0,9933 | 23,791

Orden cero Primer Orden Higuchi
Producto > > >
r Ko r Ky r Ky
Equipo 2 -Paletas- | pH 4,5 A 0,8454 | 1,6327 | 0,9274 | -0,0106 | 0,9940 | 10,035
B 0,9766 | 6,0142 | 0,9751 | -0,0658 | 0,9778 | 23,062
C 0,9449 | 6,0007 | 0,9938 | -0,0651 | 0,9849 | 23,479
Orden cero Primer Orden Higuchi
Producto > > >
r Ko r Ky r Ky

pH1,2 A 0,8666 | 2,3092 | 0,9030 | -0,0125 | 0,9885 | 9,457

w
o
©
o)
w
=
o
o
a
o)
@

0,9963 | -0,0409 | 0,9801 | 19,556

C 0,9458 | 4,8685 | 0,9983 | -0,0389 | 0,9967 | 19,154
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Este modelo sugiere que la velocidad de liberacién depende de la concentracion de
farmaco disuelto. Las formas farmacéuticas que siguen este perfil de disolucion, tales
como las que contienen farmacos solubles en agua en matrices porosas, liberan el
farmaco de manera proporcional a la cantidad de principio activo remanente en su
interior, de tal manera que la cantidad liberada por unidad de tiempo disminuye [45]. A pH
4.5y 1.2, en el mismo equipo, el comportamiento de los productos se ajustd mejor al
modelo de difusion de Higuchi (a excepcion del producto B cuyo mejor ajuste fue al de
una cinética de primer orden en pH 4.5); estos parametros evaluados también estan en la
tabla 3-30 y el comportamiento conjunto para los tres pH y el equipo de canastillas se
representa en la figura 3-8.

Higuchi -
M pH 6,8
M pH 4,5

Ordenuno
pH 1,2

Producto A Producto B Producto C

Figura 3-8: Efecto del pH sobre la cinética de liberacién de metformina de los productos
A, By C en el equipo 1 (Canastillas).
En el equipo 2, los productos se ajustaron mejor al modelo de Higuchi a pH 6.8 y 4,5 (a
excepcion de los productos A y C cuyo mejor ajuste fue al de una cinética de primer
orden en pH 6.8 y 4.5, respectivamente). A pH 1.2 los productos se ajustaron mejor al
modelo de primer orden (a excepcion del producto A cuyo mejor ajuste fue al del modelo
de Higuchi) como lo muestra la figura 3-9 (los parametros calculados se presentaron en
la tabla 3-30). Higuchi describe la liberacion de farmacos como un proceso de difusion
basado en la Ley de Fick, dependiente de la raiz cuadrada del tiempo. Esta relacién

puede ser usada para describir la disolucién del farmaco a partir de formas farmacéuticas
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de liberacibn modificada, como en el caso de sistemas de liberacion transdérmica y
matrices con farmacos solubles en agua [45].

Higuchi -
EpH6,8
EMpH4,5

Orden uno
pH 1,2

Producto A Producto B Producto C

Figura 3-9: Efecto del pH sobre la cinética de liberacion de metformina de los productos
A, By C en el equipo 2 (Paletas).

Con base en los valores de la constante de velocidad de disolucion del modelo de primer
orden (K;) e Higuchi (Ky) descritos en la tabla 3-29, se observa que el producto A mostré
la menor velocidad de disolucién en los tres medios de disolucion evaluados.

Los resultados de las figuras 3-8 y 3-9 reflejan la influencia que pueden tener las
condiciones de disolucion (medio de disolucién y pH, tipo de equipo, velocidad de
agitacion) no solo sobre la velocidad de disolucién sino también sobre la cinética de
liberacion de los farmacos [46,47]. Un estudio que evalud la influencia de las condiciones
experimentales de la liberacion de metformina concluyé que el desempefio in vitro del
producto en varios medios de disolucién tuvo ciertas diferencias, las cuales no se
reflejaron in vivo, por lo tanto, los autores consideraron que los farmacos con BCS Il si
pueden ser elegibles como candidatos para bioexencion incluso si el criterio de disolucion

rapida no se cumple [5].

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el presente trabajo, se observan

considerables diferencias entre los perfiles de disolucion de los productos B y C
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comparados con el producto de referencia (A), resaltando a este Gltimo como el producto
con el menor desempefio en cuanto a la velocidad de liberacién del farmaco (ni a los 15
ni a los 30 minutos alcanza un porcentaje de liberacion de 85%), area bajo la curva,
eficiencia de la disolucion y tiempo medio de disolucion. Debido a estas caracteristicas
de desempefio las cuales evidentemente son diferentes en los productos evaluados, los
productos B y C no pueden ser considerados bioequivalentes con base en los resultados
de este estudio in vitro a pesar de tener un desempefio superior en los parametros

evaluados.

Existen varios estudios realizados con el objetivo de caracterizar la liberacién del farmaco
a partir de diferentes formulaciones de metformina en las que se varian las proporciones
de los auxiliares de formulacion con el fin de obtener una liberacion controlada, sostenida
o extendida. Los resultados de dichos estudios muestran que la velocidad de liberacion
del farmaco puede verse afectada por los componentes de la formulacion asi como por el
método de fabricacion del producto [11,48,49,50,51,52,53,54,55,56,57,58,59,60,61,
62,63,64,65]). Los excipientes pueden afectar la velocidad y la extension de la absorcion
y es por ello que la FDA incluye este tema como uno de los aspectos a tener en cuenta al
momento de solicitar la exencién de estudios de bioequivalencia in vivo, a la vez que
recomienda que cuando en la formulacion se empleen nuevos excipientes o excipientes
ya aprobados por la FDA pero en cantidades considerablemente diferentes a las
comUnmente usadas, se debe documentar mediante estudios in vivo la ausencia de

impacto en la biodisponibilidad del farmaco [9].

Los resultados del presente estudio permiten evidenciar diferencias entre los productos
A, By C; se conoce que las tabletas evaluadas contienen 850 mg de metformina, que las
formulaciones son de liberacion inmediata, y que el producto de referencia (A) contiene
estearato de magnesio y povidona ademés de una cubierta lacada de hipromelosa [21],
pero se desconoce la proporcion en la formulacién asi como el proceso de manufactura.
Hipromelosa es un polimero hidrofilico empleado en la industria farmacéutica con el
objetivo de controlar la liberacion de gran cantidad de farmacos a partir de diferentes
matrices, y el efecto de su concentracion sobre el patron de liberacion in vitro de varias

formulaciones de metformina ha sido reportado recientemente [65].
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En cuanto a los productos B y C tampoco se conocen estos aspectos, aunque en su
etiqueta se describe el producto B como tabletas recubiertas, se desconoce mayores
detalles. Por lo mencionado anteriormente, no fue posible determinar el efecto de los
auxiliares de formulacion sobre las caracteristicas de disolucion de los productos. En un
estudio realizado bajo condiciones similares a las del presente trabajo, se encontré que el
producto genérico que tuvo un comportamiento similar al producto de referencia
corresponde a tabletas recubiertas igual que el producto de referencia, mientras que los
demds productos genéricos evaluados no comparten esta caracteristica, con base en
esto, los autores resaltan el hecho de que aunque la pelicula de recubrimiento en formas
farmacéuticas de liberacion inmediata no deberia tener efecto en la disolucién, en este
estudio se evidencié lo contrario [39]. Asi mismo, un estudio en el que se evalué la
correlacion entre la liberacién in vitro y la absorcion in vivo de unos pellets de metformina
de liberacion sostenida preparados por granulaciéon centrifuga, mostré que las diferentes

cubiertas de los pellets incrementaron la biodisponibilidad y la liberacién del farmaco (45).

Aunque los resultados del presente estudio muestran que los productos B y C no son
similares al producto de referencia (A) a través de la comparacién in vitro de los perfiles
de disolucion aplicando los factores f; y f, recomendados por la FDA, dichos resultados
aportan informacion a la discusion ya existente sobre bioexencion para farmacos con
clasificacién biofarmacéutica tipo Il y merecen ser analizados con mayor detalle en fases
posteriores a fin de determinar los efectos relevantes que puedan estar ejerciendo los
auxiliares de formulacion presentes en los productos evaluados sobre la disolucion y por
lo tanto sobre la absorcién, en un rango de pH fisioldgico, por tanto, el uso de perfiles de
disolucién in vitro como prueba sustituta de los estudios de bioequivalencia in vivo de
productos multifuente deberia acompafarse de la evaluacion de ciertos factores que

afectan la disolucién del farmaco a partir de su respectiva formulacion.
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3.3.3 Aplicacion del método basado en analisis multivariado para
un disefio de medidas repetidas.

En este estudio se realiz6 un analisis para el disefio de medidas repetidas, dado que las
unidades experimentales manifiestan cambios a través del tiempo en respuesta a varios
factores controlados por el investigador. Este disefio considera el tiempo como el factor
de repeticion y el porcentaje disuelto como la variable dependiente [32]. Los andlisis
fueron realizados en el programa estadistico IBM SPSS 20.0 con el fin de contrastar el
porcentaje de disolucién de los productos en los diferentes tiempos de medicion bajo los

tratamientos aplicados (equipo y nivel de pH).

Comparacion del porcentaje de disolucién en los lotes de productos en
diferentes tiempos.

Al valorar el efecto conjunto de los factores tiempo, lote y producto se tiene que a un nivel
de significancia de 0,05 no se encuentran diferencias estadisticamente significativas
entre los vectores de medias del porcentaje de disolucion de los tratamientos. Dado que
los valores p obtenidos para el contraste por la Traza de Pillai, Traza de Hotelling y
Lambda de Wilks presentados en la tabla F-2 del Anexo F, fueron superiores al nivel de
significancia establecido (0,05), se demuestra que las mediciones del porcentaje de
disolucion de los diferentes lotes en cada producto no difieren estadisticamente, razén
por la cual en el presente analisis, las mediciones en cada lote se consideraron como

réplicas de los tratamientos.

Andlisis de la tendencia en el tiempo del porcentaje de disolucion segun el
tratamiento.

El factor intra-sujetos en este disefio es el tiempo, mientras que los factores inter-sujetos
corresponden al equipo, nivel de pH y el producto. Los niveles de cada uno de estos
factores se definen respectivamente en la tabla F-5 del Anexo F. La variable dependiente
corresponde al porcentaje de disolucién. Con respecto a la informacion de estos factores
inter-sujetos (equipo, nivel de pH, producto y las interacciones entre estos), se encuentra
gue el valor p es menor a 0,05 en el analisis de varianza de la tabla F-8 del Anexo F, por
lo cual se rechaza la hipétesis nula, lo cual indica que el efecto de la interaccion

equipo*nivel_pH, equipo*producto, nivel_pH*producto es estadisticamente significativo,
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lo cual indica que el porcentaje de disolucion es diferente en las condiciones dadas en
cada interaccion doble de los factores inter-sujetos.

Comparaciones multiples de los efectos simples basadas en la estimacién
de las medias marginales.

Para poder interpretar adecuadamente el efecto de las diferentes interacciones se

requiere efectuar las comparaciones mdltiples tal como se describe a continuacion.

e Tiempo: la tabla F-9 del Anexo F presenta cuatros estadisticas multivariadas que
indican diferencias estadisticamente significativas entre todas las comparaciones
realizadas entre los niveles del factor tiempo. Esto se prueba ademas con las
comparaciones por pares, ajustada por la correccibn de Bonferroni, donde a
excepcion de la comparacion de 45-90 minutos y 45-120 que no muestran
diferencias estadisticamente significativas (tabla F-10 del Anexo F), por lo tanto,
con base en los resultados multivariados se concluye que el porcentaje de

disolucion difiere en cada momento temporal que es observado.

e Equipo: segln la tabla F-12 del Anexo F, existe evidencia estadistica para no
rechazar la hipétesis que plantea que los porcentajes de disolucién promedio
obtenidos en los equipos canastillas y paletas son iguales. Esto indica que el
porcentaje de disolucién promedio no presenta diferencias al cambiar de equipo
de observacion. Los intervalos de confianza del 95% llevan a la misma

conclusion.

¢ Nivel de pH: se rechaza la hip6tesis que plantea que los porcentajes de disolucion
promedio obtenidos a los niveles de pH observados son iguales, lo que significa
gque se presentan diferencias significativas al variar el nivel de pH. La
comparacion multiple entre los pares del nivel de pH ajustado por correccion de
Bonferroni se presenta en la tabla F-13 del Anexo F, donde se presenta

adicionalmente los intervalos de confianza que refuerzan esta conclusion.

e Producto: para la comparacion de los productos se tomé el producto de referencia

A como grupo de comparacion y se realizé el ajuste de Dunnet (t de dos colas),
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encontrando que a un nivel de significancia de 0,05 existen diferencias
estadisticamente significativas entre el producto de referencia A y el producto
multifuente B, asi como entre el producto A y el producto multifuente C, tal como
lo muestra la tabla F-14 del Anexo F.
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Capitulo 4. Conclusiones y recomendaciones
4.1 Conclusiones

La ejecucion del presente estudio permitié validar y demostrar el cumplimiento de los
criterios de linealidad, precision, exactitud y especificidad de la metodologia analitica en
tres medios de disolucion en el rango de pH de 1.2 a 6.8 para la cuantificacion del
principio activo metformina en pruebas de disolucion in vitro, empleando
espectrofotometria UV, segun lo establecido por la monografia de la farmacopea vigente

(USP) para este farmaco.

Se verificd el cumplimiento de las especificaciones de calidad de los productos evaluados
segun farmacopea vigente concluyéndose el cumplimiento de pruebas criticas como
valoracion del contenido de principio activo, uniformidad de contenido y porcentaje de

disolucién.

La aplicacion de la metodologia validada, en las pruebas de disolucion permitié la
evaluacion del comportamiento de los perfiles de disolucion in vitro de los productos
multifuente de metformina tabletas de liberaciéon inmediata y su producto de referencia, a
diferentes niveles de pH y bajo las condiciones recomendadas por la farmacopea vigente
(USP 35).

Los perfiles de disolucién de los productos B y C en comparacion con el producto A
fueron evaluados mediante la aplicacion de tres métodos: método de modelo
independiente, método de modelo dependiente y método basado en analisis multivariado
para medidas repetidas, concluyéndose que existen diferencias estadisticamente
significativas entre los productos, razon por la cual con los resultados obtenidos en el

presente estudio no se demostro la bioequivalencia con base en ensayos in vitro.
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Con base en lo anterior, los productos multifuente de liberacion inmediata, de
administracién peroral con metformina como principio activo denominados en este
estudio como B y C no se consideran bioequivalentes in vitro con el producto de
referencia (A).

4.2 Recomendaciones

Con el fin de contribuir a la generacion de informacion critica que aporte herramientas
técnicas y cientificas a la discusion sobre exencidn de estudios de bioequivalencia in vivo
de farmacos con clasificacion biofarmaceutica Ill, es recomendable disponer de mayor
informacion sobre las formulaciones evaluadas en lo relacionado con aspectos
farmacotécnicos (caracteristicas de los auxiliares de formulacién, férmula
cualicuantitativa, etc) de tal manera que permita correlacionar los hallazgos reportados
en el presente estudio. Adicionalmente, es deseable continuar con estudios que permitan
llegar a profundizar en el efecto del pH sobre la cinética del proceso de liberacion de

metformina en los productos evaluados.

Se recomienda en una siguiente fase, complementar el presente estudio con datos de
disoluciéon y absorcién in vivo (biodisponibilidad) e in vitro (pruebas de permeabilidad) que

permitan realizar las correlaciones pertinentes.
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Anexo A: Metodologia general para la
preparacion de las soluciones de
metformina.

1. Preparacion de la soluciones para la validacion del
meétodo analitico

= Preparaciéon de la solucién de Fosfato de Potasio

Pesar 6,8 g de fosfato monobésico de potasio, transferir a un balén volumétrico de
1000 mL y disolver con 900 mL de agua desionizada, ajustar a pH 6,8 con NaOH
IN y completar a volumen con agua desionizada. Agitar durante 10 minutos

mediante agitacion magnética.
= Preparacion de la solucion de Acetato de Sodio

Pesar 3,0 g de acetato de sodio, transferir a un balén volumétrico de 1000 mL y
disolver con 500 mL de agua desionizada, Adicionar 1,6 mL de &cido acético
Glacial, mezclar y completar a volumen con agua desionizada. Agitar durante 10

minutos mediante agitacion magnética.
= Preparacion de la solucion de Acido Clorhidrico 0,1 N.

Tomar 8,33 mL de acido clorhidrico, transferir a un bal6n volumétrico de 1000 mL,
adicionar 500 mL de agua desionizada, agitar durante 10 minutos, llevar a
volumen con agua desionizada y agitar durante 10 minutos mediante agitacién

magnética.
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Preparacion de la solucion stock de Metformina tabletas

Triturar a polvo fino 20 tabletas de metformina y homogenizar. Pesar una cantidad
de polvo equivalente a 63,75 mg de metformina, transferir a un balén volumétrico
de 50 mL, disolver con agua desionizada y con ayuda de ultrasonido, llevar a
volumen con agua desionizada y agitar durante 10 minutos en agitador

magnético. Esta solucién tiene una concentracion de 1,275 mg/mL.

Preparacion de la solucién stock de Metformina Estandar

Pesar 63,75 mg de metformina estandar, transferir a un balén volumétrico de 50
mL, disolver con agua desionizada, llevar a volumen con agua Yy agitar durante 10
minutos en agitador magnético. Esta solucién tiene una concentracioén de 1,275

mg/mL.
A partir de las soluciones stock de metformina estandar y metformina tabletas,
realizar las diluciones descritas a continuacién para obtener las concentraciones

requeridas para la curva de calibracién respectiva.

Tabla A-1: Soluciones de metformina para los ensayos realizados

., Volumen de . Concentraciéon de
Concentracion ., Volumen Final .
Nominal (%) Squg:lon Stock (mL) Metformina

Estandar (uL) (ug/mL)

12,5 83 100 1,0625
25,0 167 100 2,1250
50,0 333 100 4,2500
75,0 500 100 6,3750
100,0 666 100 8,4915
125,0 833 100 10,6250
150,0 1000 100 12,7500

Solucion Stock: 1,275 mg/mL. Potencia: 99,9%. Diluentes: Buffer Fosfato de Potasio pH
6.8, Buffer Acetato de Sodio pH 4.5 y Acido Clorhidrico pH 1.2.
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Preparacion de las muestras de metformina

Triturar 20 tabletas de metformina y homogenizar. Pesar una cantidad de polvo
equivalente a 21,25 mg de Metformina, transferir a un balén volumétrico de 25
mL, disolver y llevar a volumen con agua, y agitar durante 10 minutos en agitador
magnético. De esta solucion tomar 1 mL, transferir a un balén volumétrico de 100
mL y llevar a volumen con agua. Esta solucién tiene una concentracion de 0,0085
mg/mL.

Preparacion del placebo

La preparacion del placebo enriquecido (povidona, estearato de magnesio e
hipromelosa) se hizo adicionando cantidades conocidas de metformina para
obtener tres concentraciones distintas y teniendo en cuenta que en el producto de
referencia la proporcion de estos componentes esta en un 6% aproximadamente

teniendo en cuenta el peso de la tableta y su contenido de metformina.

Tabla 2-2: Soluciones de Metformina para enriquecer placebos Exactitud.

Concentracién All'c_u,ota de Volumen Concentracion de
Nominal (%) Solucién Stock Final Metformina
(mL) (mL) (ug/mL)
25,0 1,67 1000 2,1292
1000 6,67 1000 8,5042
150.0 10,0 1000 12,7500

Solucion Stock: 1,275 mg/ mL. Potencia: 99,9 %. Diluentes: Buffer Fosfato de Potasio pH
6.8, Buffer Acetato de Sodio pH 4.5 y Acido Clorhidrico pH 1.2.
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2. Preparacion de la soluciones para las pruebas de control de

calidad de metformina y perfiles de disolucion.

Preparacion de la solucion estandar de metformina para la valoracion de

principio activo.

Pesar 21,25 mg de metformina estandar, transferir a un balén volumétrico de 25
mL, disolver y llevar a volumen con agua, y agitar durante 10 minutos en agitador
magnético. De esta solucién tomar 1 mL, transferir a un balén volumétrico de 100
mL, llevar a volumen con agua y mezclar. Esta solucion tiene una concentracion
de 0,0085 mg/mL.

Preparacion de las muestras para la valoracion del principio activo

Triturar 20 tabletas de metformina y homogenizar. Pesar una cantidad de polvo
equivalente a 21,25 mg de Metformina, transferir a un bal6n volumétrico de 25
mL, disolver y llevar a volumen con agua, y agitar durante 10 minutos en agitador
magnético. De esta solucion tomar 1 mL, transferir a un balén volumétrico de 100
mL, llevar a volumen con agua, mezclar y filtrar por filtro Whatman de 0,45 pm.

Esta solucion tiene una concentracién de 0,0085 mg/mL.

Preparacion de la solucion estandar de metformina para pruebas de

disolucioén

Pesar 21,25 mg de metformina estandar, transferir a un balén volumétrico de 25
mL, disolver y llevar a volumen con agua, y agitar durante 10 minutos en agitador
magnético. De esta solucion tomar 1 mL, transferir a un balén volumétrico de 100
mL, llevar a volumen con el medio de disolucion correspondiente (buffer fosfato
monobasico de potasio pH 6.8, buffer acetato de sodio pH 4.5 y acido clorhidrico

pH 1.2) y mezclar. Esta solucién tiene una concentracion de 0,0085 mg/mL.
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Anexo B: Resultados de la validacidn
para
metformina
pruebas de disolucion.

del

meétodo
cuantificacion

analitico
de

la
en

1. Resultado de la validacion en Buffer Acetato de Sodio
pH 4,5 como medio de disolucion.

A continuacién se presentan los resultados de la evaluacién de los pardmetros de

validacion del método analitico para la cuantificacion de metformina en pruebas de

disolucion empleando buffer acetato de sodio pH 4,5 como medio de disolucién.

Tabla B-1: Resultados de la evaluacion del parametro Linealidad del sistema en buffer

acetato de sodio pH 4,5.

Concentracion (%) | Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Absorbancia 3 | Promedio SD % CV
12,5 0,096 0,099 0,099 0,098 0,0017 | 1,767
25,0 0,198 0,197 0,196 0,197 0,0010 | 0,508
50,0 0,365 0,366 0,365 0,365 0,0006 | 0,158
75,0 0,554 0,557 0,555 0,555 0,0015 | 0,275
100,0 0,721 0,722 0,725 0,723 0,0021 | 0,288
125,0 0,875 0,873 0,871 0,873 0,0020 | 0,229
150,0 1,050 1,052 1,052 1,051 0,0012 | 0,110

La tabla B-1 presenta los datos de absorbancia obtenidos para cada concentracion de

metformina evaluada a partir de soluciones estandar. En total se evaluaron siete

concentraciones con mediciones por espectrofotometria UV por triplicado. Con el promedio

de los datos obtenidos se realiz6 la curva de calibracion mediante el andlisis de regresion

por el método de los minimos cuadrados.
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Figura B-1: Recta de regresion para evaluar la linealidad del sistema en la determinacion
de metformina por espectrofotometria UV en buffer acetato de sodio pH 4,5.

En la figura B-1 se presenta la recta de regresion para la relacion absorbancia vs
concentracion de metformina. La recta de regresion muestra un coeficiente de correlacién
mayor a 0,99 (0,9996) lo cual indica una fuerte relacion entre las variables.

Tabla B-2: Regresion Lineal Absorbancia vs Concentracién de Metformina en buffer
acetato de sodio pH 4,5.

Analisis de Regresion - Modelo Lineal: Y =a + b*X
Variable Dependiente: Absorbancia de Metformina
Variable Independiente: Concentracion de Metformina

Parametro Estimado Er,ror Estadistico t Valor p
Estandar
Intercepto 0,02284510 0,00421154 5,424 0,0000
Pendiente 0,00688884 0,00004666 147,643 0,0000
H,: La pendiente no es significativamente diferente de cero
Ha.: La pendiente es significativamente diferente de cero
H,: No existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero.
H.: Existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero.
IC 95% Pendiente 0,00679 - 0,00699

IC 95% Intercepto 0,0140 - 0,0317

Se comprob6 la significancia de la pendiente aplicando la prueba t de Student y
calculando los intervalos de confianza. En la tabla B-2, dado que el intervalo de confianza
no incluye el valor cero, y que el valor de t experimental (147,64) es mayor que el t

tabulado (2,093), se concluye que la pendiente es significativamente diferente de cero y
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por lo tanto se confirma el cumplimiento de la prueba de linealidad de la pendiente. Para
el intercepto, dado que el intervalo de confianza no incluye el valor cero, se confirma que
existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero, lo anterior permite concluir

gue la recta no pasa por el origen de coordenadas.

Tabla B-3: Analisis de varianza datos linealidad sistema en buffer acetato de sodio pH 4,5.

Andlisis de Varianza

Fuente Suma de GL Cuadradr:v de Relacion F Valor p
cuadrados la media
Modelo 2,24357 1 2,24357 21798,46 0,0000
Residuales 0,00195554 19 0,000102923
Total (Corr.) 2,24553 20

Coeficiente de correlaciéon: 0,999564

R-cuadrado: 99,9129

Error estandar del estimado: 0,0101451

En el andlisis estadistico para el parametro linealidad del sistema, el valor p de la prueba
menor de 0,01 descrito en la Tabla B-3 permite concluir que existe una relacion
estadisticamente significativa entre la respuesta del instrumento (Absorbancia) y la
concentracién de la muestra a un nivel de confianza del 99%. El estadistico r? indica que
el modelo presenta un 99,9129% de variabilidad en la absorbancia (valor mayor que
0,98). Asi mismo, el andlisis de varianza descrito en la tabla B-3 permitié determinar que
el valor F calculado de 21798,46 es mayor al valor F critico tabulado (4,38), lo cual indica

gue el modelo lineal se ajusta a la relacién entre la absorbancia y la concentracion.
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Tabla B-4: Factores de respuesta parametro Linealidad del Sistema en buffer acetato de

sodio pH 4,5.

Concentracion (%) Absorbancia Promedio Factor de respuesta f
12,5 0,098 0,00784
25,0 0,197 0,00788
50,0 0,365 0,00730
75,0 0,555 0,00740
100,0 0,723 0,00723
125,0 0,873 0,00698
150,0 1,051 0,00701

Promedio 0,00738
SD 0,00036
%CV 4,909

Complementariamente, como lo muestra la tabla B-4, se calculé el coeficiente de
variaciéon total de los factores de respuesta (absorbancia/concentracién), el cual fue
inferior al 5% (4,909%), lo que indica que la pendiente es distinta de cero y demuestra la

adecuada linealidad del sistema en el intervalo de concentraciones evaluadas.

Tabla B-5: Resultados de la evaluacién del parametro Linealidad del Método en buffer
acetato de sodio pH 4,5.

Concentracion . . ) )

(%) Absorbancial | Absorbancia2 | Absorbancia3 | Promedio SD % CV
12,5 0,095 0,094 0,093 0,094 0,00100 | 1,064
25,0 0,187 0,186 0,186 0,186 0,00058 | 0,310
50,0 0,373 0,374 0,374 0,374 0,00058 | 0,155
75,0 0,552 0,551 0,552 0,552 0,00058 | 0,105
100,0 0,728 0,727 0,725 0,727 0,00153 | 0,210
125,0 0,922 0,921 0,920 0,921 0,00100 | 0,109
150,0 1,087 1,084 1,086 1,086 0,00153 | 0,141

La tabla B-5 presenta los datos de absorbancia obtenidos para cada concentracién de
metformina evaluada a partir de soluciones de la muestra. En total se evaluaron siete
concentraciones con mediciones por espectrofotometria UV por triplicado. Con el promedio
de los datos obtenidos se realiz6 la curva de calibracion mediante el analisis de regresion

por el método de los minimos cuadrados.
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Figura B-2: Recta de regresion para evaluar la linealidad del método en la determinacion
de metformina por espectrofotometria UV en buffer acetato de sodio pH 4,5.

En la figura B-2 se presenta la recta de regresion para la relacion absorbancia vs
concentracion de metformina. La recta de regresion muestra un coeficiente de correlacién

mayor a 0,99 (0,9999) lo cual indica una fuerte relacién entre las variables.

Tabla B-6: Regresién Lineal Absorbancia vs Concentracion de Metformina en buffer
acetato de sodio pH 4,5.

Analisis de Regresion - Modelo Lineal: Y = a + b*X

Variable Dependiente: Absorbancia de Metformina

Variable Independiente: Concentracion de Metformina

Parametro Estimado Error Estandar Estadistico t Valor p
Intercepto 0,00688432 0,00232056 2,967 0,0079
Pendiente 0,00723872 0,00002571 281,563 0,0000

o: La pendiente no es significativamente diferente de cero
. La pendiente es significativamente diferente de cero

I T T

o: No existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero.
H.: Existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero.

IC 95% Pendiente 0,00718 - 0,00729

IC 95% Intercepto 0,00203 -0,0117

Se comprob6 la significancia de la pendiente aplicando la prueba t de Student y
calculando los intervalos de confianza. En la tabla B-6, dado que el intervalo de confianza

no incluye el valor cero, y que el valor de t experimental (281,56) es mayor que el t
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tabulado (2,093), se concluye que la pendiente es significativamente diferente de cero y
por lo tanto se confirma el cumplimiento de la prueba de linealidad de la pendiente. Para
el intercepto, dado que el intervalo de confianza no incluye el valor cero, se confirma que
existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero, lo anterior permite concluir

gue la recta no pasa por el origen de coordenadas.

Tabla B-7: Andlisis de varianza datos linealidad del método buffer acetato sodio pH 4,5.

Analisis de Varianza

Fuente Suma de GL Cuadrad9 de Relacion F Valor p
cuadrados la media
Modelo 2,47726 1 2,47726 79277,85 0,0000
Residuales 0,000593708 19 0,0000312478
Total (Corr.) 2,47785 20

Coeficiente de correlacion: 0,99988

R-cuadrado: 99,976

Error Estandar del estimado: 0,00558997

En el analisis estadistico para el parAmetro linealidad del método, el valor p de la prueba
menor de 0,01 descrito en la tabla B-7 permite concluir que existe una relacion
estadisticamente significativa entre la respuesta del instrumento (Absorbancia) y la
concentracién de la muestra a un nivel de confianza del 99%. El estadistico r? indica que
el modelo presenta un 99,976% de variabilidad en la absorbancia (valor mayor que 0,98).
Asi mismo, el andlisis de varianza descrito en la tabla B-7 permitié6 determinar que el
valor F calculado de 79277,85 es mayor al valor F critico tabulado (4,38), lo cual indica
gue el modelo lineal se ajusta a la relacién entre la absorbancia y la concentracion a un

nivel de confianza del 5%.
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Tabla B-8: Factores de respuesta parametro Linealidad del Método en buffer acetato de

sodio pH 4,5.

Concentracion (%) Absorbancia Promedio Factor de respuesta f
12,5 0,094 0,00752
25,0 0,186 0,00744
50,0 0,374 0,00748
75,0 0,552 0,00736
100,0 0,727 0,00727
125,0 0,921 0,00737
150,0 1,086 0,00724

Promedio 0,00738
SD 0,00010
%CV 1,414

Complementariamente, como lo muestra la tabla B-8, se calculdé el coeficiente de
variacion total de los factores de respuesta, el cual fue inferior al 5% (1,414%), lo que
indica que la pendiente es distinta de cero y demuestra la adecuada linealidad del

sistema en el intervalo de concentraciones evaluadas.
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Tabla B-9: Resultados de la evaluacion del parametro Precision del sistema en buffer
acetato de sodio pH 4,5.

Concentracion Dia 1 Dia 2
< Nivel de Concentracién de (%)
- Metformina 98,4 99,3
% 1§ 25% 100% 150% o 99,1 100,5
g g 101,3 101,1 101,2 P;f::;‘i’gny 98,7 98,4
2 § 100,4 101,4 101,1 Mo 98,2 99,7
O 99,5 100,6 100,2 98,4 99,5
n: 9 100,3 99,9
Pro(r:/:;—::dio 100,7 Promedio 98,9 99,6
n 6 6
sb 0,631 sD 0,777 0,698
%oV 0,626 %CV 0,786 0,701
IC sup 99,7 100,3
IC inf 98,0 98,8
IC dif.medias -1,650; 0,250
p 0,1316

La precision del sistema se evalué a partir del andlisis repetido de tres soluciones
estandar de Metformina de concentracién 25%, 100% y 150%. La Tabla B-9 muestra un
coeficiente de variaciébn promedio menor de 2,0% (0,626%) correspondiente a nueve
datos de concentracién de Metformina, lo cual indica que el instrumento es preciso bajo
las condiciones de andlisis establecidas.

La precision intermedia se evalu6 a partir del analisis repetido de una solucién estandar
de Metformina de concentracién 100% en dias diferentes. Dado que el intervalo de
confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede concluir que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las dos muestras a
un nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la prueba t es mayor de

0,05 se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero.
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Tabla B-10: Resultados de la evaluacién del parametro Precisién del método en buffer
acetato de sodio pH 4,5.

Concentracion Dia 1 Dia 2
< Nivel de Concentracién de (%)
-t Metformina 100,2 99,7
22 25% 100% 150% 99,3 99,5
e % 99,3 99,9 98,4 Precisién y 98,9 99,3
g 3 99,4 99,5 99,5 Precision 99,7 100,2
€ 5 d d d Intermedia ’ ’
) 99,6 99,8 99,1 98,7 100,1
n: 9 99,3 99,8
Promedio (%): 99,4 Promedio 99,9 99,8
SD 0,443 n 6 6
%CV 0,446 SD 0,543 0,344
%CV 0,547 0,345
IC sup 99,9 100,1
IC inf 98,8 99,4
IC dif.medias -1,002; 0,168
p 0,1436

La precision del método se evalué a partir del analisis repetido de tres muestras de
Metformina de concentracién 25%, 100% y 150%. La Tabla B-10 muestra un coeficiente
de variacion promedio menor de 2,0% (0,446%) correspondiente a nueve datos de
concentracion de Metformina, lo cual indica que el método es preciso bajo las
condiciones de analisis establecidas.

La precision intermedia se evalué a partir del analisis repetido de una muestra de
Metformina de concentracion 100% en dias diferentes. Dado que el intervalo de
confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede concluir que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las dos muestras a
un nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la prueba t es mayor de

0,05 se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero.
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Tabla B-11: Resultados de la evaluacién del parametro Exactitud del sistema en buffer
acetato de sodio pH 4,5.

Concentracion Concentracion % % Recuperacion
. . . .. . SD %CV
tedrica (%) experimental (%) Recuperacion promedio
25,0 25,15 100,6
25,0 25,33 101,3 101,7% 1,401 1,377
25,0 25,83 103,3
100,0 99,5 99,5
100,0 99,9 99,9 100,5% 1,457 1,449
100,0 102,2 102,2
150,0 149,70 99,8
150,0 152,25 101,5 101,3% 1,411 1,393
150,0 153,90 102,6
IC sup concentracion téorica: 133,5
IC inf concentracion tedrica: 49,8
IC sup concentracion experimental: 135,0
IC inf concentracidn experimental: 50,3
IC diferencia medias: -55,7;53,8
Valor p: 0,9704
% Desviacion del valor tedrico: 1,19

La exactitud del sistema se evalué a partir del andlisis repetido de tres soluciones
estandar de Metformina de concentracion 25%, 100% y 150%. Dado que el intervalo de
confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede concluir que no
existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las muestras a un
nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la prueba t es mayor de 0,05
se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero. La Tabla B-11
muestra un porcentaje de desviacion promedio de 1,19% de la concentracion
experimental con respecto de la concentracion teérica, correspondiente a tres
concentraciones, lo cual indica que el sistema es adecuado para determinar con
exactitud distintas concentraciones de Metformina. El porcentaje de recuperacion se
calculé entre 99,5% y 103,3%.
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Tabla B-12: Resultados de la evaluacién del parametro Exactitud del método en buffer
acetato de sodio pH 4,5.

Comie.ntracmn Conc.entraaon % Recuperacién % Recupera-mon D %CV
tedrica (%) experimental (%) promedio

25,0 23,8 95,2
25,0 24,3 97,2 101,7% 1,401 1,377
25,0 24,7 98,8
100,0 98,8 98,8
100,0 98,9 98,9 100,5% 1,457 1,449
100,0 99,1 99,1
150,0 148,7 99,1
150,0 149,2 99,5 101,3% 1,411 1,393
150,0 149,4 99,6

IC sup concentracidn téorica: 133,5

IC inf concentracion tedrica: 49,8

IC sup concentracion experimental: 132,6

IC inf concentracién experimental: 49,0

IC diferencia medias: -53,5;55,3

Valor p: 0,9725

% Desviacion del valor tedrico: 1,53

La exactitud del método se evalud a partir del analisis repetido de tres muestras de
placebo enriquecido con Metformina a concentraciones de 25%, 100% y 150%. Dado que
el intervalo de confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede
concluir que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las
muestras a un nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la pruebat es

mayor de 0,05 se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero. La

Tabla B-12 muestra un porcentaje de desviacion promedio de 1,53% de la concentracion
experimental con respecto de la concentracion teérica, correspondiente a tres
concentraciones, lo cual indica que el método es adecuado para determinar con exactitud
distintas concentraciones de Metformina. El porcentaje de recuperacion se calculd entre
95,2% y 99,6%.
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cuantificacion de metformina.

Tabla B-13: Resultados de la evaluacion del parametro Especificidad del método en buffer

acetato de sodio pH 4,5.

Muestra analizada

Respuesta
esperada

Respuesta
obtenida

Condiciones Normales:
Placebo 0,0% Metformina

Fuera del rango fotométrico

Fuera del rango fotométrico

Condiciones de Estrés:
Placebo 0,0% Metformina

Fuera del rango fotométrico

Fuera del rango fotométrico

Condiciones Normales: 100,2%
L +100,0% 99,6%
Placebo 100,0% Metformina 99 8%
101,2%

Condiciones de Estrés: ’
. +100,0% 100,7%
Placebo 100,0% Metformina 100,4%

Con resultados obtenidos en la tabla B-13 no se observan sefales que interfieran en la

respuesta del sistema a las concentraciones de metformina en condiciones normales ni

en condiciones de stress.

Tabla B-14: Resultados del calculo de los limites de deteccidn y cuantificacion de método

en buffer acetato de sodio pH 4,5.

., . Desviacion
Concentracién (ug/mL) Absorbancia
Estandar
1,063 0,098 0,0017
2,125 0,197 0,001
4,250 0,365 0,0006

y =0,0811x + 0,0228 (Ecuacion Curva Calibracion)

y =0,0831x + 0,014 (Ecuacién Curva Nivel Bajo)

y =-0,0003x + 0,0019 (Ecuacion Curva SD)

Limite de Deteccion:

0,14 ug/mL

Limite de Cuantificacion:

0,23 ug/mL

Segun muestra la tabla B-14, el método analitico permite detectar 0,14 ug/mL de

metformina y permite cuantificar 0,23 ug/mL de metformina en pruebas de disolucién por

espectrofotometria UV empleando buffer acetato de sodio pH 4,5 como medio de
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disolucion.

Tabla B-15; Resultados de la evaluacion de la Estabilidad de Metformina en buffer acetato
de sodio pH 4,5.

i . Estandar Muestra
Dia Condiciones — —
% Recuperado Variacion % Recuperado Variacion
Inicial Ambiente 100,6 - 100,5 -
Dia 1 Calentamiento 99,7 0,9 99,4 1,1
ia
Refrigerada 100,1 0,5 99,9 0,6
Dia 2 Calentamiento 99,8 0,8 99,8 0,7
ia
Refrigerada 99,3 1,3 99,5 1,0

La tabla B-15 muestra una variacién menor del 2% para las soluciones de Metformina, lo

cual indica que no existen diferencias significativas entre las soluciones conservadas

durante 24 y 48 horas a una temperatura de 37°C y refrigeradas a una temperatura de

entre 2°C y 8°C, comparadas con las soluciones preparadas a temperatura ambiente.

2. Resultado de la validacién en Acido clorhidrico pH 1,2 como

medio de disolucion.

A continuacién se presentan los resultados de la evaluacién de los pardametros de

validacion del método analitico para la cuantificacion de metformina en pruebas de

disolucion empleando acido clorhidrico pH 1,2 como medio de disolucion.

Tabla B-16: Resultados de la evaluacion del parametro Linealidad del sistema en &cido
clorhidrico pH 1,2.

Concentracion (%) | Absorbancia 1 | Absorbancia 2 | Absorbancia 3 | Promedio SD % CV
12,5 0,021 0,021 0,022 0,021 0,00058 | 2,71
25,0 0,042 0,041 0,04 0,041 0,00100 | 2,44
50,0 0,077 0,078 0,078 0,078 0,00058 | 0,74
75,0 0,117 0,116 0,115 0,116 0,00100 | 0,86
100,0 0,155 0,157 0,156 0,156 0,00100 | 0,64
125,0 0,195 0,193 0,194 0,194 0,00100 | 0,52
150,0 0,233 0,235 0,232 0,233 0,00153 | 0,66
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La tabla B-16 presenta los datos de absorbancia obtenidos para cada concentracién de
metformina evaluada a partir de soluciones estdndar. En total se evaluaron siete
concentraciones con mediciones por espectrofotometria UV por triplicado. Con el promedio
de los datos obtenidos se realiz6 la curva de calibracion mediante el analisis de regresion

por el método de los minimos cuadrados.

y = 0,00154x + 0,00162
r? = 0,9999

0.25-
0.20-

0.15-

Absorbancia

0.00 T T T 1
0 50 100 150 200

Concentracion (%)

Figura B-3: Recta de regresion para evaluar la linealidad del sistema en la determinacién
de metformina por espectrofotometria UV en acido clorhidrico pH 1,2.

En la figura B-3 se presenta la recta de regresion para la relacion absorbancia vs
concentracion de metformina. La recta de regresion muestra un coeficiente de correlacién

mayor a 0,99 (0,9999) lo cual indica una fuerte relacién entre las variables.
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Tabla B-17: Regresion Lineal Absorbancia vs Concentracion de Metformina en &cido
clorhidrico pH 1,2.

Anadlisis de Regresidn - Modelo Lineal: Y = a + b*X

Variable Dependiente: Absorbancia de Metformina

Variable Independiente: Concentracion de Metformina

Parametro Estimado Error Estandar Estadistico t Valor p
Intercepto 0,00161851 0,00048021 3,370 0,0032
Pendiente 0,00154047 0,00000532 289,556 0,0000

o: La pendiente no es significativamente diferente de cero
. La pendiente es significativamente diferente de cero

I T T

o- No existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero.
H.: Existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero.

IC 95% Pendiente 0,00153 - 0,00155

IC 95% Intercepto 0,000613 - 0,00262

Se comprobdé la significancia de la pendiente aplicando la prueba t de Student y
calculando los intervalos de confianza. En la tabla B-17, dado que el intervalo de
confianza no incluye el valor cero, y que el valor de t experimental (289,55) es mayor que
el t tabulado (2,093), se concluye que la pendiente es significativamente diferente de cero
y por lo tanto se confirma el cumplimiento de la prueba de linealidad de la pendiente.
Para el intercepto, dado que el intervalo de confianza no incluye el valor cero, se
confirma que existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero, lo anterior

permite concluir que la recta no pasa por el origen de coordenadas.

Tabla B-18: Analisis de varianza datos linealidad del sistema en &cido clorhidrico pH 1,2.

Analisis de Varianza

Fuente Suma de GL Cuadradc') de Relacién F Valor p
cuadrados la media
Modelo 0,11219 1 0,11219 83842,77 0,0000
Residuales 0,000025424 19 0,0000013381
Total (Corr.) 0,112216 20

Coeficiente de correlacion: 0,999887

R-cuadrado: 99,9773

Error Estandar del estimado: 0,00115676

En el andlisis estadistico para el pardmetro linealidad del sistema, el valor p de la prueba
menor de 0,01 descrito en la Tabla B-18 permite concluir que existe una relacion

estadisticamente significativa entre la respuesta del instrumento (Absorbancia) y la
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concentracién de la muestra a un nivel de confianza del 99%. E| estadistico r? indica que
el modelo presenta un 99,9773% de variabilidad en la absorbancia (valor mayor que
0,98). Asi mismo, el analisis de varianza descrito en la tabla B-18 permitié determinar que
el valor F calculado de 83842,77 es mayor al valor F critico tabulado (4,38), lo cual indica
gue el modelo lineal se ajusta a la relacién entre la absorbancia y la concentracion.

Tabla B-19: Factores de respuesta pardmetro Linealidad del Sistema en acido clorhidrico

pH 1,2.

Concentracion (%) Absorbancia Promedio Factor de respuesta f
12,5 0,021 0,00168
25,0 0,041 0,00164
50,0 0,078 0,00156
75,0 0,116 0,00155
100,0 0,156 0,00156
125,0 0,194 0,00155
150,0 0,233 0,00155

Promedio 0,00158
SD 0,000053
%CV 3,345

Complementariamente, como lo muestra la tabla B-19, se calculdé el coeficiente de
variaciéon total de los factores de respuesta (absorbancia/concentraciéon), el cual fue
inferior al 5% (3,345%), lo que indica que la pendiente es distinta de cero y demuestra la

adecuada linealidad del sistema en el intervalo de concentraciones evaluadas.

Tabla B-20: Resultados de la evaluacion del pardmetro Linealidad del Método en
acido clorhidrico pH 1,2.

Conce(zl/:)r acton Absorbancia 1 Absorbancia 2 Absorbancia 3 Promedio SD % CV
12,5 0,027 0,026 0,027 0,027 0,00058 2,165
25,0 0,051 0,051 0,050 0,051 0,00058 1,140
50,0 0,089 0,088 0,089 0,089 0,00058 0,651
75,0 0,132 0,131 0,131 0,131 0,00058 0,440
100,0 0,169 0,168 0,167 0,168 0,00100 0,595
125,0 0,210 0,209 0,209 0,209 0,00058 0,276
150,0 0,253 0,252 0,253 0,253 0,00058 0,229
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La tabla B-20 presenta los datos de absorbancia obtenidos para cada concentracién de
metformina evaluada a partir de soluciones de la muestra. En total se evaluaron siete
concentraciones con mediciones por espectrofotometria UV por triplicado. Con el promedio
de los datos obtenidos se realizo la curva de calibracion mediante el analisis de regresion

por el método de los minimos cuadrados.

y = 0,00162x + 0,00801

r? = 0,9998
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®
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[
]
2
(@]
3 0.1
20

0-0 1 L] L] 1

0 50 100 150 200

Concentracion (%)

Figura B-4: Recta de regresion para evaluar la linealidad del método en la determinacion
de metformina por espectrofotometria UV en &cido clorhidrico pH 1,2.

En la figura B-4 se presenta la recta de regresion para la relacion absorbancia vs
concentracion de metformina. La recta de regresién muestra un coeficiente de correlacién

mayor a 0,99 (0,9998) lo cual indica una fuerte relacion entre las variables.
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Tabla B-21: Regresion Lineal Absorbancia vs Concentracion de Metformina en &cido
clorhidrico pH 1,2.

Andlisis de Regresion - Modelo Lineal: Y = a + b*X

Variable Dependiente: Absorbancia de Metformina

Variable Independiente: Concentracién de Metformina

Parametro Estimado Error Estandar Estadistico t Valor p
Intercepto 0,00801228 0,00075142 10,663 0,0079
Pendiente 0,00162093 0,00000832 194,711 0,0000

H.: La pendiente no es significativamente diferente de cero
H.: La pendiente es significativamente diferente de cero

Ho: No existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero.
H.: Existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero.

IC 95% Pendiente 0,00160 - 0,00164

IC 95% Intercepto 0,00644 - 0,00958

Se comprob6 la significancia de la pendiente aplicando la prueba t de Student y
calculando los intervalos de confianza. En la tabla B-21, dado que el intervalo de
confianza no incluye el valor cero, y que el valor de t experimental (194,71) es mayor que
el t tabulado (2,093), se concluye que la pendiente es significativamente diferente de cero
y por lo tanto se confirma el cumplimiento de la prueba de linealidad de la pendiente.
Para el intercepto, dado que el intervalo de confianza no incluye el valor cero, se
confirma que existen diferencias significativas entre el intercepto y el cero, lo anterior

permite concluir que la recta no pasa por el origen de coordenadas.

Tabla B-22: Andlisis de varianza datos linealidad del método en &cido clorhidrico pH 1,2.

Analisis de Varianza

Fuente Suma de GL Cuadrad(? dela Relacion F Valor p
cuadrados media
Modelo 0,124215 1 0,124215 37912,29 0,0000
Residuales | 0,0000622512 19 0,00000327638
Total (Corr.) 0,124277 20

Coeficiente de correlacion: 0,99975

R-cuadrado: 99,9499

Error Estandar del estimado: 0,00181008

En el analisis estadistico para el parametro linealidad del método, el valor p de la prueba
menor de 0,01 descrito en la tabla B-22 permite concluir que existe una relacion

estadisticamente significativa entre la respuesta del instrumento (Absorbancia) y la
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concentracién de la muestra a un nivel de confianza del 99%. E| estadistico r? indica que
el modelo presenta un 99,9499% de variabilidad en la absorbancia (valor mayor que
0,98). Asi mismo, el analisis de varianza descrito en la tabla B-22 permitié determinar que
el valor F calculado de 37912,29 es mayor al valor F critico tabulado (4,38), lo cual indica
gue el modelo lineal se ajusta a la relacién entre la absorbancia y la concentracion a un

nivel de confianza del 5%.

Tabla B-23: Factores de respuesta parametro Linealidad del Método en acido clorhidrico

pH 1,2.

Concentracion (%) Absorbancia Promedio Factor de respuesta f
12,5 0,027 0,00216
25,0 0,051 0,00204
50,0 0,089 0,00178
75,0 0,131 0,00175
100,0 0,168 0,00168
125,0 0,209 0,00167
150,0 0,253 0,00169

Promedio 0,00171
SD 0,000046
%CV 2,686

Complementariamente, como lo muestra la tabla B-23, se calculdé el coeficiente de
variacién total de los factores de respuesta, el cual fue inferior al 5% (2,686%), lo que
indica que la pendiente es distinta de cero y demuestra la adecuada linealidad del

sistema en el intervalo de concentraciones evaluadas.
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Tabla B-24: Resultados de la evaluacién del parametro Precision del sistema en acido

clorhidrico pH 1,2.

Nivel de Concentracion de

S
E T:’ Metformina
=3 25% 100% 150%
D @®©
s £ 101,1 100,2 100,1
8 | 1011 | 1003 100,2
S 101,2 100,3 100,3
n: 9
Promedio
100,5
(%): ’
) 0,456
%CV 0,453

Conce(r:/:;'acmn Dia 1 Dia 2
99,3 99,6
) 99,2 99,3
recsign |24 |91
Intermedia 93,3 93,2
99,3 99,2
99,2 99,1
Promedio 99,3 99,3
n 6 6
SD 0,075 0,187
%CV 0,076 0,188
IC sup 99,4 99,4
IC inf 99,2 99,1
IC dif.medias -0,150; 0,217
p 0,6941

La precision del sistema se evalu6 a partir del andlisis repetido de tres soluciones

estandar de Metformina de concentracion 25%, 100% y 150%. La tabla B-24 muestra un

coeficiente de variaciéon promedio menor de 2,0% (0,453%) correspondiente a nueve

datos de concentracion de Metformina, lo cual indica que el instrumento es preciso bajo

las condiciones de andlisis establecidas.

La precisiéon intermedia se evalu6 a partir del andlisis repetido de una solucion estandar

de Metformina de concentracibn 100% en dias diferentes. Dado que el intervalo de

confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede concluir que no

existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las dos muestras a

un nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la prueba t es mayor de

0,05 se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero.
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Tabla B-25: Resultados de la evaluacién del parametro Precisién del método en acido
clorhidrico pH 1,2.

Nivel de Concentracion de

3
E T:’ Metformina
= § 25% 100% 150%
R 100,4 101,2 100,2
g8 101,2 | 1023 100,3
S 101,1 99,9 101,2
n: 19
Promedio (%): 100,8
SD 0,738
%CV 0,732

Conce(n:/:)racmn Dia 1 Dia 2
101,2 99,9
101,3 99,8
Precisién y 100,5 100,4
Precisién
Intermedia 100,8 93,3
101,1 101,2
100,2 100,5
Promedio 100,9 100,2
n 6 6
SD 0,432 0,662
%CV 0,429 0,660
IC sup 101,3 100,9
ICinf 100,4 99,5
IC dif.medias -0,052; 1,386
p 0,0657

La precision del método se evalud a partir del analisis repetido de tres muestras de

Metformina de concentracion 25%, 100% y 150%. La Tabla B-25 muestra un coeficiente

de variacién promedio menor de 2,0% (0,732%) correspondiente a nueve datos de

concentracion de Metformina, lo cual indica que el método es preciso bajo las

condiciones de analisis establecidas.

La precision intermedia se evalué a partir del analisis repetido de una muestra de

Metformina de concentracibn 100% en dias diferentes. Dado que el intervalo de

confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede concluir que no

existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las dos muestras a

un nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la prueba t es mayor de

0,05 se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero.
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Tabla B-26: Resultados de la evaluacién del parametro Exactitud del sistema en acido

clorhidrico pH 1,2.

Concentracion Concentracion % % Recuperacion D %CV
tedrica (%) experimental (%) Recuperacion promedio

25,0 24,41 97,6
25,0 25,16 100,6 99,6 1,699 1,705
25,0 25,13 100,5
100,0 100,13 100,1
100,0 98,99 99,0 99,7 0,635 0,637
100,0 100,06 100,1
150,0 149,61 99,7
150,0 149,67 99,8 99,8 0,100 0,100
150,0 149,82 99,9

IC sup concentracidn téorica: 133,5

IC inf concentracion tedrica: 49,8

IC sup concentracién experimental: 133,2

IC inf concentracién experimental: 49,6

IC diferencia medias: -54,2 ;54,6

Valor p: 0,9931

% Desviacion del valor teorico: 0,30

La exactitud del sistema se evalué a partir del andlisis repetido de tres soluciones

estandar de Metformina de concentracion 25%, 100% y 150%. Dado que el intervalo de

confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede concluir que no

existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las muestras a un

nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la pruebat es mayor de 0,05

se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero.

La Tabla B-26 muestra un porcentaje de desviacion promedio de 0,30% de la

concentracion experimental con respecto de la concentracion tedrica, correspondiente a

tres concentraciones, lo cual indica que el sistema es adecuado para determinar con

exactitud distintas concentraciones de Metformina. El porcentaje de recuperacion se
calcul6 entre 97,6% y 100,6%.
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Tabla B-27: Resultados de la evaluacién del parametro Exactitud del método en acido

clorhidrico pH 1,2.

Concentracién Concentracion % % Recuperacion D %CV
tedrica (%) experimental (%) Recuperacion promedio

25,0 24,8 99,2
25,0 24,5 98,0 99,2 1,200 1,210
25,0 25,1 100,4
100,0 99,8 99,8
100,0 99,7 99,7 99,5 0,493 0,496
100,0 98,9 98,9
150,0 151,3 100,9
150,0 150,4 100,3 100,3 0,535 0,005
150,0 149,7 99,8

IC sup concentracidn téorica: 133,5

IC inf concentracion tedrica: 49,8

IC sup concentracién experimental: 133,6

IC inf concentracién experimental: 49,5

IC diferencia medias: -54,5;54,7

Valor p: 0,9973

% Desviacion del valor teorico: 0,33

La exactitud del método se evaludé a partir del analisis repetido de tres muestras de

placebo enriquecido con Metformina a concentraciones de 25%, 100% y 150%. Dado que

el intervalo de confianza para la diferencia de medias contiene el valor 0,0, se puede

concluir que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las medias de las

muestras a un nivel de confianza del 95%. De otro lado, como el valor p de la pruebat es

mayor de 0,05 se puede concluir que la diferencia entre las medias es igual a cero.

La Tabla B-27 muestra un porcentaje de desviacion promedio de 0,33% de la

concentracion experimental con respecto de la concentracion tedrica, correspondiente a

tres concentraciones, lo cual indica que el método es adecuado para determinar con

exactitud distintas concentraciones de Metformina. El porcentaje de recuperacion se
calculé entre 98,0% y 100,9%.
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Tabla B-28: Resultados de la evaluacién del parametro Especificidad del método en &cido
clorhidrico pH 1,2.

Respuesta Respuesta

Muestra analizada ]
esperada obtenida

Condiciones Normales:

. Fuera del rango fotométrico | Fuera del rango fotométrico
Placebo 0,0% Metformina

Condiciones de Estrés:

i Fuera del rango fotométrico | Fuera del rango fotométrico
Placebo 0,0% Metformina

. 99,0%
Condiciones Normales:
) +100,0% 99,8%
Placebo 100,0% Metformina
99,2%
. 3 99,6%
Condiciones de Estrés:
) +100,0% 99,7%
Placebo 100,0% Metformina
99,2%

Los resultados obtenidos no permiten observar sefiales que interfieran en la respuesta del sistema
a las concentraciones de Metformina en condiciones normales ni en condiciones de stress.

Tabla B-29: Resultados del calculo de los limites de deteccién y cuantificacion del método
en acido clorhidrico pH 1,2.

Concentracion ) Desviacién
Absorbancia
(ug/mL) Estandar
1,063 0,021 0,00058
2,125 0,041 0,001
4,250 0,078 0,00058

y =0,0181x + 0,016 (Ecuacién Curva Calibracion)

y =0,0178x + 0,0025 (Ecuacién Curva Nivel Bajo)

y =-0,00003x + 0,0008 (Ecuacion Curva SD)

Limite de Deteccién: 0,16 ug/mL

Limite de Cuantificacion: 0,33 ug/mL

Segun muestra la tabla B-29, el método analitico permite detectar 0,16 ug/mL de
metformina y permite cuantificar 0,33 ug/mL de metformina en pruebas de disolucién por

espectrofotometria UV empleando acido clorhidrico pH 1,2 como medio de disolucion.
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Tabla B-30: Resultados de la evaluacién de la Estabilidad de Metformina en acido
clorhidrico pH 1,2.

i . Estandar Muestra
Dia Condiciones — —
% Recuperado | Variacion % Recuperado Variacién
Inicial Ambiente 100,8 - 100,0 -
Dia 1 Calentamiento 100,5 -0,3 100,0 0,0
ia
Refrigerada 100,5 -0,3 100,2 +0,2
Dia 2 Calentamiento 99,6 -1,2 99,1 -0,9
ia
Refrigerada 99,6 -1,2 99,1 -0,9

La tabla B-30 muestra una variacion menor del 2% para las soluciones de Metformina, lo

cual indica que no existen diferencias significativas entre las soluciones conservadas

durante 24 y 48 horas a una temperatura de 37°C y refrigeradas a una temperatura de

entre 2°C y 8°C, comparadas con las soluciones preparadas a temperatura ambiente.
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Anexo C: Resultados de los perfiles de
disolucion de metformina para Ilos
productos A, By C

1. Resultado del perfil de disolucion de metformina en los productos A, B
y C en el equipo 1 (Canastillas).

PERFIL DE DISOLUCION DE METFORMINA 850 mg TABLETAS. EQUIPO 1. CANASTILLAS
MEDIO: Buffer Fosfato Monobasico de Potasio pH 6,8.
Producto A
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%) |CV (%)| Disolucion (%) | CV (%) | Disoluciéon (%)] CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 30,8 9,5 33,9 3,8 29,4 6,8
10 44,3 6,8 42,1 51 52,1 3,1
15 66,6 3,3 56,3 3,6 67,6 2,1
30 82,6 2,6 80,7 2,1 84,2 4,0
45 93,2 1,2 87,3 2,4 91,8 1,2
60 87,2 3,1 86,8 2,0 90,8 0,9
90 86,1 2,2 85,6 2,1 85,5 3,5
120 84,8 2,2 81,0 1,8 84,7 3,2
Producto B
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%) | CV (%)]| Disolucion (%) | CV (%) | Disolucion (%)] CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 34,2 3,1 39,2 6,2 26,6 7,0
10 62,8 1,7 64,1 2,5 44,3 2,8
15 79,1 2,3 92,3 1,7 62,6 9,4
30 97,5 3,0 91,8 1,7 91,2 8,4
45 95,5 2,1 92,5 2,0 96,6 2,1
60 90,1 3,9 87,1 3,3 88,2 0,8
90 89,8 4,0 86,4 3,3 87,8 0,9
120 88,1 45 85,1 2,8 87,1 1,1
Producto C
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucién (%) |CV (%)]| Disolucion (%) | CV (%) | Disolucién (%)] CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 64,9 3,4 49,4 4,4 45,2 2,9
10 83,8 3,4 67,5 3,8 70,6 57
15 93,6 2,9 81,8 2,0 84,3 2,8
30 95,6 1,8 99,4 1,7 97,3 3,7
45 94,9 2,0 93,8 1,2 94,5 2,4
60 87,5 3,4 86,7 2,0 85,5 3,2
90 87,1 3,7 86,0 1,7 85,7 3,4
120 86,1 3,7 85,4 2,2 85,1 3,2
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PERFIL DE DISOLUCION DE METFORMINA 850 mg TABLETAS. EQUIPO 1. CANASTILLAS
MEDIO: Buffer Acetato de Sodio pH 4,5.
Producto A
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disoluciéon (%) | CV (%)| Disolucion (%) | CV (%) | Disolucion (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 26,4 4,9 32,9 6,6 31,7 5,6
10 41,3 2,8 40,6 51 39,1 4,3
15 46,2 2,0 45,5 3,8 45,1 4,2
30 58,5 1,5 59,4 2,3 61,1 2,0
45 64,9 1,2 62,2 3,5 69,2 4,6
60 71,4 1,3 70,2 4,1 77,4 3,2
90 80,4 3,2 83,1 2,2 85,5 2,0
120 87,5 1,1 89,0 2,3 89,9 1,3
Producto B
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%) | CV (%)| Disoluciéon (%) | CV (%) | Disolucién (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 46,6 3,6 35,2 7,2 21,3 6,3
10 75,4 2,5 71,8 3,3 39,3 14,5
15 85,8 1,7 88,7 1,5 52,6 5,4
30 100,0 2,1 94,6 2,3 89,0 2,1
45 97,1 1,3 96,5 3,2 94,9 2,6
60 93,4 1,9 92,6 1,7 90,8 2,0
90 92,5 2,3 91,0 1,9 90,2 2,5
120 91,5 2,2 90,0 1,7 89,6 1,9
Producto C
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucién (%) | CV (%)| Disolucion (%) | CV (%) | Disolucion (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 59,7 1,3 60,4 1,4 61,5 4,5
10 85,8 3,6 84,7 1,1 81,2 4,6
15 96,6 1,9 99,6 0,9 99,1 3,2
30 95,5 1,5 95,6 1,1 94,9 2,7
45 96,8 1,4 97,2 1,6 96,5 2,0
60 89,4 2,2 88,2 1,5 92,5 4,5
90 87,8 1,2 91,0 1,8 91,5 4,3
120 86,9 1,3 87,8 1,0 89,4 1,8




Anexo C. Resultados de los perfiles de disolucion de metformina para los
productos A, By C.

123

PERFIL DE DISOLUCION DE METFORMINA 850 mg TABLETAS. EQUIPO 1. CANASTILLAS
MEDIO: Acido Clorhidrico pH 1,2.
Producto A
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%) | CV (%)| Disolucion (%) | CV (%) | Disolucidn (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 26,2 53 28,8 3,8 30,4 1,4
10 31,2 6,6 37,8 3,7 37,6 1,5
15 36,9 6,1 49,0 1,5 45,0 1,3
30 47,3 7,1 59,6 7,3 61,6 5,6
45 56,8 51 64,3 7,4 68,5 6,6
60 64,0 7,4 71,7 6,5 70,8 8,2
90 72,9 6,9 73,6 9,0 74,5 7,9
120 74,6 8,6 71,7 1,4 77,1 6,8
Producto B
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucién (%) | CV (%)| Disolucion (%) | CV (%) | Disolucidn (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 54,0 7,9 43,0 4,7 37,7 4,1
10 64,8 10,7 56,3 3,5 50,3 7,2
15 68,8 11,4 64,5 8,5 60,1 8,8
30 78,0 5,4 78,2 1,7 74,8 9,1
45 76,1 7,3 76,3 9,0 76,8 9,5
60 78,2 3,9 76,6 9,5 75,5 8,7
90 77,0 2,6 75,2 3,5 73,9 8,2
120 74,0 4,1 75,8 3,9 73,3 8,3
Producto C
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%) | CV (%)| Disolucion (%) | CV (%) | Disolucidon (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 58,8 7,8 34,4 8,4 34,0 9,6
10 69,0 7,9 52,6 6,6 49,3 7,7
15 72,3 4,5 62,2 10,1 65,2 6,2
30 75,0 6,5 76,4 5,4 75,6 4,7
45 74,4 6,6 75,3 3,5 78,3 5,4
60 73,8 6,8 75,6 4,8 74,2 6,8
90 73,2 6,6 75,3 1,9 74,9 5,9
120 71,9 6,2 75,3 2,3 73,7 6,3




Anexo C. Resultados de los perfiles de disolucion de metformina para los
productos A, By C.

124

2.

Resultado del perfil de disolucion de metformina en los productos

A, By Cen el equipo 2 (Paletas).

PERFIL DE DISOLUCION DE METFORMINA 850 mg TABLETAS. EQUIPO 2. PALETAS

MEDIO: Buffer Fosfato Monobasico de Potasio pH 6,8.

Producto A
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%)| CV (%) | Disolucion (%) | CV (%) | Disolucidon (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 33,5 12,5 29,7 1,9 26,7 6,4
10 56,5 13,1 51,4 3,4 53,8 1,8
15 64,8 10,1 63,4 2,0 68,5 2,1
30 92,4 6,2 88,7 0,9 89,3 3,4
45 92,3 2,1 88,7 0,9 88,3 3,5
60 91,0 4,4 88,3 0,8 87,3 3,1
90 92,8 2,6 86,8 0,5 86,5 3,6
120 91,2 2,7 87,4 0,5 87,2 3,2
Producto B
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%)| CV (%) | Disolucion (%) | CV (%) | Disoluciéon (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 53,9 0,6 47,4 2,5 41,6 5,8
10 87,6 0,9 76,7 43 77,1 1,3
15 98,2 1,8 94,3 2,6 92,5 1,3
30 97,2 0,6 96,1 1,1 93,3 1,2
45 94,1 0,7 91,9 2,4 90,7 2,5
60 94,9 2,2 90,6 2,2 89,4 2,9
90 93,5 1,5 88,6 2,0 88,2 3,3
120 94,0 3,3 90,8 2,1 87,2 3,7
Producto C
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%)| CV (%) | Disolucion (%) | CV (%) | Disolucion (%)]| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 55,4 3,0 40,8 4.4 44,4 3,8
10 79,4 4,2 74,7 1,6 74,9 41
15 94,7 3,2 90,1 1,5 88,7 2,3
30 95,5 2,5 92,6 2,0 95,0 1,9
45 94,3 2,1 91,6 1,5 94,3 1,8
60 93,7 2,7 90,1 2,3 93,7 1,4
90 92,9 3,6 90,4 2,8 92,4 1,1
120 93,9 2,6 90,2 2,6 91,1 1,0
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PERFIL DE DISOLUCION DE METFORMINA 850 mg TABLETAS. EQUIPO 2. PALETAS
MEDIO: Buffer Acetato de Sodio pH 4,5.
Producto A
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%)]| CV (%) | Disolucion (%) | CV (%) |Disolucion (%)] CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 24,7 11,5 23,8 8,2 22,6 15,8
10 31,1 2,6 38,6 8,3 36,4 6,6
15 37,1 8,9 40,8 5,6 42,9 4.4
30 50,8 8,8 58,7 1,4 54,0 0,8
45 64,2 5,9 64,6 2,0 66,7 3,1
60 71,6 6,1 72,4 19 75,5 2,4
90 84,0 1,3 82,5 4,7 83,2 2,3
120 89,7 4,7 88,5 0,5 90,3 2,4
Producto B
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucién (%)| CV (%) | Disolucién (%) | CV (%) |Disolucién (%)| CV (%)
0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 41,9 49 41,1 6,0 35,6 4,1
10 72,1 2,9 70,8 1,8 69,9 3,8
15 88,9 0,8 96,8 2,3 83,6 4,6
30 97,8 1,7 93,4 2,2 97,4 2,2
45 96,2 1,4 91,7 2,0 98,6 2,0
60 95,2 15 89,5 1,7 92,1 2,6
90 94,8 14 88,9 1,6 91,0 2,3
120 94,6 15 87,7 1,1 90,0 2,0
Producto C
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%)] CV (%) | Disolucion (%) | CV (%) |Disolucion (%)] CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 43,9 49 40,6 3,3 47,0 3,8
10 80,1 2,0 71,1 2,1 80,1 3,0
15 85,3 4,0 89,0 0,9 92,4 2,0
30 91,4 2,6 99,2 1,2 93,7 1,8
45 92,6 2,9 95,6 2,5 97,3 2,5
60 91,4 2,3 92,9 2,3 89,2 1,2
90 92,2 15 90,4 1,7 88,9 1,4
120 92,0 1,6 89,0 1,2 88,7 1,4
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PERFIL DE DISOLUCION DE METFORMINA 850 mg TABLETAS. EQUIPO 2. PALETAS
MEDIO: Acido Clorhidrico pH 1,2.
Producto A
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%)]| CV (%) | Disolucién (%) | CV (%) | Disolucion (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 24,8 13,4 24,1 14,3 24,7 9,7
10 31,0 12,6 30,2 9,3 30,1 7,9
15 38,6 13,3 35,4 7,2 35,6 59
30 50,0 5,6 43,2 7,4 41,4 4,3
45 54,7 44 52,1 3,1 51,4 2,6
60 58,6 6,4 58,7 5,3 54,3 4,0
90 71,7 2,4 65,8 5,6 59,3 3,5
120 74,2 2,3 74,1 3,8 66,8 3,7
Producto B
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%)| CV (%) | Disolucion (%) | CV (%) | Disolucion (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 41,2 6,8 32,6 10,2 29,1 3,8
10 71,4 2,9 62,6 6,9 53,2 4,2
15 81,6 3,8 75,5 3,4 67,7 4,1
30 80,6 5,7 80,3 2,9 78,6 4,2
45 78,7 1,7 76,5 4,3 76,5 4,8
60 78,3 3,8 76,2 4,1 75,3 4,4
90 75,6 2,2 72,7 51 72,9 3,2
120 76,0 2,5 71,5 4,9 72,0 4,0
Producto C
Tiempo (minutos) Lote 1 Lote 2 Lote 3
Disolucion (%)| CV (%) | Disolucion (%) | CV (%) | Disolucidon (%)| CV (%)
0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 44,0 9,6 34,7 13,7 38,5 3,1
10 62,8 51 57,9 4,0 61,2 44
15 74,2 7,9 73,4 6,0 74,4 6,5
30 73,8 4,6 78,8 3,6 76,4 6,7
45 76,5 5,7 78,5 3,3 79,0 5,4
60 73,0 43 77,1 3,5 77,8 4,7
90 71,9 4,8 74,4 3,1 77,1 4,6
120 72,3 4,5 75,4 3,7 77,3 4,5
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Anexo D: Graficos de los perfiles de
disolucion de metformina de los
productos A, B y C en el equipo 2

(Paletas).
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Figura D-1: Perfil de disolucion de Metformina tabletas de 850 mg (Productos A, By C) en buffer
fosfato monobasico de potasio pH 6,8 y en el equipo 2 (Paletas). Cada punto representa el promedio
de 12 unidades + SD.
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Figura D-2: Perfil de disoluciéon de Metformina tabletas de 850 mg (Productos A, B y C) en buffer
acetato de socio pH 4,5y en el equipo 2 (Paletas). Cada punto representa el promedio de 12 unidades

+ SD.
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Figura D-3: Perfil de disolucion de Metformina tabletas de 850 mg (Productos A, By C) en acido
clorhidrico pH 1,2 y en el equipo 2 (Paletas). Cada punto representa el promedio de 12 unidades + SD.
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Anexo E: Analisis de varianza para
los datos de Eficiencia de Ila
Disolucion, Tiempo Medio de
Disolucién y Area Bajo la Curva.

Tabla E-1: Anadlisis de varianza para datos de Eficiencia de la Disolucion. Equipo 1
(Canastillas).

Analisis de Varianza

Fuente Suma de GL Cuadradc-> de Relacién F Valor p
cuadrados la media
Entre grupos 122,825 2 61,4124 4,60 0,0616
Intra grupos 80,1527 6 13,3588
Total (Corr.) 202,978 8

Tabla E-2: MDS de Tukey. Tabla de medias con intervalos de 95% para datos de Eficiencia
de la Disolucion. Equipo 1 (Canastillas).

MDS de Tukey. Tabla de medias con intervalos de 95%
Frecuencia Media Error estandar Limite inf. Limite sup.
(s agrupada)
Producto A 3 82,05 2,1102 77,47 86,63
Producto B 3 89,79 2,1102 85,21 94,37
Producto C 3 89,98 2,1102 85,39 94,56
Total 9 87,27
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Tabla E-3: Anadlisis de varianza para datos de Eficiencia de la Disolucidon. Equipo 2
(Paletas).

Analisis de Varianza

Fuente Suma de GL Cuadradc? de Relacion F Valor p
cuadrados la media
Entre grupos 283,527 2 141,763 5,06 0,0517
Intra grupos 168,256 6 28,0426
Total (Corr.) 451,782 8

Tabla E-4: MDS de Tukey. Tabla de medias con intervalos de 95% para datos de Eficiencia
de la Disolucion. Equipo 2 (Paletas).

MDS de Tukey. Tabla de medias con intervalos de 95%

Frecuencia Media Error estandar Limite inf. Limite sup.
(s agrupada)
Producto A 3 79,77 3,0574 73,15 86,42
Producto B 3 90,96 3,0574 84,32 97,59
Producto C 3 92,31 3,0574 85,68 98,95
Total 9 87,69

Tabla E-5: Andlisis de varianza para datos de Tiempo Medio de Disolucién. Equipo 1
(Canastillas).

Analisis de Varianza

Fuente Suma de GL Cuadradc? de Relacién F Valor p
cuadrados la media
Entre grupos 704,926 2 352,463 24,33 0,0013
Intra grupos 86,92 6 14,4868
Total (Corr.) 791,847 8
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Tabla E-6: Prueba multiple de rangos para datos de Tiempo Medio de Disolucién. Equipo

1 (Canastillas).

Porcentaje LSD 95%

Frecuencia Media Grupos homogéneos
Producto A 3 38,36 X
Producto B 3 20,76 X
Producto C 3 18,59 X
Contraste Diferencias Limites +
Producto A - Producto B *17,60 7,6043
Producto A - Producto C *19,76 7,6043
Producto B - Producto C 2,17 7,6043

*Indica una diferencia significativa.

Tabla E-7: Andlisis de varianza para datos de Tiempo Medio de Disolucién. Equipo 2

(Paletas).
Analisis de Varianza
Fuente Suma de GL Cuadradc.) de Relacion F Valor p
cuadrados la media
Entre grupos 653,639 2 326,819 5,23 0,0484
Intra grupos 374,806 6 62,4677
Total (Corr.) 1028,44 8

Tabla E-8: Prueba multiple de rangos para datos de Tiempo Medio de Disolucién. Equipo

2 (Paletas).
Porcentaje LSD 95%
Frecuencia Media Grupos homogéneos

Producto A 3 16,81 X
Producto B 3 18,50 X
Producto C 3 35,67 X

Contraste Diferencias Limites
Producto A - Producto B *17,17 15,7907
Producto A - Producto C *18,87 15,7907
Producto B - Producto C 1,70 15,7907

*Indica una diferencia significativa.
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Tabla E-9: Analisis de varianza para datos de Area Bajo la Curva. Equipo 1 (Canastillas).

Analisis de Varianza

Fuente Suma de GL Cuadradc? de Relacion F Valor p
cuadrados la media
Entre grupos 3676050 2 1838020 1,72 0,2571
Intra grupos 6419550 6 1069920
Total (Corr.) 10095600 8

Tabla E-10: Analisis de varianza para datos de Area Bajo la Curva. Equipo 2 (Paletas).

Analisis de Varianza

Fuente Suma de GL Cuadradc.) de Relacion F Valor p
cuadrados la media
Entre grupos 6667670 2 3333840 1,94 0,2245
Intra grupos 1033340 6 1722230
Total (Corr.) 17001000 8
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Anexo F: Analisis multivariado para
un diseno de medidas repetidas.

0. INTRODUCCION

En este documento se realiza un analisis de disefio de medidas repetidas, dado que es
desarrolla un experimento en el que las unidades experimentales manifiestan cambios a
través del tiempo en respuesta a varios factores controlados por el investigador. Para el
procesamiento de datos del disefio se utilizo el software IBM SPSS Statistics version 20.

1. OBJETIVOS
1.1 Objetivo General

Establecer si existe bioequivalencia in vitro entre dos formas farmacéuticas multifuente
de liberacion inmediata, de administracion peroral con metformina como principio activo,
y su correspondiente producto de referencia.

1.2 Objetivo Especifico

e Contrastar el porcentaje de disolucion de los productos en los diferentes tiempos
de medicién bajo los tratamientos aplicados (equipo y nivel de pH).

2. METODOLOGIA ESTADISTICA

La Unidad experimental corresponde a una tableta de metformina clorhidrato de 850 mg
fabricados entre noviembre de 2011 y septiembre de 2012, con fecha de vencimiento
entre agosto de 2013 y marzo de 2016 de distribuidores autorizados y Registro sanitario
vigente.

Se tienen tres factores intra-sujetos por cuyos niveles pasan todos los sujetos: i) equipo
con dos niveles: Canastillas y Paletas, ii) nivel de pH con tres niveles: 6,8, 4,5y 1,2 y iii)
producto con tres niveles: A, B y C, siendo el producto A el de referencia. El tiempo
corresponde al factor inter-sujetos, por el cual hay un grupo de sujetos en cada nivel. Los
tratamientos corresponden a la combinacion de cada nivel de los factores estudiados, por
lo cual se tienen 18 tratamientos con tres réplicas cada uno.
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Cada tableta se asign6é a un vaso de disolucién aleatoriamente a los tratamientos
respectivos. La variable respuesta que se midié corresponde al porcentaje de disolucion
de metformina 850mg, las mediciones se realizaron a los 5, 10, 15, 30, 45, 60, 90 y 120
minutos. Las mediciones obtenidas se presentan en la Tabla F-1.

Tabla F-1: Porcentajes de disolucion de metformina 850 mg tabletas luego de 5, 10, 15,
30, 45, 60, 90 y 120 minutos después del tratamiento.

Tratamiento Tiempo de observacion (minutos)
Equipo Nivel ph | Producto | Lote 5 10 15 30 45 60 90 120
Lotel |30,8|44,3[66,6 826 |932)|87,2]|861|848
A Lote2 |33,9]|421 56,3807 |[87,3)|86,8]856|810

Lote3 |29,4]521|67,6 84,2 [91,8)|90,8]|855|84,7
Lote4 |34,2|628|791)|975 |955)90,1]89,8]88,1
6,8 B Lote5 [39,2|64,1)|923)91,8 |925|87,1|86,4]85,1
Lote6 | 26,6 | 44,3 (62,6 (91,2 |96,6|88,2|87,8|87,1
Lote7 |64,9|838[93,6[956 [94,9)|875|87,1]86,1
C Lote8 |49,4|67,5)|81,8)|994 |93,8]86,7|86,0]854
Lote9 |452|70,6|84,3]|97,3 | 945855857851
Lotel0 | 26,4 | 41,3 46,2 (585 [64,9)|71,4|804 875
A Lotell | 32,9 | 40,6 | 45,5|59,4 |62,2|70,2|83,1]89,0
Lotel2 | 31,7 | 39,1 |45,1|61,1 |69,2|77,4]|855]899
Lotel3 | 46,6 | 75,4 | 85,8 [ 100,0 | 97,1 | 93,4 | 92,5 | 91,5
Canastillas | 4,5 B Lotel4 | 35,2 | 71,8 (88,7 (94,6 |96,5]|92,6 91,0 90,0
Lotel5 | 21,3 | 39,3 | 52,6 | 89,0 | 94,9 | 90,8 | 90,2 | 89,6
Lotel6 | 59,7 | 85,8 [ 96,6 [ 955 | 96,8 |89,4 |87,8 | 86,9
C Lotel7 | 60,4 | 84,7 (99,6 956 |97,2)|88,2|91,0 87,8
Lotel8 | 61,5 |81,2]|99,1|94,9 |965)|925]|915 894
Lotel9 | 26,2 | 31,2 | 36,9 | 47,3 | 56,8 | 64,0 | 72,9 | 74,6
A Lote20 | 28,8 | 37,8 (49,0 [ 59,6 [64,3|71,7| 736|717
Lote21 | 30,4 | 37,6 45,0 (616 [685)|70,8| 745|771
Lote22 | 54,0 | 64,8 | 68,8 | 78,0 | 76,1 |78,2|77,0| 74,0
1,2 B Lote23 | 43,0 | 56,3 [ 64,5 (78,2 |76,3|76,6 | 752 | 75,8
Lote24 | 37,7 50,3 |60,1 [ 748 |76,8|755|739 733
Lote25 | 58,8 | 69,0 | 72,3 | 75,0 | 74,4|73,8|73,2|719
C Lote26 | 34,4 | 52,6 | 62,2 | 76,4 | 75,3 | 75,6 | 75,3 | 75,3
Lote27 | 34,0 | 49,3 65,2756 |78,3|74,2|749 73,7
Lote28 | 33,5 | 56,5 | 64,8 92,4 |92,3|91,0]|92,8 91,2
A Lote29 | 29,7 | 51,4 | 63,4 | 88,7 | 88,7 | 88,3 | 86,8 | 87,4
Lote30 | 26,7 | 53,8 | 68,5 [ 89,3 | 88,3 |87,3|86,5|87,2
Lote31 | 53,9 | 87,6 (98,2 97,2 [94,1]94,9]935 94,0
6,8 B Lote32 | 47,4 | 76,7 | 94,3 | 96,1 | 91,9 | 90,6 | 88,6 | 90,8
Lote33 | 41,6 | 77,1 92,5] 93,3 | 90,7 | 89,4 | 88,2 | 87,2
Lote34 | 55,4 79,4 94,7 (955 [94,3]93,7]929 93,9
C Lote35 | 40,8 | 74,71 90,1 | 92,6 | 91,6 | 90,1 ]90,4 | 90,2
Lote36 | 44,4 | 74,9 | 88,7 | 95,0 | 94,3 93,7924 |91,1
Lote37 | 24,7131,1[37,1 (50,8 |64,2]|71,6]|84,0|89,7
A Lote38 | 23,8 | 38,6 [ 40,8 [ 58,7 | 64,6 | 72,4825 | 88,5
Lote39 | 22,6 | 36,4 | 42,9 | 54,0 | 66,7 | 75,5 | 83,2 | 90,3
Lote40 | 41,9 72,1 (88,9 (97,8 |96,2]|952|94,8 94,6
Paletas 4,5 B Lote41 | 41,1]70,8 96,8 (93,4 [91,7)|89,5]|88,9|877
Lote42 | 35,6 | 69,9 | 83,6 | 97,4 | 98,6 | 92,1 | 91,0 | 90,0
Lote43 | 43,9 180,1 853 (914 926914922920
C Lote44 | 40,6 | 71,1 [ 89,0 [ 99,2 [95,6 |92,9 90,4 | 89,0
Lote45 | 47,01 80,1 92,4 (93,7 |[97,3|89,2|88,9 | 88,7
Lote46 | 24,8 | 31,0 | 38,6 | 50,0 | 54,7 | 58,6 | 71,7 | 74,2
A Lote47 | 24,1 30,2 [ 35,4 (43,2 |[52,1)|58,7 (658|741
Lote48 | 24,7 30,1 [ 356 41,4 [51,4)|54,3|593|66,8
Lote49 | 41,2 |71,4|81,6 | 80,6 |78,7)|783]|756|76,0
12 B Lote50 | 32,6 | 62,6 | 75,5 80,3 |76,5|76,2|72,7 | 715
Lote51 | 29,1 53,2 |67,7 (786 |765]|753|729720
Lote52 | 44,01 62,8 74,2738 |765)|73,0|719|723
C Lote53 | 34,7 | 579|734 (788 |785|77,1|744 754
Lote54 | 38,5|61,2 | 744 (76,4 [790)|778|77,1|773
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Cuando la respuesta a un tratamiento se mide regularmente en diferentes momentos del
tiempo en cada unidad experimental, se proporciona informacion sobre la tendencia en
tiempo de la variable respuesta bajo diferentes condiciones de tratamiento. Las
tendencias permiten estudiar la rapidez a la que responde las unidades al tratamiento o
durante cuanto tiempo se manifiestan los efectos del tratamiento en las unidades del
estudio. También es posible evaluar las diferencias entre las tendencias de los
tratamientos.

El resultado de observaciones repetidas da una mayor precisién para el analisis de la
variable respuesta, ya que las mediciones en la misma unidad tienden a ser menos
variables que las mediciones en unidades diferentes.

En este estudio se busca comparar el efecto del tratamiento en los productos genéricos B
y C con respecto al producto de referencia A. Para esto se realiza inicialmente la
comparacion de los tres lotes de cada producto para verificar si es posible usarlos
indiferentemente como réplicas, a partir del andlisis de un disefio de medidas repetidas
donde todas las unidades experimentales son observadas en los diferentes tratamientos
en cada tiempo.

En el caso que no se encuentren diferencias significativas entre los lotes de cada
producto, se utilizara el disefio de medidas repetidas considerando los lotes observados
de cada producto como réplicas. De lo contrario se seleccionara aleatoriamente uno de
los lotes para el andlisis.

El objetivo del andlisis para este estudio sera determinar si existe un efecto del tiempo en
el porcentaje de disolucién y de ser asi interesa probar ademas si los factores intra-
sujetos: equipo, nivel de pH y producto y la interaccién entre la combinacién doble y
conjunta entre estos factores tiene un efecto significativo en la variable dependiente.

En el andlisis de la interaccién entre los factores y comparaciones multiples, si se
rechaza la hip6tesis nula de igualdad de vectores de medias se determinara qué efectos
son los que influyen en el distinto comportamiento del porcentaje de disolucion en los
grupos establecidos por la combinacion de los valores del conjunto de variables
independientes. Para ello, el andlisis multivariante de varianza determina, a partir de una
serie de contrastes basados en el estadistico F, qué efectos (si los principales y/o el de
las interacciones) son significativamente distintos de cero.

Se realiza el andlisis multivariante de la varianza contrastando cada uno de los efectos
con un estadistico F. La hip6tesis nula indica que los vectores de medias son iguales en
los grupos establecidos por la combinacion de los valores de las -1 variables
independientes. Si el p-valor asociado a los estadisticos Traza de Pillai, Traza de
Hotelling, Lambda de Wilks y Raiz maxima

de Roy son inferiores a 0.05, podremos rechazar la hipétesis nula. Este contraste se
repite para cada uno de los posibles subconjuntos formados por g-1 variables
independientes. En el supuesto caso de que para un conjunto de variables
independientes se rechaza la hipotesis nula, se realizara un contraste univariante sobre
cada una de las variables dependientes de forma individual. El nivel de significancia para
las diferentes pruebas empleadas es de 0.05.
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Cuando se realizan las comparaciones multiples de los niveles de los factores se utiliza la
correccion de Bonferroni para controlar la probabilidad de cometer errores tipo I. En el
caso que uno de los niveles se considere como referencia para los otros se utiliza la
prueba de Dunnett.

3. RESULTADOS

3.1 Comparacion del porcentaje de disolucién en los lotes de productos en
diferentes tiempos.

Se muestran las tendencias observadas con el tiempo para los tres lotes en cada
producto. Las gréficas de perfiles reflejan que en el producto A ocurre un incremento en
las medias marginales estimadas para el porcentaje de disolucién de los tres lotes en
cada tiempo estudiado. En la Figura 1, en el producto B, se observa un comportamiento
similar entre los lotes 1y 2, pero no se observan discrepancias entre estos lotes y el lote
3. En el producto C los lotes 2 y 3 tienen una tendencia similar, mientras que el lote 1
dista del comportamiento de los demas en los primeros minutos de observacion.

Estimated Marginal Means of MEASURE_1 Estimated Marginal Means of MEASURE_1 Estimated Marginal Means of MEASURE_1
at producto = A at producto=B at producto=C
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— Lote1 — Lotet -
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om0 // Lote o Lovea
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Figura F-1: Perfiles de las medias para cada lote en cada tiempo de estudio del perfil de
disolucién de los productos A, By C.

tiempo

Al valorar el efecto conjunto de los factores tiempo, lote y producto se tiene que a un nivel
de significancia de 0.05 no se encuentran diferencias estadisticamente significativas
entre los vectores de medias del porcentaje de disolucion de los tratamientos. Dado que
los p-valores obtenidos para el contraste por la Traza de Pillai, Traza de Hotelling y
Lambda de Wilks respectivamente fueron superiores al nivel de significancia establecido
(0.05). Con esto se demuestra que las mediciones de los diferentes lotes en cada
producto no difieren estadisticamente. El resumen de los contrastes multivariados para
evaluar cada efecto se presenta en la tabla F-2.

lote lote 100,00 lote

Lotet

Lote3
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Tabla F-2: Contrastes multivariados para el disefio Intercepto + lote + producto + lote *
producto. Disefio inter-sujetos: tiempo.

GL de la GL del : Potencia
Szl Valor F hipétesis Error Sig. Observada®
Traza de Pillai ,969 176,885" 7,000 39,000 ,000 1,000
Lambda de Wilks ,031 176,885" 7,000 39,000 ,000 1,000
tiempo
Traza de Hotelling 31,749 176,885% 7,000 39,000 ,000 1,000
Raiz mayor de Roy 31,749 176,885" 7,000 39,000 ,000 1,000
Traza de Pillai ,501 1,909 14,000 80,000 ,037 ,903
Lambda de Wilks ,561 1,865% 14,000 78,000 ,044 ,893
tiempo * lote :
Traza de Hotelling 671 1,821 14,000 76,000 ,051 ,882
Raiz mayor de Roy 377 2,152° 7,000 40,000 ,060 , 740
Traza de Pillai 1,019 5,931 14,000 80,000 ,000 1,000
Lambda de Wilks 171 7,897% 14,000 78,000 ,000 1,000
tiempo * producto :
Traza de Hotelling 3,735 10,138 14,000 76,000 ,000 1,000
Raiz mayor de Roy 3,410 19,485° 7,000 40,000 ,000 1,000
Traza de Pillai ,619 1,099 28,000 168,000 ,346 ,868
tiempo * lote * Lambda de Wilks ,494 1,096 28,000 142,039 ,351 ,801
producto Traza de Hotelling 813 1,088 28,000 150,000 ,360 ,858
Raiz mayor de Roy ,448 2,691° 7,000 42,000 ,021 ,849
a. Estadistico exacto
b.  Calculado con alfa = ,05
C. El estadistico es un limite superior para la F el cual ofrece un limite inferior para el nivel de significacion.

No obstante se verifica el supuesto que indica que las varianzas de las diferencias entre
cada par de niveles del factor medidas repetidas tiempo son iguales en la tabla F-3, lo
gue significa que la matriz de varianzas-covarianzas es esférica. Sin embargo en este
caso el p-valor es inferior a 0.05 por lo que se rechaza la hip6tesis de esfericidad.

Tabla F-3: Prueba de esfericidad de Mauchly”

Efecto intra- w de Chi-cuadrado gl Sig. Epsilon®

sujetos Mauchly aprox. Greenhouse- Huynh- Lower-
Geisser Feldt bound

tiempo ,000 348,938 27 ,000 ,398 ,502 ,143

Contrasta la hipétesis nula de que la matriz de covarianza de error de las variables dependientes transformadas es
proporcional a una matriz identidad.
a. Puede ser utilizado para ajustar los grados de libertad para las pruebas de significacion promediadas. Las pruebas
corregidas se muestran en la tabla de Pruebas de Efecto intra-sujetos

b. Disefio: Intercepto + lote + producto + lote * producto

Disefio intra-sujetos: tiempo

Por tal razon la decision del contraste del efecto conjunto entre tiempo, lote y producto se
basa en los estadisticos multivariados que no se ven afectados por el incumplimiento del
supuesto de esfericidad. Estos resultados se pueden corroborar con el estadistico F
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univariado del efecto conjunto de los tres factores que se presenta en la tabla F-4, en el
cual se aplica un indice corrector denominado épsilon, que indica que tanto se aleja la
matriz de varianzas-covarianzas de la esfericidad, siendo que en condiciones de
esfericidad perfecta, épsilon vale 1 (Box, 1954).

Tabla F-4: Efectos intra-sujetos

Suma de . .
. Media . Potencia

Fuente ::“uadrados tipo | gl cuadratica F Sig. -
Esfericidad 101203,407 7 14457,630 450,092 | ,000 | 1,000
asumida

tiempo g;‘i’g::r"use' 101203,407 2,786 | 36331,112 450,092 | ,000 | 1,000
Huynh-Feldt 101203,407 3,516 | 28784,508 450,092 | ,000 | 1,000
Lower-bound 101203,407 1,000 | 101203,407 | 450,092 | ,000 | 1,000
Esfericidad 774,009 14 55,286 1721 | ,050 | ,903
asumida

. Greenhouse-

tiempo * lote il 774,009 5571 | 138,931 1,721 | 127 | 612
Huynh-Feldt 774,009 7,032 | 110,073 1,721 | ,107 | ,691
Lower-bound 774,009 2,000 | 387,004 1,721 | ,190 | ,343
Esfericidad
merrida 11224,334 14 801,738 24,960 | ,000 | 1,000

tiempo * producto g:i);esn:rouse- 11224,334 5571 | 2014,718 24,960 | ,000 | 1,000
Huynh-Feldt 11224,334 7,032 | 1596,226 24,960 | ,000 | 1,000
Lower-bound 11224,334 2,000 | 5612,167 24,960 | ,000 | 1,000
Esfericidad 1095,889 28 39,139 1218 | 211 | 928
asumida

tiempo * lote * | Greenhouse- 1095,889 11,142 | 98,354 1,218 | 281 | 642

producto Geisser
Huynh-Feldt 1095,889 14,064 | 77,924 1218 | 267 | 724
Lower-bound 1095,889 4,000 | 273,972 1,218 | ,316 | ,350
Esfericidad 10118,276 315 32,122
asumida

. Greenhouse-

Error(tiempo) Geisser 10118,276 125,351 | 80,719
Huynh-Feldt 10118,276 158,215 | 63,953
Lower-bound 10118,276 45,000 224,851

Los efectos intra-sujetos muestran que las cuatro opciones de estimacion del épsilon
llevan a la misma conclusion, que coincide a su vez con la conclusion obtenida utilizando
la aproximacion multivariada, dado que el p-valor de cada prueba es mayor a 0.05, no
rechazando la hipétesis que indica la igualdad de medias y que permite concluir que el
porcentaje de disolucién es similar en los ocho momentos temporales definidos por el
factor tiempo en los tres lotes de cada producto, ademas que permite considerar las
mediciones en cada lote como réplicas de los tratamientos.
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3.2 Analisis de la tendencia en el tiempo del porcentaje de disolucién segun el
tratamiento

El factor intra-sujetos en este disefio es el tiempo, mientras que los factores inter-sujetos
corresponden al equipo, nivel de ph y el producto. Los niveles de cada uno de estos
factores se definen respectivamente en la tabla F-5 (a y b). La variable dependiente
corresponde al porcentaje de disolucion.

Tabla F-5: Factores a) intra-sujetos y b) inter-sujetos

a) b)
Tiempo Variable Tratamientos n
P dependiente -
- - . Canastillas 27
1 Pdisolucion_5 equipo
> Sdisolucion 10 Paletas 27
!so uc!on_ bH12 18
3 Pdisolucion_15 nivel_pH pHA45 18
4 Pdisolucion_30 pH68 18
5 Pdisolucion_45 A 18
6 Pdisolucion_60 producto B 18
7 Pdisolucion_90 c 18
8 Pdisolucion_120

La tabla F-6 muestra cuatro estadisticos multivariados que permiten contrastar las
hipétesis nulas referidas a los efectos en los que se encuentra involucrado el factor intra-
sujetos tiempo, sin necesidad de asumir esfericidad. Los cuatro estadisticos indican que
el efecto del tiempo es significativo (p-valor=0.000<0.05), asi como el efecto
tiempo*equipo. De igual forma los conrastes multivariados indican el efecto significativo
de la interaccién del tiempo*equipo*nivel_pH*producto.

Tabla F-6: Contrastes multivariados®

Gl dela Gl del . Potencia
Hiee Valor F hipoétesis error Sig. observada®
tiempo Traza de ,990 438,897% 7,000 30,000 ,000 1,000
Pillai
Lambda de ,010 438,897° 7,000 30,000 ,000 1,000
Wilks
Traza de 102,409 438,897° 7,000 30,000 ,000 1,000
Hotelling
Raiz mayor 102,409 438,897° 7,000 30,000 ,000 1,000
de Roy
tiempo * equipo Traza de ,683 9,229% 7,000 30,000 ,000 1,000
Pillai
Lambda de 317 9,229% 7,000 30,000 ,000 1,000
Wilks
Traza de 2,154 9,229% 7,000 30,000 ,000 1,000
Hotelling
Raiz mayor 2,154 9,229% 7,000 30,000 ,000 1,000
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de Roy
tiempo * nivel_pH Traza de 1,497 13,179 14,000 62,000 ,000 1,000
Pillai
Lambda de ,056 13,870% 14,000 60,000 ,000 1,000
Wilks
Traza de 7,028 14,558 14,000 58,000 ,000 1,000
Hotelling
Raiz mayor 5,073 22,465° 7,000 31,000 ,000 1,000
de Roy
tiempo * producto Traza de 1,387 10,016 14,000 62,000 ,000 1,000
Pillai
Lambda de ,025 22,556 14,000 60,000 ,000 1,000
Wilks
Traza de 22,053 45,681 14,000 58,000 ,000 1,000
Hotelling
Raiz mayor 21,293 94,300° 7,000 31,000 ,000 1,000
de Roy
tiempo * equipo * Traza de ,604 1,914 14,000 62,000 ,042 ,890
nivel_pH Pillai
Lambda de ATT 1,922° 14,000 60,000 ,042 ,889
Wilks
Traza de ,930 1,926 14,000 58,000 ,042 ,888
Hotelling
Raiz mayor ,684 3,030° 7,000 31,000 ,015 ,874
de Roy
tiempo * equipo * Traza de ,769 2,765 14,000 62,000 ,003 ,980
producto Pillai
Lambda de ,373 2,731% 14,000 60,000 ,004 ,978
Wilks
Traza de 1,300 2,693 14,000 58,000 ,004 ,975
Hotelling
Raiz mayor ,856 3,793° 7,000 31,000 ,004 ,944
de Roy
tiempo * nivel_pH Traza de 1,444 2,662 28,000 132,000 ,000 1,000
* producto Pillai
Lambda de ,053 4,938 28,000 109,589 ,000 1,000
Wilks
Traza de 9,939 10,116 28,000 114,000 ,000 1,000
Hotelling
Raiz mayor 9,230 43,513° 7,000 33,000 ,000 1,000
de Roy
tiempo * equipo * Traza de 1,275 2,205 28,000 132,000 ,002 ,998
nivel_pH * Pillai
producto Lambda de ,194 2,256 28,000 109,589 ,001 ,993
Wilks
Traza de 2,195 2,234 28,000 114,000 ,002 ,998
Hotelling
Raiz mayor 1,055 4,975° 7,000 33,000 ,001 ,987
de Roy

Dado que se cuenta con un tamafio de muestra considerable (n=54), pues se consideran
tres réplicas por tratamiento y que el p-valor obtenido con la prueba de esfericidad de
Mauchly, que se presenta en la tabla F-7, fue menor que el nivel de significancia
establecido de 0.05, se rechaza la hip6tesis de esfericidad, por lo cual las decisiones
sobre los efectos intra-sujetos se basan en los contrastes multivariados, pues puede
suponerse que los resultados del andlisis univariado de varianza no son validos frente a
estos resultados.
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Tabla F-7: Prueba de esfericidad de Mauchly®

Efecto Chi- Epsilon®

intra- W de cuadrado gl Sig Greenhouse- Limite-
sujetos Mauchly aprox. Geisser Huynh-Feldt inferior
tiempo ,000 254,285 27 ,000 274 ,426 ,143

Contrasta la hipétesis nula de que la matriz de covarianza error de las variables dependientes transformadas es
proporcional a una matriz identidad.

a. Puede usarse para corregir los grados de libertad en las pruebas de significacion promediadas. Las pruebas
corregidas se muestran en la tabla Pruebas de los efectos inter-sujetos.

b. Disefio: Intercepto + equipo + nivel_pH + producto + equipo * nivel_pH + equipo * producto + nivel_pH * producto
+ equipo * nivel_pH * producto

Disefio intra-sujetos: tiempo

De esta manera se concluye que existe un efecto significativo de la interaccién del
tiempo con los otros factores inter-sujetos: equipo, nivel de pH y producto.

Con respecto a la informacion de los factores inter-sujetos: equipo, nivel de pH, producto
y las interacciones entre estos, se encuentra que el p-valor asociado a la interaccion
entre equipo*nivel*producto es mayor a 0.05 en el analisis de varianza de la tabla F-8,
por lo cual no se rechaza la hipétesis nula, lo cual indica que el efecto de la interaccion
conjunta de estos tres factores no es significativo. No obstante, se encuentra que el
efecto de la interaccion equipo*nivel pH, equipo*producto, nivel pH*producto es
estadisticamente significativo dado que se obtienen niveles criticos menores al nivel de
significancia en cada caso, lo cual indica que el porcentaje de disolucién es diferente en
las condiciones dadas en cada interaccién doble de los factores inter-sujetos.

Tabla F-8: Andlisis de varianza para contrastar los efectos inter-sujetos

Suma de Media Potencia
Fuente ;L‘;iﬂzfdos gl cuadratica F Sig. observada®
Intercepto 2280076,660 1 2280076,660 30300,199 ,000 1,000
equipo 27,907 1 27,907 ,371 ,546 ,091
nivel_pH 21528,796 2 10764,398 143,049 ,000 1,000
producto 27809,490 2 13904,745 184,782 ,000 1,000
equipo * 754,871 2 377,435 5,016 ,012 , 781
nivel_pH
equipo * 793,087 2 396,544 5,270 ,010 ,802
producto
nivel_pH 3651,371 4 912,843 12,131 ,000 1,000
*
producto
equipo * 482,038 4 120,510 1,601 ,195 ,443
nivel_pH
producto
Error 2708,984 36 75,250

En resumen, se evidencia un efecto significativo de la interaccion conjunta de los tres
factores inter sujetos: equipo, nivel de pH, producto con el factor intra-sujetos tiempo,
pero no en ausencia de este Ultimo factor. Se puede concluir entonces que el porcentaje
de disoluciéon no es el mismo cuando interactian los factores inter-sujetos con el factor
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tiempo, y cuando varia independientemente cada uno de los factores inter-sujetos:
equipo, nivel de pH y producto.

Para interpretar este efecto se realizan los graficos de perfiles y las comparaciones
multiples para los efectos simples. Las medias marginales estimadas para valorar el
efecto de las interacciones se encuentran anexas en la tabla F-15, donde se observa que
para cada tratamiento el tiempo tiene un efecto significativo.

3.2.1 Graficos de perfiles

De la figura F-2 es destacable como el comportamiento del perfil del porcentaje de
disolucién medio del producto de referencia se mantiene en los niveles de pH de 1.2 y
4.5, mientras que en los productos genéricos B y C, el comportamiento de los perfiles
difiere de un nivel a otro.

Estimated Marginal Means of MEASURE_1 Estimated Marginal Means of MEASURE_1

at nivel_pH = pH45 atnivel_pH = pH68
producto
producto 100,00 A 100,00 producto

—a
—s
c

Estimated Marginal Means of MEASURE_1

at nivel_pH =pH12

80,00

70,00

8
5
s

60,00

50,00

g

40,00

Estimated Marginal Means
3
a

Estimated Marginal Means

Estimated Marginal Means

s

30,007 40,00

20,00 20,00

tiempo tiempo tiempo

Figura F-2: Perfiles de las medias para cada nivel de pH en cada tiempo de estudio del
perfil de disolucién de los productos A, By C

Adicionalmente, se observa en la figura F-3 que el perfil del porcentaje de disolucién
medio del producto A es muy similar en cada equipo de observacién, lo cual marca una
posible diferencia con los respectivos perfiles medios obtenidos para los productos
genéricos, cuyo tendencia en el tiempo parece cambiar al medir el porcentaje de
disolucién en equipos diferentes.
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Estimated Marginal Means of MEASURE_1

at equipo = Canastillas

90,00

80,00

70,00

60,00

50,00
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Estimated Marginal Means of MEASURE_1

at equipo = Paletas

100,00

80,00

60,00

40,00

20,00

producto
—A
—8B
c

tiempo

Figura F-3: Perfiles de las medias de cada equipo en cada tiempo de estudio del perfil de
disolucion de los productos A, By C.

Finalmente se encuentra en la figura F-4 que el porcentaje de disolucién promedio en
todos los productos en niveles de pH 1.2 y 4.5 se comportan semejantemente en cada
equipo, lo cual no ocurre cuando se mide dicho porcentaje a un nivel de pH 6.8.

Estimated Marginal Means of MEASURE_1

at equipo = Canastillas

nivel_pH
— pH12
—— pH45

pH68

100,00

80,00

60,00

40,007

tiempo

Estimated Marginal Means of MEASURE_1

at equipo = Paletas

100,007

m
g
=)
3

60,00

Estimated Marginal Means

40,00

tiempo

Figura F-4: Perfiles de las medias de cada equipo en cada momento tiempo de estudio
del perfil de disolucion de los productos A, By C.

No obstante para poder interpretar adecuadamente el efecto de las diferentes
interacciones se requiere efectuar las comparaciones mdultiples como se describe a

continuacion.
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3.2.2 Comparaciones multiples de los efectos simples basadas en la estimaciéon de
las medias marginales.

e Tiempo: En latabla F-9, se presentan cuatros estadisticas multivariadas que indican
diferencias estadisticamente significativas entre todas las comparaciones realizadas
entre los niveles del factor tiempo.

Tabla F-9: Contrastes multivariados para el factor tiempo

Valor F Gl de la hipotesis Gl del Error Sig. Potencia
observada®
Pillai's trace ,990 438,897° 7,000 30,000 ,000 1,000
Wilks' lambda ,010 438,897° 7,000 30,000 ,000 1,000
Hotelling's trace 102,409 438,897° 7,000 30,000 ,000 1,000
Roy's largest root 102,409 438,897° 7,000 30,000 ,000 1,000

Each F tests the multivariate effect of tiempo. These tests are based on the linearly independent pairwise
comparisons among the estimated marginal means.

a. Exact statistic

b. Computed using alpha =,05

Esto se prueba ademas con las comparaciones por pares, ajustadas por la correccion de
Bonferroni, donde a excepcion de la comparacion de 45-90 minutos y 45 con 120 que no
muestran diferencias estadisticamente significativas (tabla F-10).

Tabla F-10: Comparaciones por pares entre los niveles del factor tiempo

() (@) Mean Difference (I-J) Std. Error Sig.? 95% Confidence Interval for
tiempo | tiempo Difference®
Lower Bound Upper Bound
1 2 20,694 ,588 ,000 -22,678 -18,711
3 -32,794° ,778 ,000 -35,419 -30,170
4 -42,780° ,914 ,000 -45,863 -39,697
5 -44,720 ,950 ,000 -47,926 -41,515
6 -43,878 ,889 ,000 -46,879 -40,877
7 -44,963 ,887 ,000 -47,955 -41,971
8 -45,456" ,905 ,000 -48,508 -42,403
2 1 20,694 ,588 ,000 18,711 22,678
3 -12,100' ,524 ,000 -13,869 -10,331
4 -22,085' ,938 ,000 -25,249 -18,921
5 -24,026' 1,021 ,000 -27,472 -20,580
6 -23,183' ,969 ,000 -26,452 -19,915
7 24,269 ,998 ,000 -27,636 -20,901
8 24,761 1,001 ,000 -28,140 -21,383
3 1 32,794 ,778 ,000 30,170 35,419
2 12,100 ,524 ,000 10,331 13,869
4 -9,985 ,906 ,000 -13,044 -6,927
5 -11,926' ,994 ,000 -15,279 -8,573
6 -11,083" ,959 ,000 -14,318 -7,849
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7 -12,169 1,003 ,000 -15,553 -8,784
8 -12,661° 1,008 ,000 -16,063 -9,260
4 1 42,780 ,914 ,000 39,697 45,863
2 22,085 ,938 ,000 18,921 25,249
3 9,985 ,906 ,000 6,927 13,044
5 -1,941° ,340 ,000 -3,088 -,793
6 -1,098 ,336 ,067 -2,233 ,037
7 -2,183" ,406 ,000 -3,553 -,813
8 -2,676 ,436 ,000 -4,145 -1,206
5 1 44,720 ,950 ,000 41,515 47,926
2 24,026 1,021 ,000 20,580 27,472
3 11,926 ,994 ,000 8,573 15,279
4 1,941 ,340 ,000 ,793 3,088
6 ,843 ,262 ,078 -,042 1,728
7 -,243 ,343 1,000 -1,401 ,916
8 -,735 ,329 ,893 -1,846 ,376
6 1 43,878 ,889 ,000 40,877 46,879
2 23,183 ,969 ,000 19,915 26,452
3 11,083 ,959 ,000 7,849 14,318
4 1,098 ,336 ,067 -,037 2,233
5 -,843 ,262 ,078 -1,728 ,042
7 -1,085' ,256 ,004 -1,948 -,222
8 -1,578 ,263 ,000 -2,467 -,689
7 1 44,963 ,887 ,000 41,971 47,955
2 24,269 ,998 ,000 20,901 27,636
3 12,169 1,003 ,000 8,784 15,553
4 2,183 ,406 ,000 ,813 3,553
5 ,243 ,343 1,000 -,916 1,401
6 1,085 ,256 ,004 ,222 1,948
8 -,493 ,190 ,380 -1,133 ,148
8 1 45,456 ,905 ,000 42,403 48,508
2 24,761 1,001 ,000 21,383 28,140
3 12,661 1,008 ,000 9,260 16,063
4 2,676 ,436 ,000 1,206 4,145
5 ,735 ,329 ,893 -,376 1,846
6 1,578 ,263 ,000 ,689 2,467
7 ,493 ,190 ,380 -,148 1,133
Based on estimated marginal means
*. The mean difference is significant at the 0,05 level.
a. Adjustment for multiple comparisons: Bonferroni.

Los contrastes multivariados para probar el ajuste del modelo por el tiempo como factor
de medidas repetidas, muestra que a un nivel de significancia de 0.05 no se rechaza la
hipotesis que indica que el modelo ajustado es adecuado, ya que el nivel critico obtenido
entre todas las comparaciones posibles de los tiempos fue superior a dicho nivel de
significancia. A partir de la tabla F-11 puede concluirse que el modelo ajustado con todos
los tiempos es adecuado, dada la significancia alcanzada.

151



152 Estudio de bioequivalencia in vitro de dos preparados comerciales de
liberacion inmediata con metformina como principio activo

Tabla F-11: Contrastes multivariados para la falta de ajuste para la comparacion de
todos los tiempos.

Variables dependientes Valor F Gl de Ia Gl del Sig. Potencia
hipétesis error observada®
5, 10, 15, 30, 45, Traza de Pillai ,000 32,000 3,428E214 1,000 1,000
60, 90, 120 Lambda de ,000 ,000 128,000 1,371E215 1,000 1,000
Wilks
Traza de 1,000 ,000 128,000 1,364E215 1,000 1,000
Hotelling
Raiz mayor de ,000 ,000 128,000 1,371E215 1,000 1,000
Roy

Ademas, basados en los resultados multivariados se concluye que el porcentaje de
disolucion difiere en cada momento temporal que es observado.

e Equipo: Existe evidencia estadistica para no rechazar la hipétesis que plantea que
los porcentajes de disolucion promedio obtenidos en los equipos canastillas y
Paletas son iguales. Esto indica que el porcentaje de disolucion promedio no
presenta diferencias al cambiar de equipo de observacién. Los intervalos de
confianza del 95% nos llevan a la misma conclusion.

Tabla F-12: Comparaciones por pares entre los niveles del factor equipo

() equipo (J) equipo Diferencia Error Sig.? | Intervalo de confianza para diferencia al
entre medias (I- tipico 95% *°
J) Limite inferior Limite superior
Canastillas Paletas -,508 ,835 ,546 -2,201 1,185
Paletas Canastillas ,508 ,835 ,546 -1,185 2,201

Basadas en las medias marginales estimadas.

a. Ajuste para comparaciones multiples: Bonferroni.

¢ Nivel de pH: Se rechaza la hip6tesis que plantea que los porcentajes de disolucion
promedio obtenidos a los niveles de pH observados son iguales, lo que significa que
se presentan diferencias significativas al variar el nivel de pH. La comparaciéon
multiple entre los pares del nivel de pH ajustado por correccion de Bonferroni se
presenta en la tabla F-13, donde se presenta adicionalmente los intervalos de
confianza que refuerzan esta conclusion.
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Tabla F-13: Comparaciones por pares entre los niveles del factor nivel de pH

(1) nivel_pH (J) nivel_pH Diferencia Error Sig.® | Intervalo de confianza para
entre medias tipico diferencia al 95% *
(1-9) Limite Limite
inferior superior
pH12 pH45 -12,689 1,022 ,000 -15,256 -10,122
pH68 -16,518 1,022 ,000 -19,085 -13,951
pH45 pH12 12,689 1,022 ,000 10,122 15,256
pH68 -3,829' 1,022 ,002 -6,396 -1,262
pHG68 pH12 16,518 1,022 ,000 13,951 19,085
pH45 3,829 1,022 ,002 1,262 6,396
Basadas en las medias marginales estimadas.
*. The mean difference is significant at the ,05 level.
a. Ajuste para comparaciones mdltiples: Bonferroni.

e Producto: Para la comparacion de los productos se tomo el producto el producto
de referencia A como grupo de comparacion y se realizo el ajuste de Dunnet (t de
dos colas), encontrando que a un nivel de significancia de 0.05 existen diferencias
estadisticamente significativas entre el producto de referencia A y el producto
genérico B, asi como entre el producto Ay el producto genérico C.
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Tabla F-14: Comparaciones por pares entre los niveles del factor producto

(1) producto (J) producto Mean Difference (I- Std. Sig. 95% Confidence Interval
J) Error N Lower Upper

Bound Bound
B A 15,8181 1,02232 ,000 13,4647 18,1714
C A 18,0097 1,02232 ,000 15,6564 20,3631

Based on observed means.
The error term is Mean Square(Error) = 9,406.

*. The mean difference is significant at the ,05 level.

a. Ajuste para comparaciones multiples: Dunnett t(dos colas)
Dunnett t-tests treat one group as a control, and compare all other groups against it.

Tabla F-15: Medias marginales estimadas

1. equipo * tiempo
Measure: MEASURE_1
equipo tiempo Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Canastillas 1 39,874 1,278 37,283 42,465
2 57,026 1,427 54,131 59,921
3 69,163 1,384 66,356 71,970
4 81,311 ,627 80,039 82,583
5 83,785 ,463 82,847 84,723
6 82,081 ,449 81,172 82,991
7 83,093 ,460 82,159 84,026
8 82,830 ,432 81,954 83,705
Paletas 1 36,604 1,278 34,013 39,195
2 60,841 1,427 57,946 63,736
3 72,904 1,384 70,097 75,711
4 80,726 ,627 79,454 81,998
5 82,133 ,463 81,195 83,072
6 82,152 ,449 81,242 83,062
7 83,311 ,460 82,378 84,245
8 84,559 ,432 83,684 85,435

2. nivel_pH * tiempo
Measure: MEASURE_1
nivel_pH tiempo Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
pH12 1 35,611 1,565 32,438 38,784
2 50,517 1,748 46,971 54,062
3 60,022 1,695 56,584 63,460
4 68,311 ,768 66,753 69,869
5 70,594 ,567 69,445 71,744
6 71,650 ,549 70,536 72,764
7 72,883 ,564 71,740 74,027
8 73,722 ,529 72,650 74,795
pH45 1 38,717 1,565 35,543 41,890
2 61,633 1,748 58,088 65,179
3 73,111 1,695 69,673 76,549
4 82,500 ,768 80,942 84,058
5 85,711 ,567 84,562 86,860
6 85,317 ,549 84,202 86,431
7 88,272 ,564 87,129 89,416
8 89,561 ,529 88,489 90,633
pH68 1 40,389 1,565 37,216 43,562
2 64,650 1,748 61,104 68,196
3 79,967 1,695 76,529 83,404
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4 92,244 ,768 90,687 93,802
5 92,572 ,567 91,423 93,721
6 89,383 ,549 88,269 90,498
7 88,450 ,564 87,307 89,593
8 87,800 ,529 86,728 88,872

3. producto * tiempo
Measure: MEASURE_1
producto tiempo Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound

A 1 28,061 1,565 24,888 31,234
2 40,289 1,748 36,743 43,835
3 49,183 1,695 45,746 52,621
4 64,639 ,768 63,081 66,197
5 71,178 ,567 70,029 72,327
6 74,889 ,549 73,775 76,003
7 79,989 ,564 78,846 81,132
8 82,761 ,529 81,689 83,833

B 1 39,011 1,565 35,838 42,184
2 65,028 1,748 61,482 68,574
3 79,644 1,695 76,207 83,082
4 89,433 ,768 87,875 90,991
5 88,733 ,567 87,584 89,882
6 86,333 ,549 85,219 87,448
7 85,000 ,564 83,857 86,143
8 84,350 ,529 83,278 85,422

[ 1 47,644 1,565 44,471 50,818
2 71,483 1,748 67,938 75,029
3 84,272 1,695 80,834 87,710
4 88,983 ,768 87,425 90,541
5 88,967 ,567 87,818 90,116
6 85,128 ,549 84,013 86,242
7 84,617 ,564 83,473 85,760
8 83,972 ,529 82,900 85,045

4. nivel_pH * producto
Measure: MEASURE_1
nivel_pH producto Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
pH12 A 51,723 1,252 49,184 54,262
B 68,663 1,252 66,123 71,202
C 68,356 1,252 65,817 70,896
pH45 A 59,442 1,252 56,902 61,981
B 81,458 1,252 78,919 83,998
C 85,908 1,252 83,369 88,448
pH68 A 72,956 1,252 70,417 75,496
B 81,454 1,252 78,915 83,993
C 83,885 1,252 81,346 86,425

5. equipo * producto
Measure: MEASURE_1
equipo producto Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Canastillas A 62,581 1,022 60,507 64,654
B 75,133 1,022 73,060 77,207
C 79,472 1,022 77,399 81,546
Paletas A 60,167 1,022 58,093 62,240
B 79,250 1,022 77,177 81,323
C 79,294 1,022 77,221 81,368
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6. equipo * nivel_pH

Measure: MEASURE_1

equipo nivel_pH Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Canastillas pH12 63,775 1,022 61,702 65,848
pH45 76,090 1,022 74,017 78,164
pH68 77,321 1,022 75,247 79,394
Paletas pH12 62,053 1,022 59,979 64,126
pH45 75,115 1,022 73,042 77,189
pH68 81,543 1,022 79,470 83,616
7. equipo * nivel_pH * producto * tiempo
Measure:MEASURE_1
equipo nivel_pH producto tiempo Mean Std. Error 95% Confidence Interval
Lower Bound Upper Bound
Canastillas pH12 A 1 28,467 3,833 20,694 36,239
2 35,533 4,282 26,848 44,219
3 43,633 4,152 35,213 52,054
4 56,167 1,882 52,351 59,983
5 63,200 1,388 60,385 66,015
6 68,833 1,346 66,104 71,563
7 73,667 1,381 70,866 76,467
8 74,467 1,295 71,840 77,093
B 1 44,900 3,833 37,127 52,673
2 57,133 4,282 48,448 65,819
3 64,467 4,152 56,046 72,887
4 77,000 1,882 73,184 80,816
5 76,400 1,388 73,585 79,215
6 76,767 1,346 74,037 79,496
7 75,367 1,381 72,566 78,167
8 74,367 1,295 71,740 76,993
C 1 42,400 3,833 34,627 50,173
2 56,967 4,282 48,281 65,652
3 66,567 4,152 58,146 74,987
4 75,667 1,882 71,851 79,483
5 76,000 1,388 73,185 78,815
6 74,533 1,346 71,804 77,263
7 74,467 1,381 71,666 77,267
8 73,633 1,295 71,007 76,260
pH45 A 1 30,333 3,833 22,561 38,106
2 40,333 4,282 31,648 49,019
3 45,600 4,152 37,179 54,021
4 59,667 1,882 55,851 63,483
5 65,433 1,388 62,619 68,248
6 73,000 1,346 70,271 75,729
7 83,000 1,381 80,200 85,800
8 88,800 1,295 86,173 91,427
B 1 34,367 3,833 26,594 42,139
2 62,167 4,282 53,481 70,852
3 75,700 4,152 67,279 84,121
4 94,533 1,882 90,717 98,349
5 96,167 1,388 93,352 98,981
6 92,267 1,346 89,537 94,996
7 91,233 1,381 88,433 94,034
8 90,367 1,295 87,740 92,993
C 1 60,533 3,833 52,761 68,306
2 83,900 4,282 75,215 92,585
3 98,433 4,152 90,013 106,854
4 95,333 1,882 91,517 99,149
5 96,833 1,388 94,019 99,648
6 90,033 1,346 87,304 92,763
7 90,100 1,381 87,300 92,900
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8 88,033 1,295 85,407 90,660
pH68 1 31,367 3,833 23,594 39,139
2 46,167 4,282 37,481 54,852
3 63,500 4,152 55,079 71,921
4 82,500 1,882 78,684 86,316
5 90,767 1,388 87,952 93,581
6 88,267 1,346 85,537 90,996
7 85,733 1,381 82,933 88,534
8 83,500 1,295 80,873 86,127
1 33,333 3,833 25,561 41,106
2 57,067 4,282 48,381 65,752
3 78,000 4,152 69,579 86,421
4 93,500 1,882 89,684 97,316
5 94,867 1,388 92,052 97,681
6 88,467 1,346 85,737 91,196
7 88,000 1,381 85,200 90,800
8 86,767 1,295 84,140 89,393
1 53,167 3,833 45,394 60,939
2 73,967 4,282 65,281 82,652
3 86,567 4,152 78,146 94,987
4 97,433 1,882 93,617 101,249
5 94,400 1,388 91,585 97,215
6 86,567 1,346 83,837 89,296
7 86,267 1,381 83,466 89,067
8 85,533 1,295 82,907 88,160
Paletas pH12 1 24,533 3,833 16,761 32,306
2 30,433 4,282 21,748 39,119
3 36,533 4,152 28,113 44,954
4 44,867 1,882 41,051 48,683
5 52,733 1,388 49,919 55,548
6 57,200 1,346 54,471 59,929
7 65,600 1,381 62,800 68,400
8 71,700 1,295 69,073 74,327
1 34,300 3,833 26,527 42,073
2 62,400 4,282 53,715 71,085
3 74,933 4,152 66,513 83,354
4 79,833 1,882 76,017 83,649
5 77,233 1,388 74,419 80,048
6 76,600 1,346 73,871 79,329
7 73,733 1,381 70,933 76,534
8 73,167 1,295 70,540 75,793
1 39,067 3,833 31,294 46,839
2 60,633 4,282 51,948 69,319
3 74,000 4,152 65,579 82,421
4 76,333 1,882 72,517 80,149
5 78,000 1,388 75,185 80,815
6 75,967 1,346 73,237 78,696
7 74,467 1,381 71,666 77,267
8 75,000 1,295 72,373 77,627
pH45 1 23,700 3,833 15,927 31,473
2 35,367 4,282 26,681 44,052
3 40,267 4,152 31,846 48,687
4 54,500 1,882 50,684 58,316
5 65,167 1,388 62,352 67,981
6 73,167 1,346 70,437 75,896
7 83,233 1,381 80,433 86,034
8 89,500 1,295 86,873 92,127
1 39,533 3,833 31,761 47,306
2 70,933 4,282 62,248 79,619
3 89,767 4,152 81,346 98,187
4 96,200 1,882 92,384 100,016
5 95,500 1,388 92,685 98,315
6 92,267 1,346 89,537 94,996
7 91,567 1,381 88,766 94,367
8 90,767 1,295 88,140 93,393
1 43,833 3,833 36,061 51,606
2 77,100 4,282 68,415 85,785
3 88,900 4,152 80,479 97,321
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4 94,767 1,882 90,951 98,583
5 95,167 1,388 92,352 97,981
6 91,167 1,346 88,437 93,896
7 90,500 1,381 87,700 93,300
8 89,900 1,295 87,273 92,527
pHG8 1 29,967 3,833 22,194 37,739
2 53,900 4,282 45,215 62,585
3 65,567 4,152 57,146 73,987
4 90,133 1,882 86,317 93,949
5 89,767 1,388 86,952 92,581
6 88,867 1,346 86,137 91,596
7 88,700 1,381 85,900 91,500
8 88,600 1,295 85,973 91,227
1 47,633 3,833 39,861 55,406
2 80,467 4,282 71,781 89,152
3 95,000 4,152 86,579 103,421
4 95,533 1,882 91,717 99,349
5 92,233 1,388 89,419 95,048
6 91,633 1,346 88,904 94,363
7 90,100 1,381 87,300 92,900
8 90,667 1,295 88,040 93,293
1 46,867 3,833 39,094 54,639
2 76,333 4,282 67,648 85,019
3 91,167 4,152 82,746 99,587
4 94,367 1,882 90,551 98,183
5 93,400 1,388 90,585 96,215
6 92,500 1,346 89,771 95,229
7 91,900 1,381 89,100 94,700
8 91,733 1,295 89,107 94,360
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