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GLOSARIO

Las definiciones aqui expuestas fueron extraidas de la NOM-177-SSA1-2013 y del

foro europeo de bioanalisis de 2014.

Blanco plasma (BP): a la matriz biolégica sin la adicién del analito o sustancia de

interés y sin el estandar interno.

Blanco reactivo (BR): muestra a la cual se le sustituye agua por plasma y que no

cuenta con analito y estandar interno.

Corrida analitica: al conjunto de muestras analizadas en forma continua, bajo las

mismas condiciones experimentales.

Curva de calibracién (CC): al conjunto de concentraciones que describen el

intervalo en el cual se cuantifica el compuesto por analizar.

Efecto de acarreo: al efecto generado por la aparicibn o aumento de la sefial del

analito o estandar interno causado por la contaminacion de muestras anteriores.

Estabilidad: a la capacidad de un farmaco, biofarmaco o un medicamento de
permanecer dentro de las especificaciones de calidad establecidas, en el envase

gue lo contiene durante su periodo de vida util.

Estabilidad a largo plazo: a la propiedad del compuesto por analizar en una matriz
bioldgica, de conservar sus caracteristicas, desde el momento del muestreo hasta

el andlisis de todas las muestras asi como reandlisis.

Limite inferior de cuantificacién de la curva de calibracién (LIC): a la
concentracion mas baja del analito que puede medirse cumpliendo con la precisiéon
y exactitud, determinada en funcion de las necesidades de cuantificacion del

estudio.

Limite superior de cuantificacion de la curva de calibracion (LSC): a la
concentracion mas alta del analito que puede medirse cumpliendo con la precision
y exactitud, determinada en funcion de las necesidades de cuantificacion del

estudio.



Muestra cero (Mo): a la matriz biologica con la adicion del estandar interno.

Muestra control (MC): a las muestras de la matriz adicionada con el analito en
concentracion especifica usada para validar y monitorear el desempefio de un

método analitico.

Muestra control baja (MCB): a la muestra de la matriz adicionada de analito en

concentracion equivalente hasta 3 veces el limite inferior de cuantificacion.

Muestra control media (MCM): a la muestra de la matriz adicionada de analito en

concentracion intermedia entre muestra control baja y muestra control alta.

Muestra control alta (MCA): a la muestra de la matriz adicionada de analito en
concentracion entre el 75-85% de la concentracién del limite superior de

cuantificacion.

Muestra control diluida (MCD): a la muestra de la matriz adicionada de analito en
concentracion mayor al limite superior de cuantificacién de la curva de calibracién,
gue se diluye con matriz exenta del analito a una concentracion dentro del intervalo

de la curva de calibracion.

Plasma hemolizado (HEM): plasma con un contenido mayor al 2% de sangre

lisada.

Plasma lipémico (LIP): plasma con un contenido mayor de 300 mg/dL de

triglicéridos y de aspecto lechoso.
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RESUMEN

Se evalud la bioequivalencia entre dos formulaciones (prueba y referencia) de 20
mg de omeprazol, cipsulas con pellets de recubrimiento entérico. Cuarenta y dos
voluntarios mexicanos sanos, hombres y mujeres, fueron tratados en un estudio
clinico unicéntrico, bajo un disefio cruzado, controlado, aleatorizado, longitudinal,
prospectivo, triple ciego, de cuatro periodos, cuatro tratamientos, cuatro secuencias
de administracion y siete dias de lavado entre periodos. Se obtuvieron muestras de
plasma hasta 12 y 24 h para la condicion de ayuno y alimentos para la determinacion
de omeprazol por UPLC-MS/MS. La determinacion de bioequivalencia fue basado
en los siguientes parametros farmacocinéticos que fueron calculados por métodos
estandares no compartimentales: concentracion plasmatica maxima observada
(Cmax), area bajo la curva desde cero hasta el ultimo tiempo de muestreo (ABCo-t) ¥y
la extrapolada al infinito (ABCo-«). El intervalo de confianza al 90 % para las medias
geométricas de los cocientes (prueba/referencia) fueron de 95.330-105.539,
95.676-106.348 y 97.190-119.945 % para ABCo--», ABCo-t Yy Cmax para ayuno y
95.819-113.378, 91.924-119.162 y 87.084-115.698% para ABCo--, ABCo-ty Cmax
para la ingestién de alimentos, que estan contenidos dentro del rango de aceptacion
de 80-125% para conclusion de bioequivalencia. El estudio indico que las
formulaciones de prueba y referencia que contienen 20 mg de omeprazol fueron

bioequivalentes en términos de cantidad y velocidad absorbida.



ABSTRACT

The bioequivalence between two formulations (test and reference) of 20 mg of
omeprazole, capsules with enteric coated granules was evaluated. Forty-two healthy
Mexican volunteers, men and women, were treated in a single-center clinical study,
under a crossover design, controlled, randomized, longitudinal, prospective, triple-
blind, four-period design, four treatments, four administration sequences and seven
days washout period. Plasma samples were obtained up to 12 and 24 h for the
fasting condition and food for the determination of omeprazole by UPLC-MS / MS.
The bioequivalence determination was based on the following pharmacokinetic
parameters that were calculated by non-compartmetal standard methods: maximum
observed plasma concentration (Cmax), area under the curve from zero to the last
sampling time (ABCo-t) and extrapolated to infinity (ABCo -«).The 90% confidence
interval for the geometric means of the ratio (test / reference) were 95.330-105.539,
95.676-106.348 and 97.190-119.945 % for ABCo-~, ABCo-tand Cmax for fasting and
95.819-113.378, 91.924-119.62 and 87.084-115.698 % for ABCo-«, ABCo-tand Cmax
for food intake, which are within the 80-125% acceptance range for the conclusion
of bioequivalence. The study indicated that test and reference formulations
containing 20 mg of omeprazole were bioequivalent in terms of quantity and
absorption rate.



1.0 INTRODUCCION

La presente investigacion trata del estudio de bioequivalencia entre dos
medicamentos de administracion oral, cdpsulas con pellets de recubrimiento
entérico que contienen 20 mg de omeprazol, donde un medicamento es el de prueba
(Ultromep, de Ultra Laboratorios S.A de C.V.) y el otro el de referencia (Losec A, de
Genoma Laboratorios México S.A. de C.V.), aunque siendo ambas formulaciones

fabricadas en territorio mexicano.

El principal interés para la realizacion de este trabajo fue demostrar la
bioequivalencia de los medicamentos en condicion de ayuno y posterior a la ingesta
de alimentos, es decir, estimar la relacion entre sus biodisponibilidades al ser
administradas bajo condiciones similares, para con ello, declarar su
intercambiabilidad y efectividad terapéutica que provea un tratamiento efectivo y de
mayor accesibilidad para tratar las enfermedades &acido-gastricas para las cuales
esta indicado omeprazol :enfermedad por reflujo gastroesofagico, sindrome de
Zollinger-Ellison, gastritis erosiva, esofagitis, dispepsia, reduccién de Uulceras
gastrointestinales, enfermedad de Ulcera péptica y erradicacion de Helicobacter

pylori.

Para lo anterior, se llevaron a cabo tres fases experimentales: clinica, analitica y
estadistica. La primera consistio en la ejecucion de un ensayo clinico de fase | que
involucré sujetos de investigacién sanos de poblacion mexicana, a los cuales se les
administraron los medicamentos es cuestion y se les determinaron sus niveles de
concentracion plasméatica de omeprazol a través del tiempo, esto por medio del
método bioanalitico desarrollado y validado en la segunda parte experimental, que
permitio la determinacion de los parametros farmacocinéticos de omeprazol que son
tratados matematicamente en escala logaritmica (In) para la estimacion de los
intervalos de confianza al 90 %, ya que dichos intervalos son Uutiles para la

aceptaciéon o rechazo de bioequivalencia.



2.0 MARCO TEORICO

2.1 Los medicamentos y su impacto social

Los medicamentos de acuerdo a la Secretaria de Salud (SSA) de México, se definen
como “toda substancia o mezcla de substancias de origen natural o sintético que
tenga efecto terapéutico, preventivo o rehabilitatorio, que se presente en forma
farmacéutica y se identifigue como tal por su actividad farmacoldgica, caracteristicas
fisicas, quimicas y bioldgicas”.

Este tipo de sustancias tienen importancia en la economia y contribucién social de
un pais, ademas de su beneficio terapéutico intrinseco de aliviar enfermedades, es
decir, su relevancia recae en el incremento de la esperanza de vida, sin embargo,
no es un factor determinante, ya que las mejoras en los habitos de vida, la
educacion, las condiciones de vivienda e innovaciones cientifico-tecnoldgicas son
elementos igualmente considerables (Ortin, 2008 y procuraduria general del

consumidor de México, 2018).

En cuanto al aporte econdémico, México es el segundo mercado mas grande de
América Latina y un importante productor de medicamentos, ya que 14 de las 15
principales empresas a nivel internacional se encuentran en territorio nacional,
convirtiéndose de esta forma en uno de los principales centros manufactureros de
este sector (Zazueta y Quiroga, 2013). De acuerdo a datos de la Camara Nacional
de la Industria Farmacéutica (CANIFARMA), la industria farmacéutica aportdé en
promedio 4.1% al PIB (producto interno bruto) manufacturero en las dos ultimas
décadas y es la quinta actividad mas importante del pais, con una produccién bruta
anual de 143, 919 millones de pesos. La industria farmacéutica también logra la
generacion de empleos, ya que con base a las encuestas mensuales de la industria
manufacturera del INEGI (Instituto Nacional de Estadistica y Geografia), de 2013 a
2015 se tuvo un promedio de personal ocupado de 42, 819 de estos, que representa
1.2 % del empleo manufacturero.

Por otro lado, para el beneficio terapéutico o farmacoldgico, se ha registrado en el
caso de Estados Unidos de América (pais con mayor informacion),EUA, 4.5 afios

de aumento en la esperanza de vida debido a la disminucién de la mortalidad



cardiovascular, dos tercios de ese aumento se atribuye a los tratamientos
(intensivos hospitalarios y control farmacolégico de factores de riesgo) y el otro
tercio estd dado por modificaciones positivas en los estilos de vida, lo cual indica el

protagonismo de la innovacién farmacéutica (Ortan, 2008).

La relacion entre tal innovacion farmacéutica y las condiciones de vida se explica
mediante la introduccion de nuevos medicamentos en los dltimos 15 afos en 52
paises (incluido México), donde se ha observado que existe un 40 % de aumento
en la esperanza de vida (Canifarma, 2018). Actualmente, las proyecciones de
esperanza de vida en México (para 2025), de acuerdo a la Secretaria de Salud son
de 76 y 80 afios en promedio para hombres y mujeres, respectivamente.

2.2 Legislacién farmacéutica mexicana y clasificacion de los medicamentos

Existen diversas formas de clasificar a los medicamentos, por su origen,
prescripcion, via de administracion, uso, etcétera. Para fines de este trabajo, los
medicamentos se clasifican de acuerdo a sus derechos de explotacion: patente y

genérico.

Los medicamentos de patente, innovadores u originales, son aquellos que
contienen un principio activo (farmaco o ingrediente farmacéutico activo) nuevo o
entidad quimica nueva, y se les realiza investigaciéon y desarrollo completo. Es el
primero que aporta informacién de seguridad y eficacia, y por lo general se
comercializa por el mismo laboratorio que lo desarroll6 (servicio Murciano de Salud,
2016) bajo una marca registrada. Se hace referencia a patente, dado que muchos
paises otorgan derechos de exclusividad de produccion para los nuevos
medicamentos, que incluye la molécula utilizada, la formulacion, el mecanismo de

produccion o la asociacion de otras moléculas (Takkar et al.,2013 ).

Al terminar la patente, también finalizan los derechos de produccion y cualquier
laboratorio puede generar el medicamento innovador, surgiendo de esta forma los
medicamentos genéricos. Estos ultimos se definen de acuerdo a la Asociacion
Mexicana de Genéricos, como “aquellos productos que pueden ser usados en lugar

del medicamento de marca o de referencia, ya que se ha comprobado mediante



estrictas pruebas clinicas efectuadas en seres humanos que su comportamiento es

idéntico en cuanto a tiempo de accion, potencia, eficacia y seguridad”.

Otra definicibn de medicamento genérico provista por la FDA es: “aquel
medicamento creado para ser el mismo que un medicamento de marca aprobado
en forma de dosificacion, seguridad, concentracion, via de administracion, calidad y

caracteristicas de rendimiento”.

2.3 Los medicamentos genéricos en México

Con la fundacion de la Organizacién Mundial del Comercio (OMC) en 1995, junto
con la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacién Panamericana de
la Salud, se alenté a los paises de América Latina y el Caribe a regularizar la
produccién y el uso de medicamentos genéricos. México definié su postura oficial
en 1998 con la creacion de la Norma Oficial Mexicana (NOM) NOM- 177-SSA1-
1998, publicada en el Diario Oficial de la Federaciéon en 1999, donde se
establecieron los criterios y requisitos para demostrar la intercambiabilidad (usos
indistinto de dos medicamentos) de los medicamentos genéricos y asimismo los
requerimientos de los establecimientos que efectlan las pruebas correspondientes
(Ramirez et al., 2010).

En una nota del periddico la Jornada, se indica que el 19 de agosto de 1998 se
liberaron 75 formulas en 199 presentaciones (80% elaboradas por laboratorios
nacionales), dando lugar a la primera lista del catdlogo de medicamentos genéricos
emitido por la Secretaria de Salud, abriendo el camino al mercado de los
medicamentos geneéricos en el pais. El objetivo de la politica de liberacion de este
tipo de productos fue disminuir el precio de adquisicion de estos insumos,
especialmente para aquellos que se utilizaban para tratar enfermedades
cardiovasculares, oncoldgicas y diabéticas, que son las principales causas de

muerte para México.



2.3.1 Normatividad mexicana de los medicamentos genéricos

La NOM-177-SSA1-2013 en vigor, establece que los medicamentos con la
categoria de genéricos son especialidades farmacéuticas que cumplen con las
pruebas de intercambiabilidad sefialadas por el Consejo de Salubridad General, las
cuales son: biodisponibilidad, bioequivalencia y la comparaciéon de perfiles de
disolucion; esto con el fin de demostrar que los medicamentos geneéricos son
equivalentes comparados con el de referencia dentro de un intervalo definido.
También se estipula en dicha norma, que para asegurar la validez de los estudios
es indispensable que éstos se lleven a cabo por Terceros Autorizados de forma

cientifica, técnica, con calidad y sobre todo con el apego a la regulacion.

De igual forma, considerando el articulo 73 del Reglamento de Insumos para la
Salud, el Consejo de Salubridad General y la Secretaria de Salud, mediante
publicacion en el Diario Oficial de la Federacion, se determina el tipo de prueba para
demostrar intercambiabilidad de los medicamentos genéricos, esto es:

I. Los medicamentos que no requieren someterse a pruebas de disolucion o

bioequivalencia, son:

a) Soluciones acuosas parenterales no liposomales, soluciones orales y soluciones

con nebulizador.
b) Los gases.

¢) Medicamentos administrados por via oftalmica, otica, nasal, oral, topica, rectal y

vaginal de uso no sistémico.

II. Todos los medicamentos solidos orales, deberan someterse a pruebas de perfil
de disolucion. Podran exentar la prueba de bioequivalencia aquellos farmacos que
demuestren su alta solubilidad, experimentalmente o mediante publicaciones. Si
este fuera el caso, se deberan realizar pruebas de perfil de disolucién en tres
diferentes pH (1, 4.5 y 6.8). En caso de que los perfiles de disolucion no sean

satisfactorios siempre se podra realizar la prueba de bioequivalencia.

[ll. Para determinar si un medicamento deberd ser sometido a pruebas de

bioequivalencia se seguiran las siguientes pautas:



Pauta 1: forma farmacéutica

a) Todas las formas farmacéuticas orales de liberacién inmediata de accion
sistémica.

b) Todas las formas farmacéuticas de liberacién modificada.

c) Todas las formas farmacéuticas no orales de accion sistematica (rectales,
vaginales, transdérmicos).

d) Formas farmacéuticas en suspension y emulsion.

e) Formas farmacéuticas con combinacién de activos de accién sistémica con
efecto en el proceso de absorcion.

f) Formas farmacéuticas en suspension para administracion intramuscular.
Pauta 2: margen terapéutico estrecho y dosis critica

Debe considerarse a todos aquellos farmacos de estrecho margen terapéutico, cuya
relacion entre la dosis letal 50 (DL50) y dosis efectiva 50 (DE50) en estudios

preclinicos sea menor a 2, DL50/DE50 <2.
Pauta 3: grupo terapéutico

Los medicamentos que pertenecen a los siguientes grupos terapéuticos debido a la
necesidad de mantener concentraciones plasmaticas estables y cuyo uso es para
el tratamiento de padecimientos graves: antibidticos, hormonales, antineoplasicos,

cardiotdnicos, antiepilépticos, inmunosupresores, virostaticos e hipoglucemiantes.
Pauta 4: farmacocinético

a) Medicamentos con farmacocinética no lineal.
b) Medicamentos con absorcion erratica con accion sistémica.
c) Medicamentos que presenten metabolismo presistémico.

d) Medicamentos sin informacién sobre su farmacocinética.
Pauta 5: fisicoquimico

a) Farmacos con baja solubilidad o solubilidad dependiente de la dosis.
b) Farmacos con polimorfismo quimico.

c) Farmacos altamente inestables.



De lo anterior, se infiere que los medicamentos genéricos deben cumplir con una
serie de pruebas reglamentarias para ser nombrados como tales y ser ofrecidos de
esta forma al mercado, estas cualidades que se deben cumplir estan reguladas por
la secretaria de Salud a través de la Comision Federal para Proteccion contra
Riesgos Sanitarios (COFEPRIS).

2.4 Estudios de bioequivalencia

De acuerdo a la legislacién farmacéutica mexicana, la bioequivalencia se define
como la relacion entre dos equivalentes farmacéuticos o alternativas farmacéuticas
que al ser administrados bajo condiciones similares, producen biodisponibilidades
semejantes, entendiéndose biodisponibilidad como la extension y la velocidad a la
que farmaco o el resto del producto farmacologico se absorbe y queda disponible
en el sitio de accion de los farmacos, en otras palabras, es la velocidad y cantidad

de farmaco que accede a la circulacion general (Chow, 2014).

Con respecto a los equivalentes farmacéuticos, estos son productos que contienen
el mismo ingrediente activo, en igual concentracion, en la misma forma farmacéutica
y que estan destinados a la misma via de administracion, cumpliendo ademas con
los estdndares de calidad (pureza e identidad); mientras que las alternativas
farmacéuticas son productos que conservan la via de administracion y la dosis molar
del farmaco, pero pueden diferir en la forma farmacéutica (tabletas, capsulas) y/o
en la forma quimica del farmaco (sales, ésteres o complejos), satisfaciendo también
los estandares de calidad mencionados (Meredith et al., 2009 y Mullaicharam et al.,
2012).

El gobierno de EUA y la India, ofrecen la definicion de bioequivalencia como la
ausencia de una diferencia significativa en la tasa y medida en que el ingrediente
activo o resto del activo en los equivalentes farmacéuticos o alternativas
farmacéuticas se convierte disponible en el sitio de accién de los farmacos cuando
son administrados a la misma dosis molar bajo condiciones similares. Por otra parte,
el gobierno Canadiense considera dos medicamentos bioequivalentes si no hay una

diferencia clinicamente significativa en sus biodisponibilidades (ministerio de salud



y bienestar familiar del gobierno de la India, 2005, Food and Drug Administration,
2018 y Health Canada, 2018).

De manera practica, se puede decir que los estudios de bioequivalencia son
ensayos clinicos de fase | realizados en humanos sanos (sujeto de investigacion)
que tienen como objetivo demostrar la similitud en biodisponibilidad de dos
medicamentos de un mismo principio activo al comparar sus caracteristicas
farmacocinéticas, lo cual, se hace generalmente a través de exposiciones
sistémicas al farmaco tras la administracion de los medicamentos de referencia
(patente) y de prueba (al que se le somete a prueba de bioequivalencia). Si el
medicamento de prueba presenta un comportamiento farmacocinético (con
evidencia estadistica suficiente) semejante al de referencia, en cuanto cantidad
(ABC) y velocidad de absorcion (Cmax) en sangre, entonces se podra asumir que
entre ellos existe bioequivalencia y por lo tanto son intercambiables, lo que en
consecuencia logra que el medicamento de prueba pueda prescribirse como
medicamento genérico, derivando a su vez la introduccion de medicamentos
seguros y accesibles al consumidor, y sin comprometer sus propiedades
farmacoterapéuticas. Para probar esta hipétesis, basta con medir a distintos tiempos
las concentraciones sistémicas del principio activo en sujetos de investigacion para
la formulacion de prueba y de referencia, y por medio de un analisis estadistico,
determinar si existe bioequivalencia o bioinequivalencia (Fagiolino et al., 2010,
Errecalde et al., 2012 y Di Maio y Moreale, 2012).

La exposicién sistémica al farmaco se puede representar graficamente en la
denominada curva temporal de las concentraciones plasmaticas que se observa en

la figura 1.
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Figura 1. Curva temporal de las concentraciones plasmaticas de un farmaco administrado por via

oral en dosis Unica.

La figura anterior expone el perfil farmacocinético de un farmaco administrado por
via oral en dosis Unica, donde se distinguen tres de los parametros mas
representativos: concentracion plasmatica maxima (Cmax), tiempo al que se alcanza
dicha concentracion (tmax) y el area bajo la curva (ABC) o AUC por sus siglas en

inglés.

2.4.1 Disefio de estudios de bioequivalencia

Para la ejecucion de ensayos clinicos (como los de bioequivalencia), es necesario
gue se elabore un protocolo organizado en el cual se detalle el objetivo, disefio,
criterios de seleccion de los sujetos de investigacion, horario de dosificacion y
meétodos estadisticos entre otras situaciones, asi, la eleccion del disefio y los
meétodos estadisticos para el analisis de datos se convierten en dos aspectos

importantes.
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Los disefios mas comunes en estudios de bioequivalencia se presentan a

continuacion:

1. Paralelo: es el més simple, en el que cada sujeto recibe una sola formulacion
de un medicamento de forma aleatoria. Por ejemplo, en la figura 2 se muestra
un disefio paralelo de dos grupos, que compara dos formulaciones de un
medicamento, el de prueba y el de referencia (Chow, 2011).

2. Cruzado: es un disefio de bloque aleatorizado en el que cada sujeto recibe
mas de una vez una formulacién de un medicamento en diferentes periodos,
y los sujetos en cada bloque reciben una secuencia distinta de estas. Se
habla de disefio completo si cada secuencia contiene cada una de las
formulaciones. De forma general, se refiere a un disefio cruzado como un
disefio gxp con g secuencias de formulaciones administradas en p periodos
de tiempo diferentes (Delaney y Suissa, 2009). Entre las ventajas de este
modelo es que cada sujeto de investigacidon es su propio control y sirve para
la comparacion entre formulaciones, eliminado la variabilidad intersujeto de
dicha comparacién. En la figura 3 se ilustra un disefio cruzado 2X2 que
consta de 2 secuencias, 2 periodos y 2 tratamientos. La secuencia refiere al
grupo u orden de administracién, los periodos a la fase de administracion y

los tratamientos a los medicamentos de prueba o de referencia.

Sujetos —

/ Grupo 1 (Prueba)

Grupo 2 (Referencia)

ZO0=-0>PN-=-004>mMr>»

Figura 2. Estudio de bioequivalencia en disefio paralelo. Editado de Dekker, 2014.

12



Periodos

A
I'; Referencia Prueba
A
T . L
0 Secuencia 1 A
R /' Vv
Sujetos —» | | A
7z T _ D
A Secuencia 2 0
C
!
(@]
N .
Prueba Referencia

Figura 3. Disefio cruzado (2x2) de dos secuencias, dos periodos y dos tratamientos. Editado de

Delaney y Suissa, 2009.

2.4.2 Criterios estadisticos

Para la decision de bioequivalencia, se utiliza un analisis de varianza (ANOVA, por
sus siglas en inglés) basico en el que se prueba esencialmente la hipoétesis nula
Ho=pr - Hp=0 contra la hipétesis alternativa, Ha=pr-1p#0, donde pr y pp denotan la
cantidad media absorbida de farmaco contenido en el medicamento de referencia y

de prueba, respectivamente (Haidar et al., 2008 y Kale y Bajaj, 2015).

Los parametros farmacocinéticos que se evallan para establecer bioequivalencia
son: Cmax, que indica velocidad de absorcion y ABC que sugiere cantidad absorbida,
cuyas unidades generalmente son ng/mL para el primer parametro y ng*h/mL para
el ABC.

Finalmente, el criterio que dictamina bioequivalencia entre los medicamentos de
prueba y de referencia son los intervalos de confianza al 90% de las medias

geométricas del cociente (prueba/referencia) de los parametros Cmax y ABC, que
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deben encontrarse en un intervalo del 80 y 120% para datos aritméticos (Davit et
al., 2009):

0.85%51 2

Y para datos transformados a logaritmo, se tiene:

0.8<™P<1 .05

r

Lo anterior queda evidenciado en la figura 4.
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Figura 4. Posibles resultados de un estudio de bioequivalencia. Fuente Davit et al., 2009.
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2.5 Propiedades del ingrediente farmacéutico activo: omeprazol

2.5.1 Propiedades fisicoquimicas

A lo largo de este trabajo se utiliza de forma indistinta la terminologia de farmaco,
principio activo, sustancia activa e ingrediente farmacéutico activo como sinénimos,

ya que la literatura sefiala que son igualmente validos.

El omeprazol (OMZ) es un farmaco que pertenece a la familia farmacologica de los
inhibidores de la secrecion acida géastrica, especificamente a los inhibidores de la
bomba de protones (IBP) o PPI (proton pump inhibitors) por sus siglas en inglés.
Responde a la formula IUPAC 5-metoxi-2-[(4-metoxi-3,5-dimetil-piridin-2-il)
metillsulfinil]-3H-bencimidazol), por lo cual es considerado como un bencimidazol
sustituido y tiene una estructura quimica correspondiente a la presentada en la
figura 5 (Shin et al., 2009).

H

N O

/>—S N—

N N\ //
O_

Figura 5. Estructura quimica del omeprazol. Fuente: Oh et al., 2012.

El omeprazol es un compuesto quiral que contiene un atomo de azufre tricoordinado
en la estructura piramidal, y que da dos isOmeros Opticamente activos
(enantiomeros): (S) y (R)-omeprazol, los cuales se administran en una proporcion

50/50, es decir, como mezcla racémica (Murakami et al., 2009).

Las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco se observan en la tabla 1.
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del omeprazol. Fuente: Gul et al., 2015.

Propiedad Valor/dato
Formula molecular Ci17H19N3O3S
Peso molecular (g/mol) 345.4
LogP 2.23
pKa 9.29 (&cido), 4.77 (base)
Solubilidad en agua (mg/mL) 0.359

2.5.2 Farmacocinética
Las caracteristicas de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecién (ADME)

para el OMZ son:

Absorcion: el omeprazol es un profarmaco que se absorbe sistémicamente y difunde
hacia las células parietales del estbmago, acumulandose en los canaliculos
secretores de acido de las células oxinticas debido a la protonacion que sufre el
farmaco a pH canicular (1.0), ya que las formas ionizadas no atraviesan membranas
biolégicas (Yang y Metz, 2010). La absorcion en el intestino delgado es de 1.5-3 h
en ayuno y de hasta 6 h en condiciones posteriores a la ingesta de comida

(postprandial).

A pesar de que el OMZ es un profarmaco y exige un medio acido para su activacion,
su constante de acidez (pKa) lo convierte en una base débil que se degrada en
condiciones acidas, tratandose entonces de un farmaco acido-labil, por lo que la
biodisponibilidad después de una administracion oral suele ser muy baja, del 35%

aproximadamente (Pratha et al., 2016).

Distribucion: con una administracion intravenosa de 10 mg, se establecié un modelo
de distribucién bicompartimental con un volumen medio de distribucion inicial de
0.08 L/kg y con un volumen de distribucion aparente al equilibrio de 0.311 L/kg
(correspondientes al volumen de agua extracelular), lo que significa que el principio
activo tiene una distribucion restrictiva hacia los tejidos periféricos (Nazir et al.,
2013).
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En cuanto a su unién por las proteinas plasmaticas, se fija 95% a albumina sérica 'y

a alfa-1-glicoproteina (Regardh et al., 2013).

Metabolismo: el catabolismo del OMZ tiene lugar en el reticulo endoplasmico liso de
los hepatocitos, y estd mediado por las enzimas oxidativas pertenecientes a la
familia del citocromo P450 (CYP450), particularmente por las isoformas CYP2C19
y CYP3AA4. De la biotransformacién del OMZ (figura 6) se producen dos metabolitos
principales (farmacolégicamente inactivos):5 hidroxiomeprazol y omeprazol
sulfona, el primero por la S-mefenitoina hidroxilasa (CYP2C19) y el segundo por
CYP3A4, donde la afinidad por CYP2C19 es 10 veces mayor comparada con la otra
isoenzima (Rams;jo6 et al., 2010 y Ogilvie et al., 2011).
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Figura 6. Ruta metabdlica oxidativa el omeprazol por CYP450.Editado de: Ryu et al., 2014.
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Dicha afinidad por CYP2C19 repercute directamente en la respuesta terapéutica, y
es causado por cambios inter e intraindividuales del metabolismo, polimorfismo
genético, estereoselectividad metabdlica y heterogeneidad genética dentro de una
poblacion dada (de Andrés et al., 2013).

Por medio estudios de fenotipificacion y genotipificacion se ha establecido que el
CYP2C19 tiene 8 alelos distintos (CY2C19*1,*2*3,*4,*5,*6,*7 y *8), y que esas
variaciones en las frecuencias alélicas provocan las discrepancias funcionales en la
actividad enzimatica: metabolizadores pobres (PMs), extensos (EMs) vy
ultraextensos (UEMs) (Dean, 2012). De los trabajos de Cuautle-Rodriguez et al.,
2013 y de Andrés et al., 2013 se ha encontrado que para la poblacion mexicana la
prevalencia de metabolizadores PMs, EMs y UEMs es del 6%, 90% y 4%,

respectivamente.

Excrecion: después que el OMZ es completamente metabolizado, alrededor del
80% de la dosis administrada por via oral manifiesta una eliminacién en orina, y el
resto en heces; excretandose asi el farmaco en forma de metabolitos primarios y/o
secundarios. Diferentes porcentajes de excrecién del omeprazol inalterado se
pueden encontrar en la literatura, desde 0.01% (Besse et al., 2008), 5%, o incluso
hasta 30% (Ortiz de Garcia et al., 2013), debiéndose esa alteracion a los cambios
enzimaticos interindividuales (Boix et al., 2014).

2.5.3 Farmacodinamia

Posteriormente a su administracién oral, el omeprazol es absorbido del intestino
delgado hacia la circulacion sistémica, luego ingresa a las células parietales
gastricas y difunde hacia los canaliculos secretores de acido (pH=1), donde el pH
menor al pka del nitrdgeno piridinico (~4.77), propicia la protonacion del OMZ y
provoca por lo tanto que éste quede atrapado en el compartimento canicular, para
asi ser transformado por medio de un reordenamiento molecular (figura 7) en la
entidad farmacologicamente activa, una sulfenamida ciclica. Esa sulfenamida
ciclica, es un catidn tiofilico que se une covalentemente a los grupos tioles (S-H) de
cisteina en la superficie exoplasmica de la H*/K*-ATPasa gastrica (bomba de
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protones), concretamente en cisteina 813 del segmento transmembranal 6 de la
subunidad a-catalitica (Shin et al., 2009 y Shin y Kim, 2013).

S
H 0
N SH N H* = Q
~ Nr)>7 B - \ = g /N
0 \  / N \(
H* HN

Omeprazol (Canaliculo-célula parietal)

(Sangre)
3 pasos

Sulfenamida intermedia

H*/K*-ATPasa
Complejo enzima-inhibidor

Figura 7. Mecanismo y cambios moleculares del omeprazol desde circulacion sistémica hasta
célula parietal. Editado de: Olbe et al., 2003.

2.5.4 Indicaciones terapéuticas y dosificacion

El omeprazol esta indicado para los trastornos acido-gastricos, como: hemorragia
del tracto gastrointestinal superior, enfermedad por reflujo gastroesofagico (ERGE),
sindrome de Zollinger-Ellison, gastritis erosiva, esofagitis, dispepsia, reduccion de
Ulceras gastrointestinales, enfermedad de Ulcera péptica y erradicacion de
Helicobacter pylori (H.pylori) (Taha et al., 2012). A continuacion, se realiza un
resumen de los trastornos de mayor relevancia en la terapia de la secrecion acida y

su posologia se nota en la tabla 2.

Enfermedad por reflujo gastroesofagico: es el ascenso del contenido gastrico o
gastroduodenal sobre la unién gastroesofagica que genera sintomas o dafios
estructurales que afectan el bienestar y la calidad de vida de los sujetos que la

padecen (Iga et al., 2016).
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A pesar de que la prevalencia de ERGE es frecuente, su estimacion es dificil de
obtener, si se analiza Unicamente la presencia de pirosis o0 regurgitaciones una vez
por semana como predictor, se tiene que el predominio de esta enfermedad oscila
entre 18.1 y 27.8% para EUA, de 8.8 a 25.9% para Europa, de 2.2 al 7.8% en el
caso del lejano Oriente, 11.6% para Australia, 23% en Argentina y del 19.6 al 40%

en México.

Para México, de acuerdo a una encuesta nacional en poblacion abierta, la
frecuencia de pirosis o regurgitaciones (sintomas) es del 12.1, 1.2 y 49.1% para
sintomas presentados una vez a la semana, diarios y al menos una vez al mes,
concernientemente. Asimismo, el trabajo reportado por Troche et al., 2006 revela
gue 40% de los adultos mexicanos sufren pirosis y/o regurgitacion al menos una vez
al mes, 20% una vez a la semana y 7% diariamente; lo que apunta a que la ERGE
es una enfermedad de alta prevalencia en el pais y que es en adicion es uno de los
motivos mas habituales de consulta al médico general y al gastroenterdlogo, por lo
que el impacto socioecondmico, se considera igualmente elevado (Troche et al.,
2006 e Iga et al., 2015).

Sindrome de Zollinger Ellison: es un padecimiento ocasionado por la
hipergastrinemia de los tumores de las células gastrointestinales secretoras de
gastrina o células G, que crean una notable secrecién de acido gastrico en el epitelio
fundico, crecimiento de la mucosa gastrica, aumento del numero de células
parietales, incremento del flujo sanguineo de la mucosa, inactivacion de lipasa, y
por lo tanto, lesion de la mucosa y alteracion de la motilidad. Otros sintomas que
caracterizan al sindrome incluye diarrea (71-80%), dolor epigéastrico (65-83%),
reflujo gastroesofagico, esofagitis (6-13%), nauseas, desnutricion y pérdida de peso
(Rehfeld et al., 2011 y Poitras et al., 2012).

Aunqgue el sindrome de Zollinger-Ellison es poco frecuente, con una prevalencia de
1 a 5 por cada 1000000 de personas al afno, la gravedad de la enfermedad se
advierte en la supervivencia de los pacientes, 5 afios en promedio (Metz, 2012 y
Beltran, 2016).
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Infeccidn por H. pylori: es causada por la bacteria gram negativa Helicobacter pylori,
la cual, infecta la mucosa gastrica debido a su forma de bacilo helicoidal y de esta
manera puede originar gastritis aguda y cronica, Ulcera duodenal o gastrica,
desarrollo de adenocarcinoma y linfoma gastrico (Fock et al., 2009 y Arnold et al.,
2012).

Se considera que la infeccion por esta bacteria afecta a la mitad de la poblacion
mundial, y que varia de acuerdo a las condiciones socioecondémicas, ya que inciden
directamente en las condiciones sanitarias de una localidad, por ejemplo, con el uso
de métodos seroldgicos se ha estimado que la prevalencia de infeccién difiere entre
paises desarrollados y en vias de desarrollo, 30-40% para EUA y Canada, 70-90%
para México y Sudamérica, 70% para Europa del Este, 30-50% para Europa del
Oeste, 70-90% para Africa, 70-80% en Asia y 20% en Australia (Malfertheiner et al.,
2012, Sierra et al., 2014 y Eusebi et al., 2014).

En lo que refiere a México, un estudio en poblacién abierta mostré una frecuencia
de infeccidn total de 66% con un incremento proporcional a la edad, siendo mayor
en personas de 26 afios. Otro analisis en México realizado por Zuiiga et al., 2006
informa que la frecuencia de infeccién por H.pylori en 527 enfermos fue de 50.9%,
y que sufri6 cambios debido al diagndstico establecido: 51.3% en dispepsia
funcional, 58.3% en Ulcera péptica y 39.6% en cancer gastrico (Sobrino-Cossio et
al., 2007).

De los trastornos mencionados, de acuerdo a la Secretaria de Salud a través del
sistema unico de informacion para la vigilancia epidemiolégica (SUIVE), las Ulceras,
gastritis y duodenitis fueron la cuarta causa de morbilidad en México en 2014, con
1, 497,802 casos reportados y con una tasa de 12.5 por cada 1000 habitantes, razon
por la que se le podria considerar a estas patologias como un problema de salud
publica, lo que es preocupante para el gasto publico en materia de salud puesto que
ha ido aumentando, en 2002 (Galindo-Suarez et al,. 2005) aproximadamente el 38%
del gasto en salud lo constituyeron los medicamentos y para 2014 aumento al 41%
(secretaria de integracién y desarrollo del sector salud, 2016).
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Tabla 2. Posologia de omeprazol para patologias gastricas. Editado de: Ospina et al., 2017.

Patologia Dosis y tiempo de tratamiento

Ulcera gastrica y duodenal 20 mg/dia, 4-8 semanas

Sindrome de Zollinger-Ellison 20-60 mg/ dia

Profilaxis Ulcera de estrés 20 mg i.v./dia

Erradicacion Helicobacter pylori 40 mg cada 12 horas, 10-14 dias

Hemorragia digestiva alta Bolo por via i.v de 80 mg seguido de 40 mg i.v
cada 8 horas o perfusién de 8 mg i.v/hora, 72
horas

Enfermedad por reflujo gastroesofagico leve- 20 mg/dia, 4-8 semanas (se incrementa a 40

moderado mg en caso de mayor gravedad)

Dispepsia 20 mg/ dia, 4-8 semanas

2.5.5 Vias de administracion y formas farmacéuticas

La via de administracion usual para el omeprazol es la ruta oral, en dosis de 20 mg,
y comunmente con un sistema de liberacion (forma farmacéutica) retardado en
forma de granulos de recubierta entérica (pellets), cuya unidad de dosis son
capsulas duras de glicerogelatina, esto en vista de que el OMZ es un farmaco labil
que puede ser degradado e inactivado a pH intragastrico, y por consiguiente
comprometer significativamente su biodisponibilidad (40-50%) (Chakravarthy et al.,
2012).

La tecnologia de obtencion de pellets puede ser por nebulizacion o extrusion-
esferonizacion, aqui Unicamente se abarca la técnica por nebulizacion puesto que
es la que presenta mayor rendimiento, menor costo de produccién y un ahorro de
pasos metodoldgicos. Su fundamento es que a partir de ndcleos inertes (celulosa
microcristalina), y su nebulizacion con una suspension del principio activo con
agentes filmogenos (por medio de pistolas nebulizadoras), se van formando capas
hasta conseguir un microgranulo o granulo denominado API-pellet (Active
Pharmaceutical Ingredient), al que se le agrega el agente polimérico

gastroresistente con el fin de crear una capa entérica que liberara el farmaco en el
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intestino delgado, salvandolo asi de la acidez gastrica (Salazar-Macian,2010 y
Karim et al., 2014).

El agente gastrorresistente en la mayoria de las formulaciones es Eudragit®, un
copolimero de acido metacrilico y metilmetacrilato en relacion 1:1 que posee un pH
de liberacidbn de 5, dado que contiene grupos carboxilicos con solubilidad
dependiente del pH, a pH mas alto, estos grupos funcionales se encuentran
ionizados y la solubilidad aumenta, a pH mas bajo, existen formas no ionizadas o

neutras y los polimeros son insolubles (Fang et al., 2014).

Entre las ventajas del uso de materiales de recubrimiento entérico se pueden citar
las siguientes: posibilidad de desarrollar estrategias novedosas para la
administracion de ingredientes activos en sitios especificos del tracto
gastrointestinal, formacién mejorada de la pelicula y estabilidad de almacenamiento,
ajuste facilitado de los patrones de liberacion del farmaco deseado y estabilidad
gastrica, sin embargo, debido a la naturaleza éacida de los polimeros de
recubrimiento, sus acidos carboxilicos libres podrian producir interacciones
farmaco-polimero, influyendo entonces en la estabilidad del farmaco, la proteccién
contra el &cido, y en el contexto farmacotécnico, en la calidad del recubrimiento, que
es un factor potencialmente limitante para el rendimiento in vivo de los preparados
farmacéuticos, en virtud de que el tiempo medio para alcanzar las concentraciones
plasmaticas maximas (tmax) es dependiente de la formulacién (Mostafavi y Tavakoli,
2004, Castell et al., 2005, Stroyer et al., 2006, Bendas y Abdelbary, 2014 y Fang et
al., 2014).

2.5.6 Efectos adversos e interacciones farmacolédgicas

Se ha descrito que el omeprazol ofrece un perfil de seguridad aceptable, puesto que
es bien tolerado por largos periodos de tratamiento, cuenta con efectos adversos
escasos (en su mayoria leves) y con una asociacion no relacionada con la dosis.
Esos efectos adversos se clasifican en funcion del tiempo, a corto y largo plazo, los
primeros involucran cefalea, diarrea, estrefiimiento, nauseas, rash cutaneo,

dispepsia y erupciones cutaneas leves, en tanto que los efectos a largo plazo y su
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mecanismo se contemplan en la tabla 3 (Sheen y Triadafilopoulos, 2011 y Ospina
et al., 2016).

Tabla 3. Efectos adversos del omeprazol a largo plazo. Editado de: Coté y Howden, 2008.

Complicacién potencial Mecanismo propuesto

Infecciones entéricas La acidez reducida favorece la colonizacion del
tracto gastrointestinal

Colitis difusa por Clostridium

Gastroenteritis bacteriana

Mala absorciéon Se debe a la acidez reducida

Calcio Conduce a una menor absorcion de sales de
calcio insolubles

Vitamina Bi2 Conduce a un deterioro en la liberacion de
cobalamina de las proteinas de la dieta

Hierro Conduce a una reducciéon disminuida del hierro
no hemo en la dieta

Adquisicion de neumonia Acidez reducida que permite que los patégenos
ingeridos  colonizar el estdbmago con
traslocacion superior

Carcinogénesis Por hipergastrinemia
Carcinoma colorectal Efectos tréficos sobre el epitelio colénico
Carcinoide géstrico Hiperplasia y  displasia de células

enterocromafines

Adenocarcinoma gastrico Empeoramiento de la gastritis relacionada con
Helicobacter pylori y aceleracion de desarrollo
de gastritis atrofica

Algunos autores opinan que los efectos a largo plazo (tabla 3), en si mismos no son
causa suficiente para suspender o evitar el tratamiento con omeprazol, porque la
relacion de este inhibidor de la bomba de protones con tales efectos, es dificil de
interpretar por datos sesgados, pero se aconseja estar alerta con respecto a estas
complicaciones y que los pacientes reciban la dosis efectiva mas baja (Coté y
Howden, 2008 y Ospina et al., 2016).
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En cuanto a las interacciones farmacologicas del omeprazol, son interacciones
farmaco-farmaco (DDI) producidas por la induccion o inhibicién del CYP450, la
inhibicién de la glicoproteina P, del transporte de farmacos mediado por proteinas
de resistencia al cancer de mama y de la absorcion oral mediante la supresion del
acido gastrico. El grado en que las DDI se asocian con el OMZ vy los resultados
clinicos esté sujeto a factores como el estado genotipico de CYP450, el origen
étnico, la dosis, la formulacion farmacéutica del medicamento, y sobre todo de los
medicamentos concomitantes (Li et al., 2013).

El omeprazol tiene un caracter dual en las DDI, puede actuar como farmaco
precipitante o como farmaco objeto, es decir, inducir o sufrir alteraciones en las
propiedades farmacocinéticas o farmacodinamicas por el proceso de interaccion
con otros principios activos. En el caso uno, el OMZ influye en la farmacocinética de
diazepam, carbamazepina, clozapina, indinavir, nelfinavir y atazanavir, y en el caso
dos, la eficacia del tratamiento con omeprazol decrece ya que la eliminacion de este
se perjudica por efavirenz, hierba de San Juan, Ginkgo biloba y Yin zhi huang (I1zzo
et al., 2016), tabla 4.
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Tabla 4. Interacciones farmacolégicas conocidas para omeprazol. Editado de: Li et al., 2013 y Emre

etal., 2015.

Interacciéon

Mecanismo

Como farmaco precipitante

Diazepam

Omeprazol perjudica la desmetilacién mediada
por CYP2C19 de diazepam.

Carbamazepina

Omeprazol inhibe el metabolismo mediado por
CYP3A4 de carbamazepina.

Clozapina

Omeprazol induce metabolismo mediado por
CYP1A2 de clozapina.

Indinavir, nelfinavir, atazanavir, y rilpivirina

Omeprazol disminuye la solubilidad y
absorcién de indinavir, nelfinavir, atazanavir, y
rilpivirina. Ademas, omeprazol inhibe
competitivamente la formacién del metabolito
activo de nelfinavir por CYP2C19.

Metrotexato

Omeprazol bloquea la secrecién tubular activa
de metrotexato por inhibicion de la eliminacion
renal del ion hidrégeno y también puede inhibir
el eflujo de metrotexato por la proteina de
resistencia al cancer de mama en los tabulos
proximales del rifién.

Digoxina

El omeprazol induce la permeabilidad gastrica
de digoxina y perjudica el aclaramiento por
inhibicién de glicoproteina P.

Como farmaco objeto

Efavirenz, hierba de San Juan, Ginkgo biloba y
Yin zhi huang

Efavirenz, la hierba de San Juan vy Yin zhi
huang inducen la actividad de CYP2C19 y
CYP3A4, y aceleran la eliminacion de
omeprazol. Ginkgo biloba puede inducir la
hidroxilacion de omeprazol mediada por
CYP2C19.
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3.0 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente se sabe que los sintomas de las patologias &cido géstricas provocan
dafios estructurales que afectan el bienestar y calidad de vida de las personas que
la padecen, lo que resulta alarmante para México de acuerdo a las cifras reportadas:
70-90% para infecciones por Helicobacter pylori que pueden originar gastritis aguda
y cronica, Ulcera duodenal o géstrica, desarrollo de adenocarcinoma y linfoma
gastrico, 19.6-40% para la enfermedad del reflujo gastroesofagico y 1,497,802
casos reportados para Ulceras, gastritis y duodenitis; que finalmente se ve reflejado

al ser consideradas como la cuarta causa de morbilidad para el pais.

Con los datos anteriores, se podria considerar a estas enfermedades como un
problema de salud publica, que es preocupante para el gasto publico en materia de
salud puesto que ha ido aumentando, de 38 a 41% de 2002 a 2014, por tal razén,
es imprescindible generar nuevas opciones farmaceéuticas que disminuyan el precio
de adquisicion de estos insumos para tratar las afecciones en cuestion, lo cual, se
puede alcanzar mediante la introducciéon de medicamentos genéricos al mercado
nacional que garanticen seguridad, eficacia y accesibilidad al paciente, pero sin

comprometer sus propiedades terapéuticas.
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4.0 JUSTIFICACION

Debido a la necesidad de desarrollar medicamentos genéricos como fuente de
nuevas opciones farmacéuticas para el alivio de enfermedades géstricas y
disminucién de su impacto socioecondmico, es de vital importancia demostrar que
dichos genéricos son bioequivalentes comparados con el medicamento de
referencia para establecer intercambiabilidad entre estos, y con ello demostrar que
son idénticos en cuanto a seguridad, cantidad (ABC) y velocidad absorbida (Cmax),
ya que de forma indirecta ABC y Cmax indican concentraciones plasmaticas de

farmaco que estan dentro del intervalo terapéutico.

Para tal situacion, se propone al farmaco de la inhibicion gastrica mayormente
prescrito y tolerado en la practica clinica, omeprazol, formulado en cépsulas con
pellets de recubrimiento entérico (liberacién retardada) para brindar proteccion
frente al pH intragastrico y aumentar biodisponibilidad, con una dosis de 20 mg del
ingrediente activo y una via de administracion oral, que en caso de bioequivalencia,
ofrece el empleo clinico de productos farmacéuticos para proporcionar una
farmacoterapia efectiva y segura contra los trastornos acido-gastricos en poblacion

mexicana, y a menor precio.
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5.0 HIPOTESIS DE INVESTIGACION
Si el medicamento de prueba presenta los mismos patrones de velocidad y cantidad
de absorcién en sangre con respecto al medicamento de referencia, entonces se

declarara como bioequivalente.

5.1 HIPOTESIS ESTADISTICAS
Hipétesis nula: el medicamento de prueba no es bioequivalente al medicamento

de referencia bajo condiciones de ayuno y postprandial.

Hipotesis alterna: el medicamento de prueba es bioequivalente al medicamento de

referencia bajo condiciones de ayuno y postprandial.
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6.0 OBJETIVOS

6.1 Generales

Determinar la bioequivalencia entre dos medicamentos de administracion oral,
capsulas con pellets de recubrimiento entérico, que contienen 20 mg de omeprazol

como ingrediente farmacéutico activo.

6.2 Especificos
I. Conducir un estudio monocéntrico de fase | en poblacién mexicana regido por las

buenas practicas clinicas.

II. Desarrollar y validar un método bioanalitico para la cuantificacion de omeprazol

en muestras de plasma humano.

[ll. Determinar los parametros farmacocinéticos de omeprazol en poblacion sana de

sujetos mexicanos.

IV. Realizar el manejo estadistico de los datos obtenidos para determinar la

bioequivalencia o bioinequivalencia entre los medicamentos de investigacion.
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7.0 METODOLOGIA

La parte experimental de este trabajo de investigacion estuvo compuesta de tres
fases: clinica, analitica y estadistica, que enseguida se detallan y que tuvieron lugar
en las instalaciones de Pharmometrica S.A de C.V, tercero autorizado ubicado en

delegacion Azcapotzalco, Ciudad de México.

7.1 Fase clinica

7.1.1 Medicamentos de referenciay de prueba

La denominacion distintiva del medicamento de prueba fue Ultromep, fabricado por
Ultra Laboratorios, S.A de C.V; mientras que el de referencia fue producido Genoma
Laboratorios México, S.A de C.V y comercialmente conocido como Losec A. La

informacion de los medicamentos se presenta en la tabla 5.

Tabla 5. Caracteristicas de los medicamentos de referencia y de prueba.

Caracteristica Medicamento de referencia Medicamento de prueba
Denominacion Losec A Ultromep
distintiva
Forma farmacéutica Capsula Céapsula
Dosis 20 mg de omeprazol/capsula 20 mg de omeprazol/capsula
Numero de lote 72251 DE-LEA-16053
Tipo de lote/tamafio Produccion Lote equivalente al 10% de un
lote productivo
Fabricante Genoma Laboratorios México, S.A Ultra laboratorios, S.A de C.V
de C.V
Fecha de caducidad ABR-2020 SEP-2018

7.1.2 Caracterizacion antropomeétrica y clinica de poblacion de estudio

Participaron sujetos de investigacion sanos, de poblacion mexicana, sexo indistinto,
de 18-55 afios y con indices de masa corporal (IMC) dentro del intervalo de 18-27
kg/m?, esto de acuerdo a la NOM-177-SSA1-2013 que establece las pruebas y

procedimientos para demostrar que un medicamento es intercambiable.
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El estado de salud fue juzgado por medio de historia clinica, pruebas de laboratorio

y de gabinete (electrocardiograma de 12 derivaciones).
Las pruebas de laboratorio incluidas son:

a) Examen general de orina.

b) Quimica sanguinea de 27 elementos que evalla la funcion hepatica, renal,
lipidos y glucosa en ayunas.

c) Biometria hemética completa con cuenta diferencial.

d) Prueba de hepatitis By C, VIH y la prueba serolégica para sifilis (VDRL).

Los signos vitales también ayudan a determinar el estado de salud en un momento
dado, por lo que se procedié a medir la frecuencia cardiaca y respiratoria, la
temperatura y la presién arterial, cuyos valores de aceptacion estan referidos en la
tabla 6.

Tabla 6. Signos vitales y sus valores de normales.

Signo vital Valor normal

Temperatura (°C) 35.5-36.9

Frecuencia cardiaca (latidos por minuto) 60-100

Frecuencia respiratoria (respiraciones por minuto) | 16-20

Presién arterial (mmHg) <120/80

7.1.3 Seleccion de sujetos de investigacion

7.1.3.1 Criterios de inclusion

Sujetos mexicanos sanos, de 18-55 afios, sexo indistinto, con IMC de 18-27 kg/m?
y con cumplimiento de: biometria hematica completa, quimica sanguinea de 27
elementos, estudios de bioseguridad (hepatitis By C, VIH y sifilis), examen general

de orina y electrocardiograma de 12 derivaciones.

7.1.3.2 Criterios de exclusion
Los elementos de rechazo tomados en cuenta son: historia de hipersensibilidad a la
familia farmacoldgica del principio activo, antecedentes de abuso de sustancias
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toxicas (cocaina, marihuana y alcohol), consumo de algin medicamento que podria
interferir con la farmacocinética del farmaco, participacion en pruebas de
bioequivalencia 3 meses previos a la fecha programada, ingesta de xantinas,
alcohol o tabaco 10 horas previas al estudio, hospitalizacién por cualquier motivo o
enfermedades graves dentro de 60 dias antes iniciar la investigacion, donacion o
pérdida de 450 mL de sangre 45 dias anteriores a la ejecucion de la fase clinica 'y,

gestacion, lactancia o prueba positiva de embarazo en orina.

7.1.3.3 Criterios de eliminacion o descontinuacion

Quedaron establecidos en funcion de los siguientes puntos: prueba positiva ante la
deteccion de drogas (anfetaminas, cocaina y marihuana), alcohol en aliento y
embarazo, manifestacion de efectos adversos y riesgo de vida, consumo de
medicamentos o alimentos no autorizados durante el estudio (analizar el grado de
interferencia), vomito y/o diarrea en el intervalo posoldgico, retiro de consentimiento

informado e incumplimiento del reglamento interno.

7.1.3.4 Criterios de reemplazo

Estos criterios de reemplazo se consideraron validos Unicamente durante el
internamiento al primer periodo: resultados positivos a las pruebas de drogas,
alcohol en aliento y embarazo, valoracién clinica no satisfactoria (criterios de
inclusion), retiro de consentimiento informado y ausencia/impuntualidad en la fecha

y hora especificada para el internamiento.

7.1.4 Disefio del estudio
Se desarroll6 un estudio clinico controlado, cruzado, aleatorizado, longitudinal,
prospectivo, triple ciego, de cuatro periodos, cuatro tratamientos y con cuatro

secuencias de administracion, tal como se esboza en la figura 8.

Debido a que la forma farmacéutica del medicamento de estudio es clasificada como
sistema de liberacion modificado, se evaluaron dos condiciones para Su
bioequivalencia: ayuno y postprandial, esto conforme a lo estipulado en la “guia de
estudios de bioequivalencia de medicamentos solidos orales de liberaciéon

modificada” de la Secretaria de Salud.
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En cuanto a la administracién de los medicamentos, su asignacion fue aleatoria (por
pagina web), con 40 horas de internamiento por cada periodo, tiempo de lavado de
7 dias (por cuestiones de logistica) y una duracion total de 28 dias tomando en

cuenta la valoracion posterior al estudio.

Para un completo control del experimento, la muestra de sujetos se dividié en dos
grupos de experimentacion (grupo A y grupo B), cada uno integrado por la mitad de
la muestra global para poder controlar las variables de manera homogénea, tener
un mejor control de la administraciéon del medicamento, toma de muestra de sangre,
registro y atencion de eventos adversos generados. Entre periodos, el grupo B se
internd el dia que egresaron los sujetos del grupo A (periodo de desfase no mayor
de 48 h), es decir, el grupo B estaba desfasado 3 dias en comparacion con el grupo

A , pero manteniendo el periodo de lavado.

PERIODOS
I [l v
L
E
A
T P, R, Po - Re
0 Secuencia 1
Reclutamiento R _
y seleccion de | Secuencia 2
sujetos de Z _
investigacion A Secuencia 3 R, P, R, O B,
‘|3 Secuencia 4
6
N Pp Rp P, R,

Figura 8. Disefio del estudio clinico que detalla la asignacion de los sujetos de investigacién en
cuatro periodos, cuatro tratamientos y cuatro secuencias de administracion. Ra y Pacorresponden a
los medicamentos de referencia y de prueba en condicion de ayuno, en lo que Rp y Pp a los
medicamentos de referencia y de prueba en condicion postprandial.
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7.1.4.1 Tamafo de muestra
El calculo de sujetos de investigacion a participar en el estudio clinico se efectu6
con la ecuacion que a continuacion se indica y de igual forma con el uso del software

R, version 3.2.2 con el paquete estadistico mpowerTOST.

2
2(ta + t5> o?
—z /7

n= Az

Para ello se contemplé lo siguiente: error tipo | (a)=0.05, error tipo 1l (3)=0.2,
diferencia minima a detectar (A)=20, y coeficiente de variacion intrasujeto del
principio activo (CV intrasujeto) de 27.278 % derivado de un estudio piloto ejecutado

anteriormente en Pharmometrica S.A. de C.V.

El nUmero de sujetos necesarios para el estudio y lograr potencia estadistica alta
(90%) era de 40, sin embargo, ya que la literatura reporta alta variabilidad intrasujeto
del principio activo (Mansouri et al., 2017) y con la posible pérdida de tamafio de

muestra durante la conduccion del estudio, se decidio utilizar 4 sujetos adicionales.

7.1.4.2 Dieta y administraciéon de medicamentos

La administracion de los medicamentos fue por via oral con 250 mL de agua, y los
sujetos se encontraban distribuidos en diferentes grupos de trabajo con base al
desfasamiento en los tiempos de administracion, 08:00, 08:03,08:06,08:09 y 08:12

para los grupos 1,2,3,4 y 5 respectivamente.

La dieta que siguieron los sujetos de investigacion era homogénea, de

aproximadamente 3500 kcal para cena, desayuno y comida (tabla 7).
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Tabla 7. Dieta administrada a los sujetos de investigacion.

Dieta Horario Producto
Cena 21:00 h 2 marinas de pollo, 1 jugo
enlatado de manzanay 1
platano
Desayuno 07:00 h (para la administracion | 3 enchiladas rojas con queso
de medicamento posterior a la | manchego y pollo por dentro
ingesta de alimentos) con queso chihuahua

10:10 h(para la administracion | Complemento: Una porcién de
del medicamento en ayuno) crema, jugo de naranja 300
mL y 1 vaso de fruta picada
(melén, papaya y sandia).

Comida 14:10 h 01 porcion de espaguetis a la
crema

02 albéndigas en caldo de
jitomate

Agua de horchata

7.1.5 Muestras biolbgicas
7.1.5.1 Obtencién de la muestra y tiempo de muestreo

Los sujetos fueron cateterizados en venas de facil acceso del brazo no dominante
para conseguir 6 mL de sangre periférica como fluido biolégico mediante tubos
heparinizados al vacio, resultando un volumen final de 126 y 144 mL para las

condiciones de ayuno y postprandial por cada periodo.

De acuerdo a los parametros farmacocinéticos (tabla 8) tmax y tiempo de vida media
(tu2), procedentes de un estudio piloto preliminar de caracter exploratorio de
omeprazol, se establecieron los tiempos de muestreo y de lavado a fin de asegurar

la apropiada caracterizacion del ABC y Cmax en el perfil concentracion contra tiempo.

La frecuencia y horario de muestreo se aprecia en la tabla 9, con 3 muestras
excedentes para aquellos sujetos en los cuales se estaba valorando

biodisponibilidad ante la presencia de alimentos.
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Tabla 8. Parametros farmacocinéticos de un estudio piloto de omeprazol (20 mg) realizado en

Pharmometrica.

Parametro Medicamento de referencia Medicamento de prueba

Condicién Condicion

MediazDE MediazDE

Ayuno Postprandial Ayuno Postprandial

Crmax 535.354+298.583 | 265.604+185.281 | 371.953+234.900 | 264.220+221.636
(ng/mL)
tmax (h) 1.710+0.567 4.256+1.317 1.398+0.800 4.398+1.233
tuz () 0.794+0.431 3.258+3.580 0.801+0.320 1.392+0.910

DE: desviacion estandar

Para mejorar la logistica del muestreo, los grupos de sujetos de investigacion (A'y

B) se reagruparon por colores, azul, verde, amarillo, rojo y morado, incluyendo 5

sujetos en cada uno, a excepcion del grupo color morado, donde se integraron 2

sujetos Unicamente.
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Tabla 9. Cronograma del tiempo de muestreo.

Numero de muestra Tiempo de muestreo (horas) Horario
1 0.00 Durante la cateterizacion
2 0.25 08:15
3 0.50 08:30
4 0.75 08:45
5 1.00 09:00
6 1.33 09:20
7 1.67 09:40
8 2.00 10:00
9 2.33 10:20
10 2.67 10:40
11 3.00 11:00
12 3.33 11:20
13 3.67 11:40
14 4.00 12:00
15 4.33 12:20
16 4.67 12:40
17 5.00 13:00
18 5.33 13:20
19 5.67 13:40
20 6.00 14:00
21 7.00 15:00

22* 9.00 17:00
23* 12.00 20:00
24* 24.00 08:00

* Muestras adicionales requeridas para la condicion postprandial.
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7.1.5.2 Procesamiento de la muestra

Las muestras de sangre de los sujetos de investigacion, se colectaron en tubos
heparinizados al vacio a través de un catéter venoso periférico al que se le afiadia
0.7 mL de una solucion (100 Ul/mL) de heparina sodica después de cada toma de
muestra, luego fueron centrifugadas por 5 minutos a 4000 revoluciones por minuto
(rpm) a temperatura ambiente para la separacion del plasma, y como ultimo paso
se resguardaron a una temperatura de ultracongelacion de -70+ 10 °C en 2 criotubos

(con 1 mL de plasma cada uno) que contenian 100 pL de solucion antioxidante.

7.1.6 Manifestaciones clinicas: implicaciones y toma de decisiones

Los eventos adversos fueron clasificados y reportados con base a la NOM-220-
SSA1-2016 “instalacion y operacion de la farmacovigilancia”. Para su monitoreo se
ocuparon técnicas de interrogacion directa, inspeccion, exploracion y toma de
signos vitales. La clasificacion se realiza en términos de intensidad de la

manifestacion clinica (severidad):

Leves: se presentan con signos y sintomas facilmente tolerados, no necesitan
tratamiento, no requieren ni prolongan la hospitalizacion y no requiere la suspension

del medicamento causante.

Moderadas: interfiere con las actividades habituales (pueden provocar bajas
laborales o escolares), sin amenazar directamente la vida del paciente. Requiere de
tratamiento farmacoldgico y puede o no requerir la suspension del medicamento

causante.

Severas: interfiere con las actividades habituales (pueden provocar bajas laborales
o0 escolares). Requiere de tratamiento farmacolégico y la suspension del

medicamento causante.

De acuerdo al desenlace, los eventos adversos, las sospechas de reaccion adversa
y las reacciones adversas se clasificaron de acuerdo con la gravedad de la

manifestacién clinica en:

Graves (serias): toda manifestacion clinicamente importante que se presenta con la

administracion de cualquier dosis de un medicamento y que: causan la muerte,
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ponen en peligro la vida del paciente en el momento mismo que se presentan, hace
necesario hospitalizar o prolongar la estancia hospitalaria o son causa de invalidez
0 incapacidad permanente o significativa.

No graves: a los eventos, sospechas y reacciones adversas que no cumplan los

criterios de gravedad especificados en el rubro anterior.

Las medidas de seguridad implementadas durante el desarrollo del protocolo clinico
para poder detectar de manera oportuna los efectos adversos se enlistan a

continuacion:

-Evaluaciones clinicas y registro de signos vitales en intervalos regulares, previa y

posteriormente a la administracién de los medicamentos.

-Entrevista a todos los sujetos de investigacion para conocer algun tipo de problema

respecto a su estado de salud.
-Evaluacion médica completa después de la ultima toma de muestra.

7.1.7 Consideraciones éticas

La conduccién del estudio clinico, ademas de disponer de la aprobacion de los
comités de investigacidn y ética en investigacién, cumplié cabalmente con el apego
a los principios éticos enmarcados en la ultima actualizacion (2013) de la
declaracion de Helsinki (Fortaleza, Brasil), conforme a las disposiciones generadas
en las pautas éticas internacionales para la investigacion biomédica en seres
humanos preparadas por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las
Ciencias Médicas (CIOMS) en colaboracion con la OMS, también con el reglamento
de la Ley General de Salud en materia de la investigacion para la salud, las buenas

practicas clinicas, declaracion internacional de bioética y derechos humanos.

Todos los sujetos de investigacion aceptaron su participacion libremente y sin
coaccion alguna, con pleno conocimiento de la naturaleza de los procedimientos y

riesgos a los que iban a ser sometidos, de acuerdo a su consentimiento informado.
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La investigacion efectuada fue de riesgo mayor que el minimo, esto segun el
reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud,

articulo 17, punto Ill.

Finalmente, Pharmometrica (Tercero Autorizado) fue responsable de vigilar la
proteccion, vulnerabilidad, integridad, autonomia y confidencialidad de los sujetos
de investigacion participantes, recibiendo estos una revision meédica completa,

compensacion economica y estudios de laboratorio y gabinete.

7.2 Fase analitica
7.2.1 Desarrollo del método bioanalitico

7.2.1.1 Materiales y reactivos

El analito de interés, omeprazol, fue obtenido de la Central de Productos Quimicos
(México), S.A de C.V, con lote OMP/1612520 y pureza del 99.9%, mientras que el
pantoprazol sédico (PNT) utilizado como estandar interno (El), se adquirié de la
Farmacopea de los Estados Unidos (USP) con lote RO22R0 y pureza del 93.8%. El
acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH) grado HPLC al igual que el hidroxido de
amonio (NH4OH) y el EDTA disédico (Na2EDTA), fueron conseguidos de J.T. Baker
con lotes y purezas respectivas de X40C56, X27C02, L38C71, H32C28 y 99.99,
99.98, 29 y 100%. El acido formico (AF) fue provisto por Sigma-Aldrich, lote
SHBH7912 y pureza > a 95%. El grado HPLC del agua ocupada se logré a través
del sistema de filtracion Milli-Q Millipore, con resistividad de 18.2 MQ.cm/25°C y

carbono organico total < 5 partes por billén (ppb).

7.2.1.2 Instrumentos

El sistema de instrumentacién empleado consistié en un cromatografo de liquidos
de ultra alta resolucién (UPLC) Acquity™ clase | de Waters (Milford, MA, USA)
integrado por un sistema binario de bombas, desgasificador y automuestreador.
Este UPLC estaba acoplado a un espectrémetro de masas en tandem (MS/MS)
Xevo TQ-S (Waters Micromass, Manchester, UK) con fuente ionizacién por

electrospray (ESI).
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7.2.1.3 Eleccion del estandar interno

El PNT fue elegido como estdndar interno en virtud de que es un anélogo
farmacoldgico y estructural del OMZ, los dos pertenecen a la familia de inhibidores
de la bomba de protones y tienen como farmacéforo al 2-
piridilmetilsulfinilbencimidazol (Noubarani et al., 2010 y Shin y Kim, 2013), de tal
forma que el comportamiento fisicoquimico tendria que ser semejante tal como
indirectamente queda establecido en la tabla 10 y directamente demostrado por el
reporte de Li et al., 2012, donde OMZ es estandar interno en la cuantificacion de

PNT.

Tabla 10. Comparacion de las propiedades fisicoquimicas de omeprazol y pantoprazol. Fuente:
Thaduvai et al., 2012, Venugopal et al., 2012 y Zeng et al., 2016.

Propiedad Valor/dato

Omeprazol

Pantoprazol

Estructura molecular

VT

/

ey
S =
F)\0 L

0_

N

Formula molecular C17H19N303S Sal:C1sH14F2N304SNa
Base libre: C16HisF2N304S
Peso molecular 345.4 Sal: 405.353
(g/mol) ]
Base libre:383.37
LogP 2.23 2.05 (experimental) y 2.18
(predictivo)
pKa 9.29 (&cido), 4.77 (base) pKai (3.92) y pKaz2(8.19)

Solubilidad en agua
(mg/mL)

0.359

Més de 1000 (facilmente soluble)
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7.2.1.4 Optimizacién de las condiciones espectrométricas

Para la deteccion de los iones de OMZ y PNT el espectrometro de masas en tandem
Xevo TQ-S fue operado bajo un monitoreo de reacciones mdultiples (MRM), con
energia de colisién de 10 eV en el segundo cuadrupolo y voltaje de cono de 25 V

para el analito y estandar interno.

Las transiciones (ion precursor—ion producto) monitoreadas con relacion a la masa-
carga (m/z) fueron de 346.27 m/z —198.09 m/z para el OMZ y 384.24 m/z—200.05
m/z para el PNT, con un frecuencia de captacién de datos (dwell) de 0.102
milisegundos, obtencién de 14.085 puntos por pico y resolucion a masas bajas (LM)
y altas (HM) de 3.0 y 15.0 unidades tanto para el primer y segundo cuadrupolo.

El modo de ionizacién fue por electrospray (ESI) en polaridad positiva, ESI (+), con
voltaje de 1.0 kV para el capilar a la entrada de la cAmara o fuente de ionizacion,

voltaje de 60 V y temperatura de 150°C para dicha camara.

Los otros parametros espectrométricos tomados en cuenta para la optimizacién de

la ionizacion (tuning) de OMZ y PNT se exhiben en la tabla 11.
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Tabla 11. Parametros espectrométricos de la fuente y el analizador de masas cuadrupolar para la
deteccion de omeprazol y pantoprazol por ionizacidon positiva por electrospray y monitoreo de
reacciones multiples.

Parametro de la fuente de ionizacién Valor
Capilar (kV) 1.0
Cono (V) 25
Source offset (V) 60
Temperatura de la fuente (°C) 150
Temperatura de desolvatacion (°C) 500
Flujo del gas del cono (L/h) 150
Flujo del gas de desolvatacion (L/h) 1000
Presion del flujo del gas de desolvatacion (bar) 7.0

Parametro del analizador

Resolucién a masas bajas LM1 3.0
Resolucion a masas altas HM1 15
Energia del ion 1 0.1
Energia de colision (eV) 10
Resolucién a masas bajas LM2 3
Resolucién a masas altas HM2 15
Energia del ion 2 0.9
Presién del gas de colision (mbar) 3.303129X103
Flujo del gas de colision (mL/min) 0.16

7.2.1.5 Optimizacion de las condiciones cromatogréaficas

La separacion de los compuestos se llevé a cabo mediante una columna Acquity
UPLC BECH Cis (2.1 mm de didmetro interno x 50mm de longitud, 1.7 um de
tamafo de particula), y empleando como fase movil AF 0.1% en agua Milli-Q y ACN

100% en proporcion 78:22 v/v a un flujo de 0.4 mL/min en condiciones isocraticas.

La temperatura de la columna y el automuestreador se mantuvieron a 35y 10°C,

respectivamente.
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El volumen de inyeccion de la muestra fue de 1 uL en modo PLNO (partial loop with

needle over fill), y el tiempo por inyeccion, 2.2 minutos.

7.2.1.6 Soluciones estandares y muestras control
Las soluciones de trabajo/stock (ST) de omeprazol para la curva de calibracién (CC)
y las muestras control (MC), se prepararon en una solucion de NH40H al 0.1% en
MeOH (70:30 MeOH: agua v/v), y aforando a 10 mL.

La concentracién de dichas soluciones fue 20X (20 veces mas concentrada) con
respecto a la concentracion final que se obtiene en matriz biolégica (plasma en este
caso) después de la carga, esto con el fin de no modificar mas de 5% la matriz
biologica al adicionar el disolvente. Lo anterior se puede notar en la tabla 12, donde
también se distingue que para llegar a la concentracion deseada se partié de una

solucion de OMZ de 1mg/mL.

Tabla 12. Preparacion de las soluciones de trabajo de las curvas de calibraciéon y las muestras
control.

Nombre de la ST Concentracién de OMZ en Volumen (pL) de la solucién
solucion [ng/mL] de OMZ [1 mg/mL]
STCC1 400 1000 de STCC2
STCC2 4 000 1000 de STCC7
STCC3 12 000 120
STCC4 16 000 160
STCC5 24 000 240
STCC6 32 000 320
STCC7 40 000 400
STMCB 1200 1000 de STCC3
STMCM 20 000 200
STMCA 34 000 340

MCB, MCM y MCA: muestras control baja, media y alta.
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7.2.1.7 Curvas de calibracién y muestras control en matriz biolégica

La curva de calibracion y las muestras control en matriz biologica fueron elaboradas
con un volumen final de 1000 pL, 950 pL correspondientes a plasma y 50 pL al
volumen de la ST respectiva de acuerdo a la tabla anterior y con base a la NOM-
177-SSA1-2013.

El intervalo de cuantificacion (CC1 a CC7) establecido incluyé siete niveles de
concentracion o calibradores (tabla 13): 20, 200, 600, 800, 1200, 1600 y 2000
ng/mL.

Por otro lado, para validar y monitorear el método bioanalitico, se utilizaron muestras
control en tres niveles de concentraciones diferentes a las de la CC e incluidas
dentro del intervalo de cuantificacién. La concentracién de la muestra control baja
(MCB) es 3 veces la del limite inferior de cuantificacion (LIC) o CC1, la de la muestra
control media (MCM) esta dentro de la MCB y la muestra control alta (MCA), y para
la MCA es el 85% del limite superior de cuantificacion (LSC) o CC7. Por lo tanto las
concentraciones de las MC (tabla 13) fueron: 60, 1000 y 1700 ng/mL.

Tabla 13. Intervalo de cuantificacion y muestras control en matriz bioldgica.

CCyMC Concentracion de OMZ [ng/mL]
CC1 20
cc2 200
CCs3 600
CC4 800
CC5 1200
CCo6 1600
CcC7 2000
MCB 60
MCM 1000
MCA 1700
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7.2.1.8 Preparacion de la muestra

La técnica seleccionada para el procesamiento de la muestra, y la cuantificacion del
analito, fue precipitacién de proteinas (PP) o precipitacion directa también llamada,
debido a la sencillez y disminucién de costos que ésta implica (Soltatani y Jouyban,
2014), ademas que ha sido reportada ampliamente por algunos investigadores
como Zhang et al., 2010, de Andrés et al., 2014, Sudha et al., 2016 y Grangeon et
al., 2017. La metodologia empleada para el procesamiento de las muestras observa

en la figura 9.

FProcesamiento de las muesiras:
precipitacion de proteinas

*

Cargar en tubas lisos 950 ylL de
plasma v 50 yL de ST para CC v MC.
Aagitar el contenido 30 5.

+

Adicionar 100 pL de solucion
antioxidante (ac. ascorbico 0.1
M:MNaEDTA 0.1 M) v agitar 30 s.

*

Alicuotar 50 pyL a tubos para
microcentrifuga.

+
Agregar: 20 pL de ST de EI (2 pg/mL),
20 pL de MH.OH 2% v 300 uL de
ACH 100% frio, v agitar 1 min & 2000
rpm.

+

Centrifugar & min/ 17300 xg a 4°C v
tomar 50 pL del sobrenadante para
diluirlo en 500 pL de agua Milli-C.

+

e it
Transferir 500 pL a placas e inyectar
1 pL al UPLC-MS/MS.

Figura 9. Metodologia para el procesamiento de las muestras.
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7.2.2 Validacion del método bioanalitico
Los criterios de validacion fueron establecidos de acuerdo con lo sefialado en la
NOM-177-SSA1-2013 y siguiendo las buenas précticas de laboratorio.

7.2.2.1 Selectividad

Se analizaron 10 unidades de matriz biolégica, una lipémica (LIP) y una hemolizada
(HEM), procesando como blanco de plasma (BP) e inyectando por triplicado al
equipo UPLC-MS/MS.

Para realizar la comparacion de posibles interferencias de las areas, se inyecté por
triplicado una soluciébn con una concentracién equivalente al LIC y EI, pero

tratandola como muestra de BR, es decir, reemplazando plasma por agua.

Las muestras de plasma, matriz lipémica y sangre total periférica (para obtener
muestras hemolizadas) eran provenientes del banco de sangre del Hospital General
de Obstetricia y Medicina Familiar nimero 60 del IMSS, cumpliendo con pruebas de
bioseguridad (hepatitis By C, VIH y VDRL) y con niveles mayores a 150 mg/dL de
triglicéridos y 200 mg/dL de colesterol libre para el caso de la matriz lipémica,
mientras que la matriz hemolizada fue generada a partir de sangre total y llevando
a dilucién al 2% v/v en plasma, esto de acuerdo a lo sugerido por el foro europeo de

bioanalisis en 2014 (Ingelse et al., 2014).

7.2.2.2 Efecto de matriz biolodgica

Se procesaron 10 unidades de plasma, una lipémica y una hemolizada como BP, y
antes de inyectar al sistema cromatografico, se le afiadio analito y estandar interno
en solucion para obtener una concentracion idéntica a la MCB y MCA, que, de
acuerdo a la técnica, corresponde a sustituir los 500 pL de agua Milli-Q por 500 pL
de una solucién que contiene El y analito; inyectando (por triplicado) posteriormente

al sistema.

Por otra parte, con el fin de conseguir una respuesta del analito y El en solucién, se
inyectaron por triplicado soluciones con concentraciones equiparables a la MCB y
MCA.

48



7.2.2.3 Linealidad

Se llevaron a cabo tres corridas analiticas diferentes, en dos dias distintos, y con
dos curvas de calibracion en matriz biolégica por cada corrida analitica, donde se
incluyé una muestra de BP y muestra cero (Mo) por curva. La muestra cero es

preparada con plasma, estandar interno y con ausencia de analito.

7.2.2.4 Precision
7.2.2.4.1 Repetibilidad

En un mismo dia se evaluaron 6 series de MC (baja, media y alta), 6 muestras del
LIC y 6 muestras control diluida (MCD), esta ultima, a una concentracion de 3 veces
el LSC y con un factor de dilucién 1:4, de tal forma que su concentracion final al
diluir con plasma libre de farmaco, estaba dentro del intervalo de la curva de
calibracién, 1500 ng/mL, entre CC5 y CC6.

7.2.2.4.2 Reproducibilidad
Se efectud el analisis por sextuplicado de las muestras del LIC y las muestras control
(baja, media y alta) en 3 corridas analiticas diferentes y en 2 dias distintos.

7.2.2.5 Exactitud

Para establecer la concordancia entre el valor obtenido y el valor nominal, a partir
de los datos de repetibilidad y reproducibilidad se calculé la desviacién de
concentracion obtenida con respecto al valor nominal (% de desviacion), esto con

base a la siguiente expresion:

Concentracion adicionada-Concentracion obtenida

% Desviacion=100* — —
Concentracion adicionada

Donde:

Concentracion adicionada=concentracién nominal.
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7.2.2.6 Efecto de acarreo
Se realiz6 la inyeccion de una muestra de BP, seguida de una del LSC y finalmente

otras dos inyecciones de la misma muestra de BP.

7.2.2.7 Interferencia idénica

7.2.2.7.1 Por farmacos

Se determind la interferencia idnica de los siguientes farmacos hacia el analito y
estandar interno: butilhioscina, cafeina, cotinina, difenidol, desloratadina, ketorolaco
y paracetamol.

Para concretar esto, se agregoé en tubos lisos 950 L de plasma, 25 L de la solucion
de trabajo del analito (LIC 40X) y 25 uL de la solucion de trabajo del farmaco a una
concentracion 40X (40 veces mas concentrada con respecto a la Cmax), Y

procesando por triplicado de acuerdo a la metodologia descrita.

Por otro lado, para realizar la comparacién de las posibles interferencias, se
adiciono en tubos lisos 975 pL de plasmay 25 pL de la solucién de trabajo del analito

(LIC 40X) y después se analizaron por triplicado.

7.2.2.7.2 Por anticoagulantes

Los anticoagulantes examinados fueron heparina de sodio (HEPA) y acido
etilendiaminotetraacético di potasico (K2EDTA), colocando un volumen de plasma
de 6 y 4 mL a los tubos BD vacutainer para obtener una concentracién de 15.8y 1.8

mg/mL para HEPA y K2EDTA, respectivamente.

Luego se tomO una alicuota de 950 pL de los tubos BD vacutainer (con el
anticoagulante) y se depositdo en un tubo liso, adicionando ademas 50 pL de la
solucion de trabajo del analito (LIC, 20X) para después procesar por triplicado.

7.2.2.7.3 Por hemdlisis o lipemia
En tubos lisos, se cargaron 950 pL de plasma lipémico o hemolizado y 50 pL de la
solucion de trabajo del analito (LIC, 20X), analizando e inyectando por triplicado al

sistema.
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7.2.2.8 Estabilidad del analito en matriz bioldgica
Para esta seccion, se evaluaron por cuadruplicado las MCB y MCA después de

haber sido expuestas a las condiciones del ensayo.

7.2.2.8.1 A corto plazo
Las muestras fueron preparadas en fresco y puestas sobre la mesa de trabajo
aproximadamente por 5 h, finalizando este periodo se precedié a su procesamiento.

Las condiciones de la sala eran de 20.1°C y una humedad relativa de 31%.

7.2.2.8.2 En muestra procesada
Las muestras recién centrifugadas se almacenaron a temperatura de refrigeracion
(2-8°C) por 24 h, pasado ese tiempo se diluyeron e inyectaron de acuerdo al

método.

7.2.2.8.3 En el automuestreador
Una vez procesadas las muestras, éstas se dejaron en el automuestreador a una

temperatura de 10°C y alrededor de 24 h.

7.2.2.8.4 A ciclos de congelacién-descongelacion

Las MCB y MCA se sometieron a 4 ciclos de congelacion-descongelacién (CCD),
llevando a temperatura de ultracongelacion (-70 £10°C) por 24 h en cada ciclo,
descongelando a temperatura ambiente y procesando entre cada ciclo.

7.2.2.8.5 A largo plazo
Se evalué la estabilidad de las MCB y MCA por 155 dias, siendo este el tiempo
abarcado desde la toma de muestra de los sujetos de investigacion hasta el analisis

de las mismas.

7.2.8.9 Estabilidad del analito y estandar interno en solucién

Se analiz6 individualmente la solucién madre del analito, la solucién de trabajo del
LSC y la del estandar interno, realizando diluciones para que la concentracion
infundida no saturara el equipo (<5x107). Dichas infusiones se realizaron por
triplicado en flujo combinado con la proporcion de la fase movil de la cromatografia,
y adquiriendo en un escaneo tipo MS, modo centroide y con una ventana de

adquisicion de +20 % de la relacion m/z del ion precursor.
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Las estabilidades de las soluciones fueron estimadas durante 7 dias comparando la

variabilidad de su intensidad asociada.

7.2.2.10 Tolerancia
Se probo la tolerancia del método bioanalitico al cambio de placas de polipropileno
por placas con insertos de vidrio, para ello, se procesaron las MCB, MCM y MCA de

acuerdo a la técnica extractiva mencionada.

7.2.3 Analisis de muestras
Se analizaron 3597 muestras de plasma, conformadas por 945, 921, 879 y 852
muestras para los periodos 1, 2, 3 y 4, respectivamente. Estas muestras tuvieron

pruebas de bioseguridad negativas o no reactivas.

7.3 Fase estadistica

7.3.1 Célculo de pardmetros farmacocinéticos

Los pardmetros farmacocinéticos de omeprazol se determinaron por medio del
Software Phoenix WinNonlin (Certara L.P.) version 6.4 siguiendo un modelo no
compartimental extravascular (oral) de dosis Unica, que tiene sus fundamentos
matematicos tal y como se expresa en la tabla 14 (Jambhekar y Breen, 2009 y Jakia
y Wolfsegger, 2011). Dichos parametros se calcularon Unicamente para 42 de los
44 sujetos de investigacion contemplados en el desarrollo del protocolo clinico, dado
qgue los sujetos 27 y 33 no participaron en ninguno de los periodos. De los 42
individuos que tomaron parte en el estudio, el sujeto 40 conté con 1 periodo, el 31

con 2 periodos y los sujetos 2, 18 y 36 tuvieron 3 periodos (tabla 19).
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Tabla 14. Métodos o férmulas matematicas para la determinacion de los parametros

farmacocinéticos evaluados.

Parametro

Férmula/método

Area bajo la curva de O-infinito (ABCo-~)

C
ABCE = ABCE + %

Cpt: concentracion plasmatica al dltimo tiempo
de muestreo.

Area bajo la curva de 0-t (ABCo-)

tCpp_1+C
R
0

Area bajo la curva extrapolada (ABCt-«)

C
ABCP = %

Crmax Método gréfico, concentracién plasmatica mas
alta del perfil concentracion contra tiempo.
tmax Método gréfico, tiempo al que ocurre Cmax.

t12

0.693

tip = —Ke

Tiempo de retardo (tiag)

Método gréfico, interseccion con la recta de
eliminacién y absorcién o tiempo al que se
observa la primera cuantificacion en el
muestreo.

Tiempo medio de residencia (TMR)

ABCMY

TMR = ————
ABCE

ABCMo..: area bajo la curva del primer
momento estadistico de cero a tiempo infinito.

Constante de eliminacion (Ke)

Directamente del valor de la pendiente (m) de la
recta de eliminacion monoexponencial.

Ke =—m

7.3.2 Anélisis de varianza

El andlisis de varianza se llevé a cabo para establecer los efectos de secuencia,

periodo, formulacion y sujeto en los parametros farmacocinéticos Cmax, ABCo-t y
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ABCo-- a través de un modelo aditivo que requiere la transformacion de datos
aritméticos a escala logaritmica. El modelo estadistico (Schall et al., 2010 y Mogos,

2013) es el siguiente:
Yijk =+ S + P + Fjpy + eiji
Donde:

Yik= es larespuesta (Cmax 0 ABC) del i-ésimo sujeto en la k-ésima secuencia durante

el j-ésimo periodo.

p= es la media poblacional.

Sik= es el efecto aleatorio del i-ésimo sujeto en la k-ésima secuencia.
Pj= es el efecto fijo del j-ésimo periodo.

Fik= es el efecto fijo directo de la formulacién en la k-ésima secuencia cuando es

administrada en el j-ésimo periodo.

eik= es el error aleatorio en la observacion Yij.

Los supuestos fundamentales para el andlisis de inferencias sobre los efectos

fueron:
1. {Sik} son independientes con distribucion normal con media cero y varianza
0°S.
2. {eik} son independientes con distribucién normal con media cero y varianza
o’e.

3. {Si}y {eik} son mutuamente independientes.
Por otro lado, los criterios de aceptacion del ANOVA gue se fijaron son:

1. Valor de p (probabilidad)>0.05: no existe efecto de periodo.

2. Valor de p<0.05: existe efecto de periodo.

El analisis de varianza también se obtuvo empleando Phoenix WinNonlin version
6.4.
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7.3.3 Decisién de bioequivalencia

7.3.3.1 Intervalos de confianza

Para dictaminar bioequivalencia entre los medicamentos de prueba y de referencia,
se estimaron los intervalos de confianza (IC) al 90% de las medias geométricas de
los cocientes (pruebal/referencia) de los pardmetros Cmax y ABC en su forma
logaritmica, y teniendo como criterio de aprobacion, un rango de 80-125% de

acuerdo a la normatividad mexicana.

Para la construccion de los IC se procedié como a continuacion se describe: si ury
Hp son las medias poblacionales verdaderas de cualquier parametro farmacocinético
(Cmax 0 ABC) calculado con datos plasmaticos o urinarios, para la formulacion de
referencia y para la formulacion de prueba respectivamente, y si Yr y Yp son las
medias obtenidas de las muestras; y suponiendo que los datos tienen una
distribucion normal con homogeneidad de varianzas, entonces el intervalo al 100 (1-
a)% esta dado por (Tothfalusi et al., 2009):

N

2

28 _ _ 2
<pp—up < (Yp—Yp) +t(1 —a,glE) * Y

Yr—Yp) —t(1 —a, glE) * Y
Donde:
S2= cuadrado medio del error obtenido del anélisis de varianza.

n= numero de sujetos de investigacion.

ta-ar2, gE)= valor de t de una cola a un nivel significancia a y grados de libertad (gl)
del error del ANOVA.

Los IC al 90% se establecieron con el uso de Phoenix WinNonlin version 6.4.

7.3.3.2 Prueba de hipétesis del intervalo de confianza
Las hipotesis para los intervalos de confianza construidos al 90%, para el cociente
entre los promedios (media geométrica) de los medicamentos de prueba y de

referencia, se evaluaron con los datos obtenidos de la transformacion logaritmica
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de Cmax, ABCot y ABCo-~ empleando la prueba t doble unilateral (TDU) de
Schuirmann (Chen y Huang, 2009 y Chow vy Liu, 2009).

El juego de hipétesis considerado fue:
Hoy:pup — pp < 0, vs Hay:ptp — g > 6,
Hop:plp — Up = Oy VS Hgpt ttp — g < Oy
Donde:
Ho1 y Ho2= hipétesis nulas de bioinequivalencia.
Ha1 y Ha2= hipoétesis alternativas de bioequivalencia.
OL= limite inferior del intervalo.

Ou= limite superior del intervalo.

El procedimiento propuesto de dos pruebas de un lado, sugiere la conclusion de
equivalencia de pp y Jr a un nivel de significancia a si, y solo si, en el juego de
hipotesis Hoiy Hoz se rechazan (el intervalo no puede ser menor ni mayor a 80 y
120%). Bajo los supuestos de normalidad, los dos conjuntos de hipoétesis
unilaterales se pueden analizar con las pruebas t ordinarias de un solo lado,

declarando bioequivalencia si:

Yp —Yr)—0

TL=( i ®) L>t(a,n1+n2—2)
5 i+i
Ud\/nl n2

(Yp — ¥p) — Oy

N 1 1
f’d\/ﬁﬂl—z

TU =

< —t(a,nl +n2-2)

Donde:
TL= estadistico de prueba para el limite inferior del intervalo

Tu= estadistico de prueba para el limite superior del intervalo
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d,=estimador de varianza
t (@, n1+n2-2)= distribucion de probabilidades de t de Student

N1y nz2= numero de sujetos de investigacion por secuencias

De igual forma, los valores de probabilidad de la prueba TDU de Schuirmann se
calcularon ejecutando el programa Phoenix WinNonlin, y con los siguientes

principios de aceptacion y/o rechazo para la prueba de hipétesis:

1. p>0.05: aceptacion de Ho
2. p<0.05:rechazo de Ho

7.3.4 Andlisis de valores extremos o atipicos
7.3.4.1 Residuales estudentizados

Los residuales estudentizados (Ei) fueron estimados a partir de la siguiente formula:

. €;
Ei =
\/MSE(i)(l —h;)

Donde:
ei=i-ésimo residual.

MSE @)= error cuadratico medio basado en el modelo estimado con la observacién

i-ésima eliminada.

hi= apalancamiento.

Se asumid que los Eiseguian una distribucion t con N-K-2 (N es el tamafio de
muestra y K es el nimero de variables independientes) grados de libertad, y que
aguellas observaciones con residuales estudentizados fuera del rango de £2, eran
estadisticamente significativas a un nivel de 95%, y por lo tanto se trataban de

valores extremos o atipicos (Singh et al., 2014).
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7.3.4.2 Prueba de Grubbs

Los datos encontrados como potencialmente atipicos, fueron confirmados mediante
la prueba de Grubbs, suponiendo un conjunto de datos univariados que sigue una
distribucion normal (Schall et al., 2010). El estadistico de prueba es el que a

continuacion se sefala:

Donde:

G= estadistico para la prueba de Grubbs
Xi=valor atipico

X=promedio de la muestra

S= desviacion estandar de la muestra

La existencia de datos atipicos se analizd con las hipotesis siguientes:
Ho: no hay datos atipicos en la muestra

Ha= hay al menos un dato atipico en la muestra

Se acepto la hipotesis alternativa de existencia de datos atipicos si el valor de G

calculado era > al valor de G critico con a=0.02, es decir:

N-—-1 (t%.N—z)z

VN |[N—=-2+ (t%’N_Z)Z

G >

Donde:

tar2n, N-2= €S el valor critico de la distribucion t con N-2 grados de libertad y un nivel
de significancia de a/2N.
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8.0 DISCUSIONES Y RESULTADOS
8.1 Fase clinica

8.1.1 Medicamentos de referenciay de prueba

El medicamento de prueba procedia de un tamafio de muestra de 10% de un lote
productivo, elaborado de acuerdo a la NOM-059-SSA1-2015 “Buenas practicas de
fabricacion de medicamentos” y cumplia con los estandares de calidad oficiales
dictados en la Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM): valoracion y
uniformidad de contenido, tabla 15.

El cumplimiento de las pruebas de valoracion y uniformidad se declaran de acuerdo
a los certificados de analisis otorgados por el patrocinador, donde los resultados
porcentuales de la uniformidad de contenido son del 99.4 para el medicamento de
prueba (Ultromep) y 101.4 para el de referencia (Losec A), que no excede el rango
de aceptabilidad y que es claramente evidenciado por una diferencia de uniformidad
(A) de 2 %. Para la prueba de valoracion, los resultados se encontraron dentro de
los limites permisibles (entre 18 y 20 mg de omeprazol/ capsula), ya que por cada
capsula se tenia 19.8 y 19.36 mg de omeprazol para el medicamento de prueba y

de referencia, correspondientemente.

El medicamento que se utiliz6 como referencia de acuerdo a lo indicado por la
autoridad sanitaria, disponia igualmente de certificados Farmacopeicos de control
de calidad (tabla 15).

Tabla 15. Valores de las pruebas de uniformidad de contenido y valoracion para los medicamentos

de referencia y de prueba.

Prueba Valor Aceptacion
Referencia Prueba
Uniformidad de contenido (%) 101.4 994 L1=15%
Valoracion (mg/céapsula) 19.36 19.8 18-22 mg/capsula
(90-110%)

Auniformidad= 2%
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8.1.2 Caracterizacion antropomeétrica y clinica de la poblacion de estudio

De la muestra total de sujetos de investigacion, 44, solamente 42 se involucraron
en el estudio, y de estos, el sujeto 40 contd con 1 periodo, el 31 con 2 periodos y
los sujetos 2, 18 y 36 tuvieron 3 periodos (tabla 19). A continuacion, se muestran
los datos antropométricos y clinicos de los 42 sujetos, 21 hombres y 21 mujeres que

concluyeron exitosamente el ensayo.

La caracterizacién antropométrica incluyé los datos de la tabla 16, con promedios
de 27.28 afios, 67.40 kg de peso, 1.68 metros de altura, 23.81 kg/m? de IMC, 36.0
°C de temperatura corporal, 109.23 mmHg de presion sistélica, 71.76 mmHg de
presion diastélica, 71.61 latidos por minuto de frecuencia cardiaca y 17.04
respiraciones por minuto de frecuencia respiratoria para hombres, mientras que
para las mujeres presentaron valores de 29.09 afios, 58.25 kg, 1.58 m, 23.11 kg/m?,
36.09 °C, 103.38 mmHg de presién sistolica, 65.95 mmHg de presién diastdlica,
68.19 latidos por minuto y 17.42 respiraciones por minuto; que para ambos sexos

no se obtuvieron parametros fuera del rango de aceptacion (tabla 16).

Para la caracterizacion clinica, los elementos mas representativos de la biometria
hematica (eritrocitos, hemoglobina y leucocitos) y quimica sanguinea (glucosa,
creatinina, colesterol y triglicéridos) de la tabla 17 fueron normales con respecto a
los valores de referencia, entendiéndose entonces que los sujetos, hombres y
mujeres, no eran anémicos, no poseian enfermedades activas, disponian de buena
funcién renal, no eran diabéticos o con problemas dislipidémicos; ademas que de
acuerdo a sus paneles de bioseguridad estaban libres de enfermedades

infectocontagiosas como hepatitis B y C, VIH vy sifilis.
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Tabla 16. Datos antropomeétricos de los sujetos de investigacion.

Parametro Hombre (Mediat DE) Mujer (Mediax DE) Rango
Edad (afios) 27.28+9.34 29.04+8.58 18-55
Peso (kg) 67.40+8.48 58.25+6.55 No aplica
Altura (m) 1.68+0.070 1.58+0.05 No aplica
IMC (kg/m?) 23.81+2.33 23.11+2.29 18-27
Temperatura (°C) 36.0+0.27 36.09+0.24 35.5-36.9
Presion sistélica (mmHgQ) 109.23£7.79 103.38+6.59 <120
Presion diastélica (mmHg) 71.76+3.60 65.95+4.43 <80
Frecuencia cardiaca 71.76+5.17 68.19+5.10 60-100
(latidos por minuto)
Frecuencia respiratoria 17.04+0.804 17.42+0.97 16-20
(respiraciones por minuto)

Tabla 17. Datos de las pruebas de laboratorio de los sujetos de investigacion.
Parametro Hombre Valor de Mujer Valor de
) referencia ) referencia
Mediax DE Mediat DE

Eritrocitos 5.469X10%+0.40 4.39-6.10X10° 4.68X106+0.28 | 3.87-5.44X106
(eritrocito/pL)
Hemoglobina 16.68 +1.06 13.80-18.50 14.10+0.74 11.70-16.60
(g/dL)
Leucocitos 6.33 X103+ 1.04 3.84-9.79X103 6X10%+1.60 3.56-
(leucocito/ pL) 10.30X103
Glucosa (mg/dL) 91.65 +5.38 60-110 86.46+8.93 60-110
Creatinina sérica 0.854 +0.091 0.77-1.32 0.690+0.11 0.59-1.04
(mg/dL)
Colesterol (mg/dL) 158.24 £29.99 <200 151.04+26.95 <200
Triglicéridos 107.71 £32.77 <150 88.55+33.14 <150
(mg/dL)
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En el examen general de orina los hallazgos fueron no relevantes clinicamente, ya
que los pardmetros eran aislados y no alcanzaron rangos para considerarse como
patologia, por ejemplo, bacterias aisladas con filamento mucoide ocasional y
escaso, sin nitritos o esterasa, cristales de oxalato con filamento mucoide escaso y
cetonas aisladas. Por otro lado, los electrocardiogramas mostraron eventos de
arritmia y bradicardia sinusal, bloqueo incompleto de la rama derecha y haz de His,
arritmia sinusal y repolarizacion precoz considerados como normales y que no

representan enfermedades cardiacas.

Todo lo previamente enunciado prueba que, durante todo el transcurso del estudio
clinico, los sujetos, hombres y mujeres, efectivamente mantuvieron un buen estado
de salud y por lo tanto la poblacibn era sana en términos de lo precisado

normativamente.

8.1.3 Manifestaciones clinicas: implicaciones y toma de decisiones

Se produjeron 21 tipos de manifestaciones clinicas no deseables: estrefiimiento,
hematoma periocular, rinorrea verdosa y hialina, cefalea, tos, hipoacusia, dolor del
trapecio izquierdo, dolor toracico, herpes labial, nduseas leves, dolor abdominal,
distension abdominal, mareo, faringodinia, dolor dental en tercer molar, rash
cutaneo, flujo vaginal, parestesia facial, cdlico intestinal, fiebre y pirosis. Las mujeres
presentaron 14 manifestaciones no deseables, que es mayor comparada con

aguellas expresadas por los hombres, 7 (tabla 18).

Las manifestaciones se clasificaron de acuerdo a la NOM-220-SSA1-2016 como
eventos adversos (rinorrea, mareo, faringodinia, dolor toracico y tos), reacciones
adversas a medicamentos (estreflimiento, colico intestinal, rash cutaneo, pirosis,
cefalea y nduseas) y reacciones adversas inesperadas (distensién abdominal, flujo
vaginal, parestesia facial, dolor en trapecio izquierdo, herpes, hipoacusia,

hematoma periocular y dolor dental).
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Tabla 18. Manifestaciones clinicas no deseables de los sujetos de investigacion y medicamentos

concomitantes de rescate.

Numero | Edad Sexo Manifestacion clinica no Medicamento concomitante
de sujeto deseable
1 46 Mujer Estrefiimiento Sin tratamiento
2 25 Hombre Hematoma periocular Dexametasona gotas oftalmicas,
una gota cada 8 h
3 27 Mujer Rinorrea verdosa, Paracetamol 500 mg VO DU,
cefalea, tos e hipoacusia loratadina 10 mg VO DU y
desloratadina 5 mg VO DU
4 27 Mujer Rinorrea hialina y tos Paracetamol 500 mg VO una tableta
cada 8 h, y loratadina 10 mg VO una
tableta cada 24 h
9 55 Mujer Dolor del trapecio Sin tratamiento
izquierdo y cefalea
10 27 Mujer Rinorrea hialina Sin tratamiento
14 30 Mujer Dolor toréacico y herpes Paracetamol 500 mg VO cada 8 h
labial por 1 dia y ketorolaco sublingual 30
mg DU
15 23 Mujer Nauseas leves, cefalea 'y Ketorolaco sublingual 30 mg DU,
dolor abdominal ibuprofeno 400 mg VO DU y
trimebutina 200 mg VO cada 24 h
18 25 Hombre Distension abdominal Sin tratamiento
19 19 Mujer Mareo, faringodinia, dolor Ketorolaco sublingual 30 mg DU
dental (tercer molar) y
estrefiimiento
21 22 Hombre Rinorrea Sin tratamiento
26 30 Mujer Rash cutéaneo, flujo Sin tratamiento
vaginal y cefalea
28 23 Hombre Faringodinia Sin tratamiento
30 40 Mujer Cefalea Ketorolaco sublingual 30 mg DU
31 22 Mujer Distensién abdominal, Complejo B intramuscular y
nauseas leves y pregabalina VO 75 mg
parestesia facial
32 26 Hombre Nauseas y cdlico Sin tratamiento
intestinal
36 29 Mujer Estrefiimiento Sin tratamiento
38 27 Hombre Cefalea, fiebre y tos seca Desloratadina 10 mg VO DU y
paracetamol 500 mg VO DU
39 30 Mujer Rinorrea hialina, cefalea, | Desloratadina 5 mg VO cada 12 h, 2
faringodinia y cefalea con | dosis, paracetamol 500 mg VO DU,
rinorrea loratadina 10 mg VO DU y
ketorolaco sublingual 30 mg DU
41 20 Hombre Nauseas, cefalea y mareo Sin tratamiento
44 26 Mujer Cefalea, pirosis y rinorrea Loratadina 10 mg VO DU
hialina

VO: via oral, DU: dosis Unica
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En cuanto a la gravedad y severidad de las manifestaciones o casos, son del tipo
no grave y de severidad leve para el caso de estrefiimiento, mareo, nauseas,
faringodinia, dolor del trapecio izquierdo, hipoacusia y pirosis, porque estos
problemas se toleraron facilmente y no requirieron tratamiento; y de severidad
moderada para sintomas como dolor toracico, rinorrea hialina y verdosa, tos,
cefalea, parestesia facial, herpes labial, dolor dental y abdominal, fiebre y hematoma
periocular, dado que, aunque no amenazaron directamente la vida de los
voluntarios, si precisaron de tratamiento farmacolégico. La forma de contrarrestar
las respuestas indeseables y lograr un desenlace sin secuelas consintio en

anamnesis, vigilancia, reposo y dosis de rescate (tabla 18).

En el informe de Poo et al., 2008 para poblacibn mexicana, de igual modo se
identificaron manifestaciones no deseables para omeprazol, tales como: cefalea,
taquicardia, mareo y dolor del codo izquierdo relacionado con la venopuncion, y
algunas otras como nauseas y vomito fueron descubiertas por Reyes et al., 2016,
gue a pesar de todo ello, a los inhibidores de la bomba de protones se les adjudica
notable seguridad y eficacia con minimas reacciones adversas (Ali et al., 2009 y
Xiao et al., 2010).

Con base a lo anterior, a lo marcado en la literatura y lo observado
experimentalmente, a las formulaciones de omeprazol evaluadas en este estudio de

bioequivalencia es viable conferirles seguridad en poblacion mexicana.

Debido a la presencia de efectos no deseados, inasistencia y retiro de aprobacién
de participacion de los sujetos, algunos fueron eliminados en ciertos periodos o de
todo el estudio. Para el caso de aquellos que no asistieron, se tiene que los sujetos
27 y 33 abandonaron el protocolo clinico completamente, el 31 decidid no incluirse
mas en los periodos 3y 4, el 40 Unicamente particip6 en el periodo 1y el sujeto 18
faltd al periodo 3. Para las circunstancias de manifestaciones indeseables, en el
periodo 2 el sujeto 31 presentd un evento adverso (parestesia facial) posterior al
periodo y sin ser eliminado del mismo, en tanto que en el periodo 4 el sujeto 2 fue
excluido, a causa de que expresd hematoma periocular. La eliminacién realizada se

muestra en la tabla 19.
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Tabla 19. Eliminacion de los sujetos de investigacion del estudio clinico.

Numero de asignacioén del Periodo Observacion
sujeto
27,33 1 No participaron en ningin
periodo
27,33y 40 2 Sujeto 40: Unicamente se

presentd al periodo 1.

27,33, 31,18 y 40 3 Sujeto 31: decidié no participar
en los periodos 3 y 4.

Sujeto 18: no se presentd por
motivos personales.

27,33, 2, 31,36 y 40 4 Sujeto 2: eliminado por
presencia de evento adverso
(hematoma periocular).

Sujeto 36: no se presenta por
motivo laboral.

8.2 Fase analitica

8.2.1 Desarrollo del método bioanalitico

El intervalo de cuantificaciéon (CC1 a CC7) de omeprazol fue de 20.00-2000.00
ng/mL, estipulado de acuerdo a la Cmax promedio reportada en un estudio piloto
ejecutado en poblacién mexicana por Pharmometrica S.A. de C.V, 535.354 ng/mL,
cuyo valor maximo de 1619.404 ng/mL en un sujeto de investigacion fue razén de
ampliar el rango de cuantificacion hasta 2000.00 ng/mL, que coincide con lo
presentado por De Smet et al., 2010, Vijayaraghavan et al.,2011 y Liu et al., 2012,
donde se trabajo con un limite superior de cuantificacion de 2000.00 ng/mL, y con
un limite inferior de 5.224, 5, y 5 ng/mL, respectivamente. Otras de las situaciones
gue hizo necesario ampliar el rango de cuantificacion, es la variacion interindividual
de las concentraciones plasmaticas debido al metabolismo oxidativo polimorfico de
la S-mefenitoina hidroxilasa, como se indica en las investigaciones de Vital et al.,
2008 y Ahmad et al., 2015.

En otro orden de ideas, las condiciones espectrométricas propiciaron la ionizacion

y fragmentacion del analito y estandar interno, lo cual se advierte facilmente en los
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espectrogramas de las figuras 10 y 11. Para el analito, el patron de fragmentacion
(ion producto—ion precursor) tenia una relacion m/z de 346.27—198.09 (figura 10),
con una intensidad de 3.24x107 para el ion precursor y de 1.69x10’ para su
producto, que para este ultimo, de acuerdo a Boix et al., 2014 le corresponde una
composicion elemental de CoH12NO2S*, infiriendo con ello que la fragmentacion tuvo
lugar en el bencimidazol (estructura quimica) y que la masa carga de 198.09 es del
anillo piridinico del omeprazol, como lo confirma Zhou et al., 2009 y Zhang et al.,
2010.
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Figura 10. Espectrogramas de los iones precursor (a) y producto (b) de omeprazol.
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En cuanto al estandar interno, su patron de fragmentacion fue de 384.24—200.05
m/z (figura 11), con una intensidad de 2.27X10’ para el ion precursor y de 9.24X10°
para el producto. Conforme a la m/z de 200.05, se puede sefalar que el ion producto
al que se dio lugar fue el anillo piridinico del PNT (Challa et al.,2010y Li et al., 2011),
concordando con los datos de omeprazol, y por lo tanto, sugiriendo que el
comportamiento espectrométrico entre ellos es semejante y que la eleccién de PNT
como estandar interno fue correctamente decidida, como experimentalmente queda
verificado por los valores idénticos de energia de cono de 25 V y de energia del ion
de colision de 10 eV utilizados para OMZ y PNT en la optimizacion espectrométrica

de masas (tabla 11).
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Figura 11. Espectrogramas de los iones precursor (a) y producto (b) de pantoprazol.
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Las condiciones cromatograficas empleadas, columna Cis en fase reversa y AF
0.1% en agua y ACN 100% como fase maovil en proporcién 78:22 v/v a un flujo de
0.4 mL/min en condiciones isocraticas, generaron una excelente separacion del
OMZ y del estandar interno con los mejores tiempos de retencion (tr), valores de
factor de capacidad (k") y picos cromatograficos mas agudos, que de acuerdo a de
Andrés et al., 2014 esto se explica a causa de que la adicion de AF 0.1 % como
fase movil reduce el pH y los tr de compuestos basicos como OMZ, y como
resultado de esto los picos son mas agudos, ademas que el AF mejora la
protonacion e ionizacion de los compuestos y con ello su deteccion (De Smet et al.,
2010). Para OMZ el tr y k™ fueron de 0.88 min y 2.513, y PNT mostr6 un tr de 1.51
min y un k™ de 5.040 que en conjunto permitieron un tiempo de inyeccion de 2.2 min
por muestra, que es menor a los tiempos de inyeccién documentados por Vittal et
al., 2008, Vijayaraghavan et al., 2011, Zhang et al., 2010, De Smet et al., 2010,
Noubarani et al., 2010 y de Andrés et al., 2014, 2.5, 3.0,4.0, 5.0, 10.0 y 13.0 min
respectivamente, lo que significa que el método bioanalitico desarrollado en la

presente investigacion admite un cantidad mayor de muestras a analizar por dia.

8.2.2 Validacion
En esta seccion, los valores de aceptacion para las pruebas efectuadas fueron
establecidos de acuerdo a los criterios de la NOM-177-SSA1-2013 del anexo A.

8.2.2.1 Selectividad

En las unidades analizadas de matriz biologica (plasma normal), hemolizada y
lipémica no hubo presencia de analito y estandar interno, dado que no se
encontraron picos cromatograficos a los tiempos de retencién del analito y del
estandar interno, esto en contraste con las soluciones de comparacion. Esto
permitié aprobar los lotes de plasma (normal, lipémico y hemolizado) para su uso
en el resto de las pruebas de validacion del método con seguridad de que no incluian

analito ni estandar interno, demostrandose asi la alta selectividad del método.

8.2.2.2 Efecto de matriz biol6égica
La respuesta del analito en plasma y en solucién sirvié para calcular el factor de
matriz normalizado (FMN), que es el cociente de tales respuestas. El coeficiente de
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variacion porcentual (%CV) del FMN estaba por debajo del 15% (tabla 20) en las
unidades de matriz bioldgica, lipémica y hemolizada para las concentraciones
equivalentes a las muestras control baja y alta, deduciendo entonces que los
componentes endogenos de la matriz bioldgica como metabolitos, impurezas o
alguna otra sustancia que se agregara como parte del analisis no afectaron
significativamente la respuesta del OMZ y por consiguiente tampoco Su
cuantificacion, su grado de ionizacion (aumento o disminucion), precision de datos,
sus picos cromatogréficos y la sensibilidad del método (Sudha et al., 2016). Lo
anterior le permite a esta metodologia analizar muestras de sujetos de investigacion
que se encuentren hemolizadas o lipémicas sin que se afecte la respuesta y
cuantificacion de OMZ.

Tabla 20. Valores del factor de matriz normalizado para las muestras control baja y alta.

Parametro Lote de plasma
Normal Lipémico Hemolizado
MCB MCA MCB MCA MCB MCA
Promedio 0.995 1.012 0.982 1.004 0.999 1.00
DE 0.010 0.991 0.009 0.007 0.011 0.005
CV (%) 0.991 1.223 0.932 0.740 1.075 0.451

DE: desviaciéon estandar

8.2.2.3 Linealidad

De las 6 curvas de calibracion (con 7 niveles de concentracion cada una) evaluadas
en las 3 corridas analiticas distintas y 2 dias diferentes, el modelo encontrado que
describe la relacion entre la concentracion y la respuesta fue: y=2.09349X -6.91622,
donde y es la respuesta y x la concentracion. Las curvas se ajustaron mejor a una
ponderacion 1/X?, presentando un CV (%) de pendiente intradia de 2.093,
coeficiente de determinacion (r?) de 0.9971 y un coeficiente de correlaciéon de
Pearson (r) de 0.99855, denotando el ajuste correcto del modelo a la variable en

cuestion y que a medida que aumenta la concentracion de omeprazol incrementa la
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respuesta, es decir, la tendencia es lineal (figura 12) en el intervalo de 20.00-
2000.00 ng/mL para la evaluacion farmacocinética de OMZ, presentando ventaja en
un limite superior de cuantificacion mas alto con respecto al intervalo de 1-1000.00
ng/mL de Zhang et al., 2014.
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Figura 12. Modelo lineal de concentracién contra respuesta de omeprazol.

Ya que por curva de calibracion se introduce una muestra cero (plasma y estandar
interno) y por corrida analitica una de blanco reactivo (sin analito y estandar interno),
es factible sefialar que la contaminacion causada de forma cruzada (analito-
estandar interno) y por agentes acuosos (disolventes, por ejemplo) es insignificante,
esto guiado por los cromatogramas (no mostrados) de las muestras sin sefial de

analito para la Moy de analito y estandar interno para la muestra de blanco reactivo.
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8.2.2.4 Precision y exactitud

Los porcentajes de desviacion de las MCB, MCM, MCA, LIC y MCD con respecto a
sus concentraciones nominales en un mismo dia de analisis fueron de 1.490,
4.443,2.344, 1.510 y 1.615 %, correspondientemente, que no sobrepasan el 15% y
20 % (LIC) del criterio de aprobacion. Esto significa que la metodologia desarrollada,
con el uso precipitacion de proteinas como técnica de limpieza de la muestra, brindé
precision de resultados aplicable a un dia de analisis y que equivale a decir que los

resultados eran repetibles.

La precisién de la MCD indicé que una dilucion de hasta 4 veces (1:4) es vélida es
caso de ser necesaria, por ejemplo, si en un dia de andlisis una de las muestras de
los sujetos de investigacion presentara una concentracion de OMZ que esté por
arriba del LSC, se aplicaria el factor dilucién para comprobar si esa concentracion

realmente superd el intervalo de cuantificacion (De Andrés et al., 2014).

Para la reproducibilidad, los porcentajes de desviacion de las concentraciones de
las MCB, MCM, MCA vy del LIC en 2 dias diferentes de analisis fueron de
0.341,1.946, 0.311 y 1.844 %, explicando que el método fue preciso en 2 dias
diferentes y que las muestras de los sujetos de investigacion pueden ser analizadas

en al menos dos dias distintos.

Considerando que los porcentajes de desviacion de las concentraciones de las
MCB, MCM, MCA, LIC y MCD de la repetibilidad y reproducibilidad estuvieron por
debajo de 15% con respecto a la concentracion nominal, se puede declarar que el

meétodo bioanalitico fue preciso y exacto para el rango de cuantificacion descrito.

8.2.2.5 Efecto de acarreo

Acorde al cromatograma (figura 13) de la muestra de BP inyectada al equipo UPLC-
MS/MS antes y después de la del LSC, se establece que durante la corrida analitica
no se dio lugar al aumento o disminucion de la sefal del analito o del estandar
interno por contaminacién de muestras anteriores (LSC), en vista de que la muestra
de BP no exhibié picos cromatogréaficos a los tr de OMZ y PNT, lo cual denota que
las fases de lavado de sellos (ACN 10 %), de purga y de la aguja de inyeccion, ACN

40 %, fueron idéneas.
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Figura 13. Cromatograma de la muestra de blanco de plasma después de la inyeccién de la muestra

del limite superior de cuantificacién.

8.2.2.6 Interferencia i6nica

El grado de interferencia ionica hacia el analito y estandar interno, provocado por
los medicamentos concomitantes administrados como tratamiento farmacoldgico en
las manifestaciones indeseables de la fase clinica, se estimé a través del porcentaje
de desviacion de sus respuestas. Este ensayo se realizo para butilhioscina, cafeina,
cotinina, desloratadina, difenidol, ketorolaco y paracetamol, ya que algunos de
aquellos nombrados en la tabla 18 fueron excluidos: loratadina, complejo B,
pregabalina, ibuprofeno, trimebutina y dexametasona; considerando que ya habia
pasado el tmaxde omeprazol y que los sujetos de investigacion estaban en el periodo

de lavado o en valoracion médica posperiodo.
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Los porcentajes de desviacion de la respuesta para el analito y estandar interno
(tabla 21) fueron menores al 20% (criterio de aceptacién), de tal manera que se
asume que butilhioscina, cafeina, cotinina, desloratadina, difenidol, ketorolaco y
paracetamol no provocaron interferencias en la respuesta y cuantificacion de OMZ,
de tal forma que el método es altamente selectivo y libre de interferencias debido a
medicamentos concomitantes (Sudha et al., 2016). El porcentaje de mayor
interferencia (6.241%) para omeprazol lo indujo cotinina, y para pantoprazol
(7.6909%), paracetamol, que, aunque no superaron el porcentaje de desviacion del
+ 20 %, para futuros estudios de bioequivalencia de omeprazol podria ser oportuno
comunicar a los sujetos de investigacion disminuir o eliminar la ingesta de cigarros
antes de entrar a cualquier periodo, ya que la nicotina que contienen los cigarros

genera cotinina que puede afectar la respuesta de OMZ.

Tabla 21. Datos de la evaluacién de interferencia idnica por farmacos concomitantes.

Farmaco/compuesto % desviacién de respuesta
Omeprazol Pantoprazol
Butilhioscina 2.663 0.0851
Cafeina 0.473 3.657
Cotinina 6.241 2.756
Desloratadina 0.774 0.812
Difenidol 2.094 0.916
Ketorolaco 3.156 0.163
Paracetamol 3.280 7.690

Los anticoagulantes analizados, heparina sédica y K2EDTA, ocasionaron
desviaciones en la respuesta de OMZ y PNT de 9.936 y 3.0927 % para el analito y
de 0.0842 y 3.241 % para el estandar interno, respectivamente. Omeprazol fue
mayormente influenciado por heparina de sodio, y pantoprazol por K2EDTA, sin
embargo, los valores se encontraron dentro de los limites tolerables en la relacion

a la concentraciéon nominal, 20 %, por lo cual, se acepta que los anticoagulantes
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agui expuestos no interfirieron en la respuesta y cuantificacion de OMZ. El hecho
de la aceptacién de heparina de sodio como anticoagulante, gana importancia a
causa de que esto garantiza su uso en los tubos de extraccién de sangre periférica
(muestra) de los sujetos de investigacion, asi como para la obtencion de retorno

venoso en la toma de muestra.

Por ultimo, las matrices lipémicas y hemolizadas de plasma tampoco interfirieron
considerablemente en la respuesta y cuantificacibon de OMZ, puesto que los
porcentajes de desviacion de respuesta del analito y estandar interno por el plasma
hemolizado, fueron de 0.2029 y 3.3399 %, mientras que el plasma lipémico genero
6.4757 y 0.03655 % de desviacién, cumpliendo los dos tipos de plasmas con el
criterio de aceptacion de no interferencia idnica. Esto quiere decir que las muestras
de los sujetos con hemolisis o lipemia no modifican la respuesta de OMZ y PNT en
mas del 20 %.

En resumen, todo lo anterior indica que los medicamentos concomitantes,
anticoagulantes, plasmas lipémicos o hemolizados no perturban la respuesta y

cuantificacion de omeprazol de manera significativa.

8.2.2.7 Estabilidad del analito en matriz bioldgica

La estabilidad del analito en la matriz biolégica fue valorada por el porcentaje de
desviacion con respecto a la concentracion nominal de las MCB y MCA a un tiempo
determinado, que de acuerdo a la tabla 22, todas las estabilidades evaluadas
cumplieron con el criterio de aceptacién (entre el + 15% de la concentracién
nominal), instituyendo que omeprazol fue estable a diferentes condiciones. Como
plasma integro fue estable a corto plazo (5.36 h a 20.1 °C y 31 % de humedad
relativa), a ciclos de congelacién-descongelacion (4 ciclos, 24 h por ciclo entre -
70+£10°C) y a largo plazo (155 dias, -70 +10°C); y en condicién posextraccion fue
estable en la muestra procesada (24 h, refrigeracion de 2-8°C) y en el
automuestreador (27.47 h, 10 °C).

Comparando estos resultados con los del trabajo de Noubarani et al., 2010, se nota
que la estabilidad de OMZ en matriz biologica para este proyecto abarca un tiempo

mas amplio, ya que Nouburani y colaboradores validaron solo 3 CCD, 3 meses de
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estabilidad a largo plazo y 12 h de estabilidad en muestra procesada, pero con una

estabilidad a corto plazo mas larga, 12 h.

Tabla 22. Estabilidad de omeprazol en plasma a diferentes condiciones y tiempos.

Estabilidad % Desviacion

MCB MCA
A corto plazo (5.36 h) 2.65 4.536
Muestra procesada (24 h) 11.201 9.135
Automuestreador (27.47 h) 5.957 1.550
Ciclo congelacién-descongelacion 5.0162 5.856
(4 ciclos)
Largo plazo (155 dias) 2.955 7.0241

8.2.2.8 Estabilidad del analito y estandar interno en solucion

La soluciébn madre de omeprazol, y las soluciones de trabajo del LSC y estandar
interno, fueron consideradas estables hasta 7 dias posteriores a su preparacion, ya
gue las desviaciones del promedio de la sefial con respecto a tiempo cero, fueron
menores al 10 %, 6.629 % para la solucion madre de OMZ, 7.291 % para la ST de
PNT y 6.797 % para la ST del LSC, que da a entender que las soluciones
preparadas a partir de éstas (ST para las CC y MC por ejemplo) fueron igualmente

estables en esos 7 dias.

8.2.2.9 Tolerancia

El método bioanalitico presento tolerancia al cambio de placas de polipropileno por
placas con insertos de vidrio, como quedo probado en las desviaciones menores al
15% con respecto a la concentracion nominal (criterio de aceptacion) de las MCB
(1.759 %), MCM (7.289 %) y MCA (5.100 %), que orienta a expresar que en el
analisis de muestras de los sujetos se pueden ocupar de forma indistinta placas con
insertos de vidrio el lugar de placas de polipropileno si asi fuese necesario, con

certeza de no comprometer la cuantificacion de omeprazol.
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8.2.3 Analisis de muestras

Se analizaron las 3597 muestras de plasma recibidas, las cuales contenian 1 mL de
volumen por muestra. Para esto, se procesaron 3 sujetos de investigacion por
corrida analitica en el equipo UPLC-MS/MS, y por cada dia de analisis se
procesaron 6 sujetos (con sus 4 periodos) con 4 series de muestras control,
intercalando 4 series por cada sujeto y verificando que presentaran una
concentracion dentro del + 15 % del valor nominal. En cada corrida analitica se

ingresaron 2 curvas de calibracion, una inyectada al inicio y otra al final.

8.3 Fase estadistica

8.3.1 Parametros farmacocinéticos
Los valores promedio de los parametros farmacocinéticos de omeprazol, para los
medicamentos de referencia y de prueba para las condiciones estudiadas (ayuno y

postprandial), se notan en las tablas 23 y 24.

Tabla 23. Parametros farmacocinéticos promedios de omeprazol para la formulaciéon de referencia
y prueba para la condicion de ayuno.

Parametro (unidades) Referencia (mediatDE) Prueba (mediatDE)
ABCo.- (ngh/mL) 584.435+322.442 585.241+293.687
ABCo.t (ngh/mL) 558.272+315.375 561.178+287.475
ABCit-- (%) 5.025+£2.699 4.479+1.685
Cmax (ng/mL) 398.915+170.484 419.861+141.106
tmax () 1.961+0.596 1.717+0.659
tuz () 0.708+0.390 0.643+0.227
tiag (D) 0.919+0.502 0.792+0.437
TMR (h) 2.552+0.692 2.285+0.619
Ke (h?) 1.165+0.418 1.195+0.365
F (%) 100.13

F: biodisponibilidad relativa
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Tabla 24. Parametros farmacocinéticos promedios de omeprazol para la formulacién de referencia

y prueba para la condicién postprandial.

Parametro (unidades) Referencia (mediaxDE) Prueba (media+DE)
ABCo-- (ngh/mL) 536.206+321.353 552.788+319.818
ABCo-t (ngh/mL) 447.364+306.811 459.553+314.477
ABCt-- (%) 11.900+8.261 13.400+11.678
Cmax (ng/mL) 188.419+118.821 190.161+123.425
tmax () 4.542+1.501 4.564+1.883
tiz () 0.828+0.393 0.974+0.665
tiag () 2.193+1.288 2.256+1.483
TMR (h) 4.997+1.129 5.307+1.576
Ke (h?) 0.977+0.331 0.898+0.344
F (%) 103.09

Al examinar las dos tablas anteriores, se logra apreciar (numéricamente) que el
medicamento de prueba exhibié un comportamiento farmacocinético semejante al
de referencia tanto en la condicién de ayuno como en la postprandial, sin embargo,
ambas formulaciones presentaron diferencias en sus parametros farmacocinéticos
promedios (ABCo-», ABCo-t, ABCt-«, Cmax, tmax, t12, tlag, TMR y Ke) cuando se
enfrentaron a la influencia de los alimentos, por ejemplo, los valores de ABCo-- (en
promedio) sin consumo de alimentos para los medicamentos de referencia y de
prueba fueron de 584.435 ngh/mL y 585.241 ngh/mL, respectivamente, discrepando
con los datos de ABCo-- postprandiales, 536.206 ngh/mL para la formulacion de
referencia y 552.788 ngh/mL para la de prueba, lo que sugiere que la dieta provoco
un efecto ligeramente mayor (16 6rdenes de magnitud) en la biodisponibilidad en
magnitud (ABC) del medicamento de referencia, dando lugar a una cantidad
absorbida levemente menor para ésta ultima, alrededor del 8%. Lo anterior era
previsible debido a que se ha reportado (Lee et al., 2009, Aman et al., 2010 y Liu et
al., 2013) que la ingesta concomitante de alimentos reduce la tasa y alcance de la
exposicion sistémica de omeprazol, pero para el caso de estas capsulas con pellets

de recubierta entérica evaluadas, el efecto de los alimentos puede considerarse no
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significativo en cuanto a cantidad absorbida, ya que el ABCo--~ obtenida se asemeja
al dato proporcionado (ABCo-»-=555.96 ngh/mL) por Mansouri et al.,2017 para
capsulas gastrorresistentes de 20 mg de omeprazol, donde se informa que para tal

valor de ABCo-~ la cantidad total de farmaco absorbido no es afectada.

Para este punto, es relevante puntualizar que los valores de ABCo--» en ayuno (de
los que estan disponibles para 20 mg de omeprazol) no tuvieron completa
conformidad con lo detallado en la literatura incluso entre sujetos de una misma
poblacion, por ejemplo, para México, Reyes et al., 2016 obtuvieron un ABCo-~ de
993.25 ngh/mL para cpsulas combinadas con 1100 mg bicarbonato de sodio,
mientras que Poo et al., 2008 especifica un valor de 1000 ngh/mL (1.00 pgh/mL)
para capsulas sin bicarbonato de sodio, que en contraste tiene variaciones con lo
conseguido en esta investigacion y algunas otras como las de Joti et al., 2009, Nasr
y Hassan, 2009, Saha et al., 2014 y Mansouri et al.,2017 para habitantes (hombres)
de Bangladesh (Asia del Sur), Egipto (Noreste de Africa) y Argelia (Africa del Norte),
respectivamente, con valores de cantidad absorbida de 1979.18, 632.89, 848.21 y
555.96 ngh/mL, consecuentemente. Esa variabilidad entre sujetos puede ser en
gran parte atribuida al polimorfismo genético del citocromo P450, isoforma
CYP2C19,n0 obstante también se puede deber a factores como el sexo, peso, edad
y diferencias interétnicas (Jin et al., 2009, Nasr y Hassan, 2009 y Koukoula et al.,
2016).

Continuando con el analisis de areas, la cantidad absorbida para la condicion de
ayuno al tiempo de muestro de 12 h (ABCo-t) fue de 558.272 ngh/mL para el producto
de referencia y de 561.178 ngh/mL para el de prueba, en tanto que la cantidad
absorbida a las 24 h con influencia de alimentos para los medicamentos de
referencia y de prueba fueron 447.364 ngh/mL y 459.553 ngh/mL,
correspondientemente. Conociendo que el porcentaje de dosis eliminada es igual al
cociente de ABCo#/ ABCo-~ ponderado por 100, se puede decir que la dosis
eliminada del medicamento de referencia fue de 95.52% y para el de prueba de
95.88% para la condicion de ayuno a un tiempo de muestreo de 12 h, mientras que

83.43% de dosis eliminada pertenecié a la formulacion de referenciay 83.13% a la
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de prueba a un tiempo igual a 24 h con consumo de alimentos, lo que orienta a decir
que para las cuatro periodos, el tiempo de muestreo fue apropiado y suficientemente
largo como para describir adecuadamente el perfil concentracion contra tiempo de
omeprazol, ya que se cubrié mas del 80% del mismo, y en adicion satisface uno de
los puntos solicitados en estudios de bioequivalencia (Allegrini et al., 2008 y
Mansouri et al.,2017).

Para la Cmax, también hubieron diferencias cuando las formulaciones fueron
sometidas al ayuno y al consumo de alimentos, cambiando de 398.915 ng/mL vy
419.861 ng/mL a 188.419 ng/mL y 190.161 ng/mL para los medicamentos de
referencia y de prueba, respectivamente, lo que pone de manifiesto que la comida
suministrada a los sujetos de investigacion influy6 (200 6rdenes de magnitud) en la
biodisponibilidad en velocidad de omeprazol (Cmax) puesto que su decrecimiento fue
cerca de 45%, siendo menor para el medicamento de prueba, y por lo tanto
ofreciendo concentraciones plasméaticas mas altas del principio activo. Este
fendmeno de disminucion de la Cmax Se expuso de igual manera en el trabajo de Liu
et al., 2013 para las dos formulaciones de 40 mg de omeprazol ensayadas en
hombres y mujeres de China, la primera, de liberacion inmediata, presentdé cambios
de 1462 a 777 ng/mL (53%) y la segunda, de liberacion retarda, pasé de 1055 a 602
ng/mL, es decir, 57% de descenso. Si se comparan los datos de Cmax encontradas
con diversas poblaciones, seguird persistiendo la variabilidad interindividual
(intrasujeto) asociada al polimorfismo genético y otras razones como las citadas
para el ABC.

En cuanto al tmax, la variacion ante el cambio de condiciones fisiol6gicas del ayuno
vs alimentos se advirti6 con un desplazamiento de tiempo de 2.581 h para los
medicamentos de referencia y de 2.847 h para los de prueba, lo que significa que la
concentracion plasmatica maxima, tardd mas tiempo en alcanzarse cuando las
formulaciones se enfrentaron a condiciones fisioldgicas distintas a aquellas que son
propias del ayuno, como fluctuaciones mecanicas, cambios de pH, de motilidad y
osmolaridad por ejemplo, en donde las alteraciones fueron levemente superiores

para la formulacion de prueba (Varum y Basit, 2013). En el trabajo de Liu et al., 2013
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también se concluye que, para condicion de ayuno, el tmax practicamente se duplica,
pero sin diferencias en tratamientos de dosis diferentes, lo que implica que la dosis
no afecta la tasa de exposicion sistémica de omeprazol, tmaxde 0.4y 1.0 h para el
medicamento de liberacion inmediata y 1.9 y 3.4 h para el de liberacion retardada

en ayuno y con alimentos, concernientemente.

Otro analisis que se puede realizar para tmax, €n funcion de la premisa de calidad de
las formulaciones involucradas en este proyecto, y juzgada por el proceso de
manufactura de acuerdo a la NOM-059-SSA1-2015-“Buenas practicas de
fabricacion de medicamentos”, la procedencia de un lote productivo, fecha de
caducidad no excedida, pruebas de calidad farmacopeicas (uniformidad de
contenido y valoracion, tabla 15) y su desempefio in vivo como diferencias menores
en ABC y Cmax (comparadas entre ellas en una condicion especifica), es la inferencia
de que este pardmetro farmacocinético no presentd6 cambios estadisticamente
significativos a pesar de no ejecutar un prueba formal para detectar tales cambios,
en razon de que el tmax €s altamente dependiente de la formulacién (Nasr y Hassan,
2009 y Romén et al., 2014).

Respecto al t1/2, los valores fueron aproximadamente iguales, ya que se trata de un
dato intrinseco para cada farmaco, reportandose vidas medias de omeprazol muy
parecidas, 0.96 h, por mencionar el observado en el equipo de trabajo de Vlase et
al., 2010.

El tiempo en promedio que transcurrié desde la hora de dosificacion, hasta el punto
en el que se consiguieron concentraciones plasmaticas medibles de omeprazol en
el muestreo, tiag, fue de 0.919 h para la forma farmaceéutica de referencia y 0.792 h
para la de prueba en ayuno, en tanto que, para las formas farmacéuticas que
tuvieron influencia de alimentos, fueron de 2.193 h para la de referencia y de 2.256
h para la de prueba, lo que indirectamente apunta de acuerdo a la definicion de tiag,
que el omeprazol logré llegar a circulacion general a los tiempos mencionados, con
diferencias entre condiciones de ayuno y postprandial, donde en esta ultima, el
omeprazol tardd 2 h aproximadamente en absorberse, teniendo el medicamento de
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prueba un tiempo de retardo (Tiag) sutiimente elevado comparado con el

medicamento de referencia.

Los tiempos medios de residencia (TMR), es decir los tiempos en que en promedio
las moléculas de omeprazol de forma individualizada permanecieron en el
organismo, fueron de 2.552, 2.285, 4.997 y 5.307 h para las formulaciones de
referencia y de prueba en ayuno y con alimentos, respectivamente. Conforme a
estos valores se puede entender que para el estado de ayuno, el omeprazol residio
mas tiempo cuando se encontraba contenido en la formulacién de referencia, y en
el estado con suministro de comida, lo hizo en la formulacién de prueba. De la
informacion disponible (Gnicamente para condicion de ayuno) para sistemas de
liberacion retardada, como las ocupadas en el presente trabajo, las investigaciones
de Vlase et al., 2010 para capsulas con pelicula entérica en rumanos y de Zhao et
al., 2011 para capsulas con pellets de recubierta entérica en filipinos, parecen
corresponderse de mejor manera con los datos aqui generados, especialmente con
la poblacién rumana, ya que los TMR son 2.33 h para el primer grupo de

investigacion y de 3.72 h para el segundo.

En lo que respecta a la constante de eliminacion (Ke) de omeprazol, ésta tuvo un
valor promedio parecido en los cuatro periodos, tendiendo practicamente a la unidad
en cada uno de ellos. EI omeprazol en la formulacion de prueba y en condicién de
ayuno poseia una Ke mas alta, mientras que con alimentos, la formulacion de
referencia mostré una Ke mas grande, lo que denota que en el omeprazol en el
medicamento de prueba tuvo una residencia menor en el organismo en estado de
ayuno, pero con ingesta de alimentos residié menos tiempo en el organismo cuando
estaba formulado en producto de referencia, es decir, abandoné mas rapido el
organismo. Para mexicanos, los datos de Ke no se proporcionan en las dos unicas
publicaciones existentes (al menos a las que se tiene acceso) para
bioequivalencia/farmacocinética de omeprazol, aunque teniendo presente que tie
es inverso a Ke (t12=0.693/Ke) y con base a los ti2 de 0.85 h y 0.86 h para las
publicaciones mencionadas (en ayuno), se esperaria que los valores de Ke fuesen

menores comparados con los determinados en este proyecto (t12=0.708 en ayuno).
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Con respecto a otras poblaciones, los valores de Ke guardan una mayor relacion con
los rumanos (Ke=0.753 h) vy filipinos (Ke=0.45 h) y una menor con los sujetos de
Bangladesh (Ke=0.14 h) (Joti et al., 2009, Vlase et al., 2010 y Zhao et al., 2011).

Finalmente, conforme en las biodisponibilidades relativas (F) encontradas, 100.13%
en condicion de ayuno y 103.09 % con ingesta de alimentos, se confirman las
variaciones minimas mencionadas para el ABC entre los medicamentos de prueba
y de referencia, y en consecuencia se establece que la fraccion absorbida de
omeprazol entre los dos medicamentos y las dos condiciones es analoga. Para el
caso de las formulaciones evaluadas en poblacion mexicana, las cépsulas sin
bicarbonato de sodio presentaron una F de 111% y aquellas combinadas con
bicarbonato de sodio una F de 94.94 %, presentando entonces la formulacion
investigada en este estudio una F> a las capsulas con bicarbonato, pero menor a

las capsulas de recubierta entérica, en ayuno.

Los perfiles promedios de concentracién plasmatica frente a tiempo de omeprazol
(figura 14) fueron similares tanto para la condicién de ayuno como para la de ingesta
de alimentos, lo que indica que las formulaciones tuvieron un rendimiento in vivo

parecido.
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Figura 14. Perfiles promedio de concentracion plasmética vs tiempo de los medicamentos de
referencia y de prueba en condicion de ayuno y postprandial.

Al realizar un analisis multivariado por conglomerados basados en distancias
Euclideas para los medicamentos de prueba y referencia para la condicion de
ayuno, se identificaron 3 subpoblaciones de metabolizadores de omeprazol como
se muestran en las tablas 25 y 26. Las subpoblaciones fueron clasificadas como
metabolizadores pobres (PM), intermedios (IM) y extensos (EM). Para el
medicamento de prueba en condicién de ayuno (figura 15), el sujeto 26 correspondio
a una sola subpoblacién y era metabolizador pobre absorbedor intermedio, el sujeto
1 fue otra subpoblacién de metabolizador intermedio absorbedor lento, y el resto de
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los sujetos de investigacion (40) fueron metabolizadores extensos absorbedores

rapidos, que porcentualmente representa el 95.23 % de la muestra total (42).

Tabla 25. Parametros farmacocinéticos de las subpoblaciones de los diferentes tipos de
metabolizadores de omeprazol para el medicamento de referencia en condicién de ayuno.

Parametro

Referencia
Media [minimo-méximo]

Subpoblacién |

Subpoblacién I

Subpoblacién il

PM EM IM

ABCo-~ (ngh/mL) 1682.896 [1628.896- | 501.712 [220.047- 1230.7 [1164.737-
1628.896] 1048.646] 1329.695]

ABCo- (ngh/mL) 1615.359 [1615.359- | 475.555 [202.244- 1198.51 [1134.453-
1615.359] 1008.156] 1301.2]

ABC:t. (ngh/mL)

4.013 [4.013-4.013]

5.580 [2.119-21.221]

2.632 [2.142-3.155]

Crmax (ng/mL) 821.839 [821.839- 358.275 [120.752- 745.608 [687.626-
821.839] 611.61] 791.791]

tmax () 2[2-2] 1.965 [0.75-3] 1.89[1-2.67]

tz (h) 1.485[1.485-1.485] | 0.705[0.353-2.551] | 0.882 [0.856-0.9007]

tiag () 0.75 [0.75-0.75] 0.930 [0.25-2.33] 0.833[0.5-1]

TMR (h) 3.042[3.042-3.042] | 2.554[1.706-5.066] | 2.621[1.882-3.214]

Ke (h) 0.466 [0.466-0.466] | 1.186[0.271-1.963] | 0.785[0.769-0.809]

Tabla 26. Parametros farmacocinéticos de las subpoblaciones de los diferentes tipos de
metabolizadores de omeprazol para el medicamento de prueba en condicién de ayuno.

Parametro

Prueba
Media [minimo-maximo]

Subpoblacion |

Subpoblacion II

Subpoblacion lli

IM EM PM
ABCo-» (ngh/mL) 1280.607[1280.607- 544.117[260.622- 1579.01[1579.01-
1280.607] 1161.079] 1579.01]
ABCo-t (ngh/mL) 1228.193[1228.193- 518.692 [241.062- 1551.105 [1551.105-
1228.193] 1110.118] 1551.105]

ABCt~ (ngh/mL)

4.092 [4.092-4.092]

4.976[2.504-28.355]

1.767[1.767-1.767]

Crmax (Ng/mL) 657.499[657.499- 402.761[199.528- 849.087[849.087-
657.499] 665.332] 849.087]

tmax () 2.67[2.67-2.67] 1.676[0.75-2.67] 2.33[2.33-2.33]

tz (h) 1.063[1.063-1.063] 0.647[0.344-1.435] 0.933[0.933-0.933]

tiag () 1[1-1] 0.788[0.25-2.33] 0.751[0.751-0.751]

TMR (h) 3.556[3.556-3.566] 2.254[1.532-3.760] 3.005[3.005-3.005]

Ke (h) 0.651[0.651-0.651] 1.195[0.482-2.010] 0.742[0.742-0.742]
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Figura 15. Perfil promedio de concentracion plasmatica vs tiempo del medicamento de prueba en

ayuno para las subpoblaciones de metabolizadores de omeprazol.

La subpoblacion de metabolizadores extensos encontrada es similar a lo descrito
en algunos estudios de genotipificaciébn en poblacion mexicana, por ejemplo de
Andrés et al, 2013 indica que de 127 sujetos, 90 % fueron metabolizadores
extensos, aungue de acuerdo a Cuautle-Rodriguez et al., 2014 existen variaciones
en el porcentaje de esta subpoblacion, dado que ellos demostraron que el
porcentaje de metabolizadores extensos (portadores del alelo *1) fue de 90.2 %
para mexicanos-americanos (Los Angeles, California), 93.1 % para mexicanos-
mestizos (Guadalajara, Jalisco) y con variaciones mas acentuadas para los
amerindios, 94.6% para purépechas (Michoacan), 96.3 % para tojolabales
(Chiapas), 94.3 % para tzotziles (Chiapas), 100 % para tzeltales (Chiapas) y 69 %
para tarahumaras (Chihuahua). Lo anterior significa que la poblacibn mexicana
presenta un metabolismo extenso para omeprazol y para aquellos farmacos que
sean sustratos de la CYP2C19, lo cual puede ser un punto de partida para futuros

estudios de bioequivalencia en México que incluyan genotipificacion para establecer
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tipos de metabolizadores por CYP2C19, ya que el polimorfismo genético puede
suscitar rechazo de bioequivalencia como el detectado por Mansouri et al.,2017 al
incluir metabolizadores pobres de omeprazol (2 sujetos) sin previa evaluacién del
estado metabdlico, que finalmente origind un intervalo de confianza para Cmax de
73.75-100.54% por debajo de lo requerido reglamentariamente; ademas que puede
ser una forma indirecta de estimar efecto farmacoldgico de omeprazol debido a que
el pH intragastrico esta influenciado por el polimorfismo de la enzima en cuestion
(Koukoula et al., 2016).

En cuanto a un analisis entre metabolizadores de CYP2C19 de diferentes
nacionalidades distintas a la mexicana, de Andrés et al., 2013 reporta que los
colombianos mestizos son en su mayoria metabolizadores extensos (95.4 %), y en
menor porcentaje, metabolizadores pobres (4.6 %). Por otro lado, Luo et al., 2006
indicaron que el porcentaje de EM es de 81.0, 86.4, 61.5, y 63.1 %, mientras que el
de PM es de 0.8, 0.9, 9.6, y 5.7 % para africanos-americanos, caucasicos, asiaticos

del este y asiaticos de sureste, respectivamente.

8.3.2 Andlisis de varianza

El andlisis de varianza realizado mediante un modelo para disefios estandares
cruzados 2x2 para determinar los efectos de secuencia, periodo, formulacion y
sujeto en los parametros farmacocinéticos Cmax, ABCo-t y ABCo-~ a partir de su
transformacién logaritmica en base e (In) para las dos condiciones ensayadas, se

resume en las tablas 27 y 28.

Tabla 27. Valores de p para las fuentes de variacién obtenidas del ANOVA de los parametros
farmacocinéticos para la condicién de ayuno.

Parametro Fuentes de variacion
Secuencia Secuencia por sujeto Formulacién | Periodo
ABCo-- (ngh/mL) 0.69335 0.00000* 0.92003 0.00543*
ABCo-t (ngh/mL) 0.72922 0.00000* 0.78334 0.00895*
Cmax (ng/mL) 0.91958 0.00061* 0.22640 0.44627

*Estadisticamente significativo
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Tabla 28. Valores de p para las fuentes de variacion obtenidas del ANOVA de los parametros
farmacocinéticos para la condicion postprandial.

Parametro Fuentes de variacién
Secuencia Secuencia por sujeto Formulacion | Periodo
ABCo-» (ngh/mL) 0.30446 0.00000* 0.40962 0.60716
ABCo-t (ngh/mL) 0.59902 0.00000* 0.55672 0.52980
Cmax (ng/mL) 0.24435 0.00029* 0.96456 0.45697

Los valores de probabilidad del ANOVA (tablas 27 y 28) evidenciaron que no se
presentaron efectos de secuencia y formulacion (p>0.05) para el estado de ayuno y
para el de alimentos en los tres parametros farmacocinéticos, sin embargo, si se
mostraron efectos (p<0.05) de sujeto anidado en la secuencia en ABCo-», ABCo-ty
Cmax para ayuno y alimentos, mientras que el efecto de periodo solo se observo en
ABCo--» y ABCo-t en ayuno. La ausencia de efectos de formulacion demostré que
entre los medicamentos, referencia y prueba, las diferencias fueron insignificantes

y por consiguiente reflejo de calidad y equivalencia terapéutica (Islam et al., 2011).

El efecto de secuencia por sujeto o sujeto anidado en la secuencia, queda acusado
por las habituales variaciones interindividuales de los sujetos de investigacion (Islam
et al., 2011), que para este caso, los coeficientes de variacion (CV) intrasujeto
calculados (tabla 29) son los siguientes: 13.508, 14.046 y 28.420 % para ABCo-«,
ABCoty Cmax €n ayuno, y 20.255, 34.450 y 38.071 % para ABCo-», ABCo-ty Cmax
para la situacion influenciada por la ingesta de comida, respectivamente. EI CV mas
destacado (alimentos) y de preocupacion fue el de Cmax, ya que el valor de 38.71%
implica que para préoximos estudios de bioequivalencia se debe mantener un tamafio
de muestra similar al empleado en este trabajo o aumentarlo para asegurar
bioequivalencia, ya que por dar un ejemplo, Vaz-da-Silva et al., 2015 no concluyeron

bioequivalencia con un tamafo de muestra de 24 sujetos.

Para el efecto de periodo, éste no se pudo deber a un problema residual o de
acarreo farmacocinético (carryover) de un periodo a otro en vista de que el tiempo
de lavado de 7 dias superd en gran medida las 7 ty2 a las cuales se elimina el 100%
del farmaco (t12~2 h), y ademas ninguno de los sujetos en ningun periodo presento
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una concentracion de muestra predosis > al 5% de la Cmax, ante ello se llega a la
conjetura de que el estado fisioldgico de los voluntarios y/o los cambios ambientales
entre los periodos pudieron haber afectado la biodisponibilidad y con ello
ocasionado efecto de periodo, que en términos practicos es despreciable (Mansouri
et al., 2017).

Por lo antes expuesto, se puede establecer homogeneidad en la poblacion de
estudio y que el disefio considerado en el protocolo fue correcto y adecuadamente

conducido en las fases clinica y analitica.

Tabla 29. Coeficientes de variacién intra e intersujeto para los parametros farmacocinéticos para la
condicién de ayuno y postprandial.

Parametro Ayuno Alimentos

CV intrasujeto CV intersujeto CV intrasujeto CV intersujeto
(%) (%) (%) (%)

ABCo-~ (ngh/mL) 13.508 46.489 20.255 46.255
ABCo- (ngh/mL) 14.046 47.754 34.450 60.204
Crmax (Ng/mL) 28.420 28.707 38.071 42.132

8.3.3 Deteccion de valores atipicos

Atendiendo a lo estipulado en la NOM-177-SSA-1-2013 de que *2 residuales
estudentizados en los pardmetros farmacocinéticos para los medicamentos de
prueba o de referencia deben considerarse como datos outliers o atipicos
(extremos), en este este trabajo se encontré que los sujetos 26, 34, 39 y 41 (tabla
30) exhibieron valores extremos para ABCo--», ABCo-ty Cmax €n ayuno, pero para la
situacion con ingestion de alimentos, solamente los voluntarios 21, 32 y 35 (tabla
31) presentaron +2 residuales estudentizados para dichos parametros. De acuerdo
a los valores de las tablas 30 y 31 y en funcién de la clasificacion propuesta por
Rasheed et al., 2013, se establece que en general los sujetos tuvieron valores
atipicos denominados “entre sujetos” (between-subject outliers) o de tipo A, ya que
estos revelaron biodisponibilidades extremas para ambos medicamentos, sin
embargo, los sujetos 32, 35 y 41 parecen pertenecer a la categoria de valores

atipicos “dentro del sujeto” o tipo B (within-subject outliers) ya que los valores
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inusuales en biodisponibilidad ocurrieron Gnicamente ante el medicamento de
referencia; pero debido a que en el ANOVA no existieron diferencias
estadisticamente significativas para las formulaciones, se descarta esta idea. La
implicaciéon de sujetos tipo A indica que el mecanismo genético subyacente para el
metabolismo puede ser diferente de sujeto a sujeto, lo cual quedd sustentado por
los altos coeficientes de variacion intrasujeto observados (tabla 29) y por el efecto
de sujeto anidado en la secuencia en el ANOVA.

Los valores extremos fueron confirmados aplicando la prueba de Grubbs, que
consecuentemente dio lugar a la aceptacion de la hipotesis alterna (p<0.05) de que
los datos realmente atipicos con un 98% de confianza involucran a los sujetos 21,
35y 41 para ABCo--y ABCo-+, que para el sujeto 32 se afiade Cmax como valor atipico.
Este hecho no fue causa para la eliminacion de los sujetos de investigacion por
motivo de que no hubieron registros de irregularidades en la fase clinica y analitica,
ademas que la autoridad reguladora de estudios de bioequivalencia, no permite la
exclusion de valores atipicos con bases puramente estadisticas, como es el caso,
pero no debe perderse de vista el potencial efecto que pueden tener los sujetos que
no se siguen la tendencia general del conjunto de datos, es decir, la poblacion de
estudio ( Karasoy y Daghanz, 2012).

Tabla 30. Residuales estudentizados para los parametros farmacocinéticos de los sujetos atipicos
en condicion de ayuno.

Parametro Sujeto Referencia Prueba Residual estudentizado
ABCo-~ (ngh/mL) 26 1329.695 1579.010 3.301
41 1164.737 599.210 -3.203
44 697.741 1099.656 3.267
ABCo-t (ngh/mL) 26 1301.200 1551.105 3.248
41 1134.453 574.537 -3.206
44 671.040 1072.119 3.215
Cmax (ng/mL) 34 590.770 264.917 -2.316
39 564.429 231.444 -2.413
41 791.797 401.626 -2.466
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Tabla 31. Residuales estudentizados para los parametros farmacocinéticos de los sujetos atipicos
en condicion postprandial.

Parametro Sujeto Referencia Prueba Residual estudentizado
ABCo-- (ngh/mL) 21 407.120 889.376 4.160
32 1121.076 853.029 -2.167
35 144.293 477.146 2.722
ABCo-t (ngh/mL) 21 350.956 844.022 4.228
32. 1052.595 691.167 -3.032
35 120.158 434.808 2.551
Cmax (ng/mL) 32 454.987 163.523 -2.640

8.3.4 Decisidén de bioequivalencia

Fundamentado en los intervalos de confianza clasicos al 90% producidos para los
parametros farmacocinéticos ABCo--, ABCo-ty Cmax de los medicamentos referencia
y de prueba, expresados en escala logaritmica (In) para las condiciones del estudio
(tablas 32 y 33), 95.330-105.539, 95.676-106.348 y 97.190-119.945 % para ABCo-
«, ABCo-ty Cmax para ayuno y 95.819-113.378, 91.924-119.162 y 87.084-115.698%
para ABCo--, ABCo-ty Cmax para la ingestion de alimentos, que estan contenidos
dentro del rango de aceptacion de 80-125% de bioequivalencia establecido por el
gobierno mexicano para medicamentos solidos orales de liberacion modificada, se
declara que las formulaciones de liberacion retarda fabricadas por Gennomma
Laboratories México,S.A. de C.V (LOSEC® A) y por Ultra Laboratorios S.A. de C.V
(ULTROMEP®), céapsulas con pellets de recubierta entérica con 20 mg de
omeprazol, son bioequivalentes y a su vez intercambiables y equivalentes
terapéuticos para la condicion de ayuno y posterior a la ingesta de alimentos; de tal
forma que al comercializar en México el medicamento de Ultra Laboratorios se
proveera seguridad y eficacia para los trastornos acidos gastricos para los cuales

esta indicado omeprazol (Midha y McKay, 2009).

Lo anterior fue cerciorado por los valores de probabilidad (tablas 32 y 33) de la

prueba t-doble unilateral de Schuirmann obtenidos para la hipotesis del intervalo,
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cuyos valores menores a 0.05 (p<0.05) permitieron el rechazo de la hipotesis nula

de bioinequivalencia a un nivel significancia del 5% y potencia estadistica mayor al

80%.

Tabla 32. Intervalos de confianza al 90%, valores de probabilidad de la prueba t-doble unilateral de
Schuirmann y la potencia asociada a las pruebas de los parametros farmacocinéticos para la
condicién de ayuno.

Limite superior del IC | Limite inferior del IC | TDU TDU Potencia
Parametro 80.00
(%) (%) 125.00
() ()

ABCo-« 95.330 105.539 0.0000 | 0.00000 1.00000
(ngh/mL) 0

ABCo-t 95.676 106.348 0.0000 | 0.00000 1.00000
(ngh/mL) 0

Crmax 97.190 119.945 0.0000 | 0.01216 0.96679
(ng/mL) 1

Tabla 33. Intervalos de confianza al 90%, valores de probabilidad de la prueba t-doble unilateral de
Schuirmann y la potencia asociada a las pruebas de los parametros farmacocinéticos para la
condicién postprandial.

Pardmetro | Limite superior del | Limite inferior del IC TDU TDU Potencia
IC 80.00
(%) 125.00
(%) (p) ()

ABCo-~ 95.819 113.378 0.00000 | 0.00049 0.99558
(ngh/mL)

ABCo-t 91.924 119.162 0.00066 | 0.01341 0.88394
(ngh/mL)

Chmax 87.084 115.698 0.00535 | 0.00666 0.82933
(ng/mL)
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9.0 CONCLUSIONES

Este estudio permitié determinar la seguridad de una nueva forma farmacéutica en
poblacion mexicana, cidpsulas con pellets de recubrimiento entérico con 20 mg de
omeprazol producidas por Ultra Laboratorios S.A de C.V, como qued6 demostrado
por las manifestaciones clinicas facilmente tolerables y de severidad moderada y

leve.

También a través de esta investigacion se desarrollé y validé un método bioanalitico
para la cuantificacion de omeprazol en plasma humano, el cual fue sensible,
selectivo, libre de interferencias matriciales o de farmacos concomitantes, lineal en
un rango amplio de 20.00-2000.00 ng/mL, preciso, exacto y con un mayor nimero

de muestras por analizar comparado con algunos otros reportados.

El método bioanalitico posibilitd la obtencion de los parametros farmacocinéticos de
omeprazol para los medicamentos de Gennomma Laboratories México y Ultra
Laboratorios, estableciendo finalmente que el intervalo de confianza al 90 % estaba
dentro del 80-125% para las areas bajo la curva y la concentracion plasmatica
méaxima, que indica que las formulaciones presentaron similitudes en
biodisponibilidad en magnitud y en velocidad tanto para la condicion de ayuno como
para la de ingesta de alimentos, es decir, fueron bioequivalentes inclusive cuando
estuvieron influenciadas a los cambios mecanicos Yy fisiolégicos que se dan por la

presencia de los alimentos.

Derivado de la declaracién de bioequivalencia, de igual forma se decreta que los
medicamentos fueron intercambiables y equivalentes terapéuticos que poseen la
misma seguridad y eficacia clinica, por lo que se tiene la certeza de que la
introduccién de la formulacién de Ultra Laboratorios prescrito como medicamento
genérico en poblacion mexicana, proveera un rendimiento in vivo que estara dentro
del intervalo terapéutico y en consecuencia sera un tratamiento farmacoldgico
efectivo y mas accesible para las enfermedades acido-gastricas, logrando asi la
diminucion de estos padecimientos como ademas el gasto publico en materia de

salud.
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ANEXO A

CRITERIOS DE ACEPTACION PARA LA VALIDACION DEL METODO BIOANALITICO

Prueba

Criterio de aceptacién

Selectividad

Al menos 3 unidades de matriz bioldégica no
deben presentar area del analito de interés ni
del estandar interno en el + 5% del tr. En caso
de presentarse no debe ser > al 20% para el
area del analito con respecto al LIC ni > al 5%
del area del estandar interno.

Efecto de matriz biologica

En al menos 3 unidades de matriz biolégica el
CV del FMN de las unidades de matriz
evaluadas no debera ser > al 15%.

Linealidad

Los datos de concentracién recuperada de la
curva de calibracion deben estar dentro del 15%
de la concentracion nominal por cada
calibrador, excepto para el LIC, ya que puede
estar dentro del £ 20%.

Al menos el 75% de las concentraciones de la
curva de calibracién, con un minimo de 6
puntos, deben cumplir con el criterio anterior.

Del total de las curvas evaluadas en la prueba,
al menos el 50% de cada nivel de concentracion
debe cumplir con el criterio del 15% de la
concentracién nominal y 20% para el LIC.

La muestra cero no debe presentar sefial del
analito. En caso de presentarse no debe ser >
al 20% con respecto al LIC.

Precision

Repetibilidad

Al menos 5 series de MC deben presentar una
desviacion de + 15% con respecto a su
concentracién nominal.

Para la muestra control diluida, al menos en 5
muestras, la concentracion obtenida debe
presentar una desviacion de + 15% con
respecto a su concentracion nominal.

Reproducibilidad

Al menos 5 series de MC deben presentar una
desviacion de + 15% con respecto a su
concentracion nominal.

Exactitud

El porcentaje de desviacién de la concentracion
obtenida de las MCB, MCM, MCA y MCD
deberd estar dentro del intervalo del + 15% de
la concentracion nominal, excepto para el LIC,
que puede estar dentro del + 20%.

Efecto de acarreo

Los blancos (blanco plasma y blanco reactivo)
no deben presentar sefial del analito ni del
estandar interno. En caso de presentarse, no
debe ser > al 20% para el area del analito con
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respecto al LIC y > al 5 % del area del estandar
interno.

Interferencia idnica Por farmacos

En al menos 2 muestras, la concentracion
obtenida puede ser £ 20% de la concentracion
nominal.

En caso de observar un pico cromatografico en
la transicion del farmaco + 5% del tr del analito
y/o estédndar interno, integrar las areas. El area
de las interferencias proximas al tr retencion
deben ser < al 20% del area del LIC y al 5% del
area del estadndar interno.

Por anticoagulantes,
hemodlisis y/o lipemia

En al menos 2 muestras, la concentraciéon
obtenida puede ser + 20 % de la concentracion
nominal.

Estabilidad en matriz biologica

Al menos 3 series de MC deben estar dentro del
15 % de la concentracion nominal.

Estabilidad en solucion

Las soluciones madre del analito, la del LSC y
la del estandar interno seran con consideradas
estables si la desviacion del promedio de la
sefal con respecto al tiempo cero, no es > que
10 %.

Tolerancia

Al menos 3 series de MC deben presentar una
desviacibn de * 15 % con respecto a su
concentracién nominal.
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OBAL BIOANALYTICAL CONSULTING, S.C.

ANEXO B
CARTA DEL COMITE DE INVESTIGACION

GLOBAL BIOANALYTICAL CONSULTING S.C. Comité de

o
g investigacion

GLOBAL BIOANALYTICALCONSULTING, S.C.

COMITE DE INVESTIGACION

DICTAMEN

Ciudad de México, a 03 de mayo de 2017.

Q.F.l. Alionka Citlali P. Angeles Moreno
Responsable Sanitario

Dr. Gabriel Marcelin Jiménez
Investigador Principal

Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica)

PRESENTE

Asunto: Dictamen de Protocolo cédigo: BE-OME-012/0417
Codigo de solicitud de dictamen: 32-2017 CI-GBC OMEPRAZOL BE.

Por medio de la presente se hace de su conocimiento que, con fecha 03 de mayo, el Comité de
Investigacion de Global Bioanalytical Consulting, S.C., con numero de Registro 15 CI 09 014 068,
en su reunién ordinaria de trabajo, revisé el protocolo:

Estudio de Bioequivalencia bajo condiciones de ayuno y posterior a la ingesta de alimentos
entre Ultromep®, capsulas conteniendo pellets con recubrimiento entérico con 20 mg de
Omeprazol, fabricadas por Ultra Laboratorios S.A. de C.V. (Medicamento de Prueba) y LOSEC
A®, capsulas conteniendo pellets gastro-resistentes con 20 mg de Omeprazol, elaboradas
por Genomma Laborattories México, S.A. de C.V. (Medicamento de Referencia).

Cédigo del estudio: BE-OME-012/0417
Version: 01

Fecha de emision: 06-ABR-17

Durante la revision y discusion del protocolo en cuestion se verificd que se haya dado cumplimiento
a lo indicado en la NOM-177-SSA1-2013, relativo a los criterios de inclusién y exclusion, se verificd
que se estimen los parametros famacocinéticos que permitan la descripcion de al menos el 80% del
area bajo la curva del tiempo cero hasta el tltimo tiempo de muestreo. Durante la revision realizada
no encontraron hallazgos relevantes, los hallazgos relativos a redaccién fueron comentados con el
Centro de investigacién y modificados, previos a esta reunién.

Durante la revisidon realizada no encontraron hallazgos relevantes, los hallazgos relativos a
redaccion fueron comentados con el Centro de investigacion y modificados, previos a esta reunion.

Entrega de documentos: Miraflores 221,

riberto Frias 1439, depto. 402 Col. Insurgentes San Borja, C.P. 03100
lonia del Valle, Benito Juarez
nito Juarez, C.P. 03100 Ciudad de México. Pagina1de 3

1dad de México.
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GLOBAL BIOANALYTICAL CONSULTING S.C.

COMITE DE INVESTIGACION

DICTAMEN

® Comitéde
%’;’ investigacion

GLOBAL BIOANALYTICALCONSULTING, S.C.

Por lo anteriormente descrito, se DICTAMINA COMO APROBADO el prototocolo y toda la
documentacién que se enlista:

Documentacion anexa:

NOMBRE DEL CODIGO VERSION FECHA 'DE
DOCUMENTO EMISION
Protocolo de investigacion = BE-OME-012/0417 01 . 06-ABR-17
‘Cronograma | NJA 01 06-ABR-17
‘Flujograma  NA i I " 06-ABR-17
" Manual del investigador ~ MP-OME-012/0417 01 " 06-ABR-17
“Consentimiento Informado ' CI-OME-012/0417 01 | 06-ABR-17 |
Formato.; de...Reporta.. de 4 ceciome01210417 01 | 06-ABR-17
Caso ‘

"Reglamento interno que o 7 SR
debera cumplir cada sujeto !

de investigacion durante su | FRV-OME-012/0417 1 01 | 06-ABR-17
participacion en un estudio | !
clinico
| Consentimiento para | P I P R
| evaluacién clinica durante |

el proceso de seleccion de F-DCL-CEV-003 09 31-MAR-17
voluntarios en estudios

clinicos

Compeomiso. 98 M0k Bor EME 004 07 30-MAR-17 |
embarazo

' Consentimiento  para,
realizar las pruebas de

Dlomkguridad. dunits el b psol oEnioss 08 31-MAR-17
proceso de seleccion de

sujetos de investigador en !

estudios clinicos I ‘
' Triptico promocional  N/A 07 | 16-ENE-14

Los integrantes del Comité de Investigacion que participaron en la revisién del estudio son:

GLOBAL BIOANALYTICAL CONSULTING, S.C.
Heriberto Frias 1439, depto. 402

Colonia del Valle,

Benito Judrez, C.P. 03100

Ciudad de México.

Entrega de documentos: Miraflores 221,
Col. Insurgentes San Borja, C.P. 03100

Benito Juérez

Ciudad de México.

Pagina2 de 3
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ANEXO C
CARTA DEL COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

& Comité de ética
ﬁ en investigacion

PHARMET S.A. DE C.V.

Ciudad de México, a 03 de Mayo de 2017.

Q.F.l. Alionka Citlali P. Angeles Moreno
Responsable Sanitario

Dr. Gabriel Marcelin Jiménez
Investigador Principal

Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica)

Av. De las Granjas NUum. 972 Local 08 A

Col. Santa Barbara. Delegacion Azcapotzalco,
C.P. 02230, Ciudad de México
PRESENTE

Asunto: Dictamen de Protocolo cédigo: BE-OME-012/0417
Cédigo de solicitud de dictamen: 61-2017 CE Ph OMEPRAZOL BE

Por medio de la presente hacemos de su conocimiento que el Comité de Etica en Investigacion de
Pharmet, S.A. de C.V. con nimero de Registro CONBIOETICA 09-CEI-004-20160506, en su reunion
ordinaria de trabajo del 03 de mayo de 2017, revisaron el protocolo:

Estudio de Bioequivalencia bajo condiciones de ayuno y posterior a la ingesta de alimentos
entre Ultromep®, capsulas conteniendo pellets con recubrimiento entérico con 20 mg de
Omeprazol, fabricadas por Ultra Laboratorios S.A. de C.V. (Medicamento de Prueba) y LOSEC
A®, capsulas conteniendo pellets gastro-resistentes con 20 mg de Omeprazol, elaboradas
por Genomma Laborattories México, S.A. de C.V. (Medicamento de Referencia).

Cdodigo del estudio: BE-OME-012/0417
Version: 01
Fecha de emisién: 06-ABR-17

Los integrantes del Comité de Etica en Investigacién de Pharmet, S.A. de C.V. que participaron en la
revision del estudio fueron:

Nombre Cargo en el Comité de Etica en Investigacion.
Alfonso Francisco Martin Del Campo Laurents | Presidente Del Comité
Jorge Alberto Martinez Flores Secretario del Comité
Juan José Bustamante Rojano Vocal Del Comité
Sylvia M. Benitez Davila Representante de la comunidad

Pharmet, S.A. de C. V.

Dornicilio Fiscal: Av. De las Granjas Ndm.
972 Local 08A

Col. Santa Bdrbara. Delegacion
Azcapotzalco, C.P. 02230

Comité de Etica en I

Pagina 1 de 4
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COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

DE PHARMET, S.A. de C.V. @ . Comité de ética
en investigacion

PHARMET S.A, DE C.V.

Durante la revision se verificd que en ninglin momento del procedimiento se infringieran, afectaran o
limitaran los derechos humanos y otros derechos fundamentales de los sujetos de investigacion; Se
verificd que en la redaccién de las actividades se cumpla con lo establecido en la Constitucion Politica
de los Estados Unidos Mexicanos (capitulo |, 2011), asi como que se cumplan los tratados Nacionales
e internacionales de Bioética y Etica en Investigacién para respetar la integridad, dignidad, autonomia
y vulnerabilidad de los sujetos de investigacién que participan en investigaciones biomédicas.

Se revis6 que esté descrito el procedimiento para la identificacién, clasificacion y reporte de los
Eventos adversos y que se cumpla con lo establecido en el proyecto de la NOM-220-SSA1-2015
“INSTALACION Y OPERACION DE LA FARMACOVIGILANCIA”.

También se verifico que el estudio se apegara a principios éticos enmarcados en la Ultima
actualizacion de la Declaracién de Helsinki (Fortaleza, Brasil 2013), de acuerdo con las disposiciones
encuadradas en las Pautas Eticas Internacionales para la investigacion biomédica en seres humanos
preparadas por el consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas (CIOMS afio
2002) en colaboracion con la Organizacién Mundial de la Salud, en el Reglamento de la Ley General
de Salud en Materia de la Investigacion para la salud, en las Buenas Practicas Clinicas, asi como en
la Declaracion Universal sobre Bioética y Derechos Humanos.

Por lo anteriormente descrito, se DICTAMINA COMO APROBADO el prototocolo y toda la
documentacion que ampara el protocolo de estudio y que a continuacion se enlista:

Estudio de Bioequivalencia bajo condiciones de ayuno y posterior a la ingesta de alimentos
entre Ultromep®, capsulas conteniendo pellets con recubrimiento entérico con 20 mg de
Omeprazol, fabricadas por Ultra Laboratorios S.A. de C.V. (Medicamento de Prueba) y LOSEC
A®, capsulas conteniendo pellets gastro-resistentes con 20 mg de Omeprazol, elaboradas
por Genomma Laborattories México, S.A. de C.V. (Medicamento de Referencia).

Cadigo del estudio: BE-OME-012/0417
Version: 01

Fecha de emision: 06-ABR-17

Pharmet, S.A. de C. V.

Domicilio Fiscal: Av. De las Granjas Ndm.
972 Local 08A

Col. Santa Barbara. Delegacion
Azcapotzalco, C.P. 02230

tvedad dn AL Gan

Comite de Etica en Investigacion de

i, S.A. de C.V.

Pagina 2 de 4
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COMITE DE ETICA EN INVESTIGACION

DE PHARMET, S.A. de C.V.
T DICTAMEN '

M|

Documentacion anexa:

~ cADIGO

Protocolo de investigacion BE-OME-012/0417
Cronograma NA 7
Flujograma - ONA

Manual del investigador MP-OME-012/0417
Consentimiento Informado  CI-OME-012/0417
Formato de Reporte de __ :
Caso

Reglamento interno que
debera cumplir cada sujeto

Comité de ética
en investigacion

PHARMET S.A. DE C.V.

VERSION FECHA DE

01
01
01
01
01

FRC-OME-012/0417 01

de investigacion durante su FRV-OME-012/0417 01

participacién en un estudio

clinico

Consentimiento para

evaluacion clinica durante

el proceso de seleccion de F-DCL-CEV-003
voluntarios en estudios
clinicos

‘Compromiso de  no
embarazo

Consentimiento para
realizar las pruebas de
bioseguridad durante el
proceso de seleccion de
sujetos de investigador en
estudios clinicos

Triptico promocional N/A

F-DCL-EMB-004

F-DCL-CEB-023

Pharmet, S.A. de C. V.

Domicilio Fiscal: Av. De las Granjas Num.
972 Local 08A

Col. Santa Barbara. Delegacion
Azcapotzalco, C.P. 02230

09

07

08

07

Pagina 3 de 4

EMISION |
06-ABR-17
06-ABR-17
06-ABR-17
06-ABR-17
06-ABR-17

06-ABR-17

06-ABR-17

31-MAR-17

30-MAR-17

31-MAR-17

16-ENE-14

Comité de Etice en Investigacion de

D N2INN FisidA~A An MAuvinn
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ANEXO D
CONSENTIMIENTO INFORMADO

-

Consentimiento informado: CI-OME-012/0417 Pharmometrica 9“

Iniciales del sujeto de investigacion:
(Apellido paterno, Apellido materno, primer Nombre)

Estudio de Bioequivalencia bajo condiciones de ayuno y posterior a la ingesta de alimentos
entre Ultromep®, capsulas conteniendo pellets con recubrimiento entérico con 20 mg de
Omeprazol, fabricadas por Ultra Laboratorios S.A. de C.V. (Medicamento de Prueba) y
LOSEC A®, capsulas conteniendo pellets gastro-resistentes con 20 mg de Omeprazol,

- elaboradas por mma Laboratories México, S.A. de C.V. (Medicamento de Referencia).
Phartabsrads o cedr { !

Codigo del estudio: BE-OME-012/0417
Version: 01
Fecha de emision: 06-ABR-17

, Nerd
S - Y
Jauy e
El/La que suscribe &L‘“/

(Escribir nombre de pufio y letra)

(siendo mayor de edad) confirmo que he sido invitado a participar como sujeto de investigacion en
un estudio clinico de Bioequivalencia, cuyo propdsito del estudio es:

Medir qué cantidad de omeprazol (Medicamento que evita la secreciéon de acido gastrico, se usa
para tratar la gastritis y otras enfermedades que aumentan la secrecion de &cido gastrico) es
absorbido por el organismo de una persona sana. Es decir, cuanto tiempo tarda la sustancia
contenida en el medicamento en aparecer en la sangre (absorberse), qué tan rapido lo hace y en
cuanto tiempo se elimina del organismo.

El Omeprazol esta presente en el medicamento denominado “de Prueba” capsulas conteniendo
pellets con recubrimiento entérico elaboradas Ultra Laboratorios, S.A. de C.V., y también en el
medicamento denominado en el estudio como “de Referencia”, el cual es producido por Genomma
Laborattories México, S.A. de C.V., y que de acuerdo a las autoridades Sanitarias de México, es el
medicamento que ha demostrado ser seguro y eficaz (de referencia). Este tipo de estudios, tiene la
finalidad de que en México todo medicamento que se venda en una farmacia, haya demostrado que
se absorbe en concentraciones eficaces y seguras en nuestra poblaciéon. Lo anterior permitira
conocer con exactitud cuanto tiempo tarda en absorberse dicha sustancia activa presente en los dos
compuestos de prueba y referencia.

INFORMACION PARA EL SUJETO DE INVESTIGACION.

El medicamento se tomaré por via oral. Usted ingerird 01 capsula, la cual contiene 20 miligramos de
omeprazol, y sera ingerida con 250 mL de agua. Usted deberé ingerir el medicamento en cuatro
ocasiones, ya que el estudio se integra por 04 periodos, cada uno de ellos separados por un lapso
de al menos 47 horas.

El estudio se realizara en 44 sujetos de investigacién sanos los cuéles seran divididos en dos grupos
(grupo A y B), cada uno integrado por 22 sujetos. Se internara primero el grupo A y el grupo B se
internara posteriormente; el dia que egrese el grupo A (el periodo de desfase del internamiento entre
grupos serd no mayor de 48 h), el periodo de lavado se mantendré igual para cada grupo y seré de
al menos 47 h. El grupo B iré desfasado 02 dias respecto al grupo A. Se repetira la misma logistica
para los periodos 02, 03 y 04.

Cada periodo tiene una duracién de aproximadamente 40 h, durante las cuales permaneceré en
nuestras instalaciones, los cuatro periodos estaran separados por un periodo que le denominamos
“periodo de lavado” en el cual usted permanecera fuera de las instalaciones sin tomar ningtn tipo de
medicamento, este tendré una duracién de al menos 47 horas. En cada etapa usted se internaréd en

Protocolo: BE-OME-012/0417 Version del Cl: 01
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-

6a/f— tEﬂz@:&.sentimiento informado: CI-OME-012/0417 Pharmometrica 9‘
, 2

Iniciales del sujeto de investigacion:
(Apellido paterno, Apellido materno, primer Nombre)

Ias"/rg alaciones de la Unidad Clinica de Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica), entre las 16:00 h

s y a§ 8:00 h (dia 1), en donde se le realizaré una prueba para detectar el uso de drogas de abuso

\S\hlul/e[ﬁxjcalna marihuana, anfetaminas.) anti-doping], la cual no implica ningtn juicio moral, ni tendré
efectos legales, laborales o judiciales, sino sélo cientifico; y en caso de ser mujer, se realizaré una
prueba de embarazo con una muestra de orina para corroborar que no se encuentre embarazada y
pueda participar en el presente estudio. Ademas, se llevaré a cabo una revision clinica por parte del
médico previamente a su ingreso. Durante su estancia en la Unidad Clinica estaréd bajo la
observacion de un médico. Se le proporcionard un gafete de identificacién y un uniforme que deberéa
portar durante toda su estadia en la Unidad Clinica. Nosotros le proporcionaremos sus alimentos y
pasard la noche dentro de nuestras instalaciones; esto con la finalidad de homologar las condiciones
de alimentacién de todos los participantes.

Al otro dia por la mafiana (dia 02) sera despertado a las 06:00 h, tomaré un vaso con 250 mL de
agua; el personal de enfermeria evaluara su estado de salud, contando el nimero de latidos de su
corazén y el nimero de respiraciones durante un minuto, la temperatura de su cuerpo (axilar) y
midiendo su presion arterial (signos vitales); posteriormente, se le colocaré en la vena de su brazo
un catéter, mediante una puncién (piquete), el cual permanecerd ahi y se utilizard para obtener
muestras de sangre (previa realizacién de la purga al catéter con aproximadamente 1 mL de
heparina). Se obtendra 01 muestra previa a la ingesta del medicamento.

Al azar, usted podré desayunar a las 07:00 h o a las 10:10 h.

A partir de las 08:00 h usted se tomaré el medicamento (asignado al azar) junto con una botella de
agua (250 mL). Posteriormente, mediante el catéter previamente colocado, obtendremos 24
muestras de sangre si desayuné a las 07:00 h o 21 muestras de sangre si desayuné a las 10:10 h,
esto durante el transcurso del dia, cada una con un volumen aproximado de 6 mL, sumando un total
144 mL de sangre (si desayuné a las 07:00 h) o 126 mL de sangre (si desayuné a las 10:10 h);
incluyendo la toma previa a la ingesta del medicamento. De las 06:45a 07:30 h, alas 10:10 hy a las
12:10 se le tomaran sus signos vitales para valorar su estado de salud.

Se tomaré la dltima muestra del dia 02, a través del catéter, a las 15:00 h si desayuné a las 07:00 h
y alas 20:00 h si desayuné a las 10:10 h. El dia 02, posterior a la toma de la tltima muestra (muestra
210 muestra 24) se retirara el catéter y se tomaréan signos vitales. Al grupo que desayuno a las 10:10
h, pasara a una revisién médica y posteriormente se retirard de las instalaciones de Pharmometrica
(dia 02), de esta forma se dara por terminado el periodo del estudio, se daré de alta temporal durante
al menos 47 horas, si forma parte del grupo que desayuno a las 07:00 h, cenaré a las 21:00 h y
dormiré a partir de las 22:00 h.

Permanecera en las instalaciones hasta el dia siguiente (dia 03), donde se tomaré una muestra
sanguinea entre las 07:00 h y las 08:00 h, solo a los sujetos de investigacién que desayunaron a las
07:00 h el dia 02, la toma ser4 a través de una puncién directa (piquete). Usted deberé ser valorado
médicamente y concluido este proceso se retiraré de las instalaciones de Pharmometrica, de esta
forma se daré por terminado el periodo del estudio, se daré de alta temporal durante al menos 47
horas.

Regresara a la Unidad Clinica de Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica) el dia indicado por el
medico investigador (Grupo A: dia 05, 09 y 13/Grupo B: dia 07, 11 y 15), para ingresar a los
siguientes periodos. El internamiento seré por la tarde, para reg etir el mismo procedimiento que ya
le menmonamos en los pérrafos ar#bpotgs% valerac(énﬂo studio se realizara el dia 19 para
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ot ec,}onsentlmlem:o informado: CI-OME-012/0417 Pharmometrica <<
-/\& //’A 2 . 4 3 iig
/& <, Iniciales del sujeto de investigacion:
> o Comité de ética ?n (Apeliido paterno, Apellido materno, primer Nombre)

tigadion T,

catéter, se debe colocar uno nuevo y puede recibir méas de un piquete con la aguja para que se
puedan tomar las otras muestras de sangre.

En ocasiones consumir este medicamento (Omeprazol) puede tener los siguientes eventos
adversos: comezén, salida de granitos en la piel, dolor e hinchazén de articulaciones, dolor muscular,
dolor de cabeza, mareos/Nértigo, nauseas (sensacién de vomito), adormecimiento, insomnio
(dificultad para conciliar el suefio), diarrea (evacuaciones liquidas en mas ocasiones de las
acostumbradas), estrefiimiento, gases.

En raras ocasiones se pueden presentar los siguientes eventos adversos: sensibilidad a la luz,
alopecia (pérdida de cabello localizada), debilidad muscular, alteracién de la sensibilidad en piel,
confusién mental, depresion (sensacion de tristeza), alucinaciones, dolor abdominal, vomito,
sequedad de boca, inflamacion de encias, infeccién por un hongo llamado candida, aumento de las
enzimas producidas por el higado, inflamacién del higado, cloracién amarillenta de piel y mucosas,
crecimiento de pecho en hombres, disminucién del nimero de células presentes en la sangre
(leucopenia) y malestar general. En algunas personas se puede presentar, fiebre (aumento de la
temperatura corporal), dificultad para respirar a causa de broncoespasmo (disminucién del calibre
de los bronquios), inflamacién de los rifiones (nefritis intersticial), sudoracién fria, hinchazén de pies
y manos, visién borrosa, alteracion en la percepcién de los sabores, choque anafilactico (disminucion
o elevacién de la presion arterial, aumento o disminucién en el nimero de latidos cardiacos)

Es importante mencionarle que los sintomas anteriores que se pueden presentar por consumir este
medicamento, ya han sido ampliamente estudiados y se sabe a qué dosis se presentan, por lo que
se tiene evaluado que con una dosis como la administrada en este estudio, la posibilidad de
presencia de éstos sintomas es baja; sin embargo y a pesar de ello en Pharmet, S.A. de C.V.
(Pharmometrica), se cuenta con personal altamente capacitado para brindarle atencién médica y un
convenio con la “Clinica Guadalupe Tepeyac” a la cual podré ser trasladado en caso de requerirse
un manejo de urgencias con atencién especializada, todos estos costos seran cubiertos por el
Patrocinador y seré responsabilidad de Pharmet el traslado y cuidados hasta la resolucién de los
mismos.

La Clinica Guadalupe Tepeyac se encuentra ubicada en Calzada Ticomén # 128, Col. Lindavista,
Del. Gustavo A. Madero, C.P. 07300, Ciudad de México

En caso de alguna duda o inquietud con el estudio, sus derechos humanos o éticos, puede
comunicarse a:

Unidad Clinica de Pharmometrica (Pharmet, S.A. de C.V.)
Dr. Gabriel Marcelin Jiménez (Investigador Principal).
Tel. 26260302, Celular: (044) 5554532426 . %
E-mail: gabmarcelin@pharmometrica.com.mx Pharmom etrica fi%
Av. de las Granjas 972 y/o 1000, Tecnoparque Azcapotzalco local comercial LCO8A, Colonia Santa
Bérbara, Delegacion Azcapotzalco, C.P. 02230, México, Ciudad de México.

06 ABR. 2017

Responsable de Farmacovigilancia:

Med. Solange Gabriela Koretzky 3
Unidad Clinica de Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica)
Tel.: (65) 2626-0302, 53838388

E-mail: solange@pharmometrica.com.mx
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Iniciales del sujeto de investigacion:
(Apellido paterno, Apellido materno, primer Nombre)

Avenida de las Granjas 972 y/o 1000. Tecnoparque Azcapotzalco local comercial LCO8A. Colonia
Santa Bérbara. Delegacién Azcapotzalco. C.P. 02230. Ciudad de Meéxico.

Comité de Etica en Investigacién de Pharmet, S.A. de C.V. 82 £
Presidente: Dr. Alfonso Francisco Martin del Campo Laurents. /&

Celular: (044) 5521823517. / § Ty
E-mail: laurents@gbioanalytical.com.mx = &%& en investigacien
Av. De las Granjas No. 972 y/o 1000local 082, \e S o

Colonia Santa Bérbara, C.P. 02230, Delegacién Azcapotzalco, Ciudad de México. \ ‘?o'

Patrocinador:

Responsable del Proyecto: Q.F.B. Ana Luisa Galaviz Cervantes.
Ultra Laboratorios, S.A. de C.V.

Domicilio: Avenida Doctor Roberto Michel No. 2920, colonia: Alamo industrial, C.P. 44490,
Guadalajara, Jalisco, México.

Tels.: (33) 35872370.

Centro Nacional de Farmaco Vigilancia (CNFV) 8
Atencién: FARMACOVIGILANCIA Pharmametries ‘?i}

Tel.: (55) 5080-5200.

http://201.147.97.102/ReaccionesAdversas/Profesional.aspx

Comisién Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) ﬁeéa gqsre%ﬂa] de
Salud. ABR. 2l
Oklahoma 14, Col. Npoles, Delegacién Benito Juérez, Ciudad de México. C.P. 03810

COCUMEH
Al consentir participar en este estudio, usted acepta seguir las indicaciones que se den durante el
estudio, ser puntual y respetuoso con los horarios que se le asignen, a guardar respeto para
compafieros y personal de la Unidad Clinica de Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica), ser honesto
al dar la informacién que se le pida, cumplir con el reglamento interno de Pharmet, S.A. de C.V.
entregado a usted, asi como regresar 35 dias después de terminado el estudio para que nosotros
podamos hacerle la dltima revisién médica y darlo de alta de forma definitiva.

COMPENSACION ECONOMICA

Al finalizar el estudio, Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica) le asignard una compensacion
econémica por su participacion de $4,200.00 M.N. (cuatro mil quinientos pesos 00/100 M.N.)

Dicha compensacién seré asignada en dos exhibiciones: una de tres mil doscientos pesos M.N. (§
3,200.00 M.N. al egreso del cuarto periodo, y la segunda de mil pesos M.N. ($ 1,000.00 M.N.) al
acudir a su valoracion post-estudio (dia 19).

En caso que el sujeto de investigacién no concluya el estudio, se daré una compensacioén econémica,
la cudl seré determinada de acuerdo al tabulador interno, y seré analizada para cada caso en
particular.

Ademés, el sujeto de investigacion recibiré el beneficio de la gratuidad de todos los estudios de
laboratorio clinico, gabinete y de las valoraciones médicas.

COMPENSACION POR DANO:

En caso de que algun sujeto de investigacion llegue a presentar algun problema médico durante el
estudio, éste seré cubierto por Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica) con recursos del patrocinador
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Consentimiento informado: CI-OME-012/0417 Pharmometrica !‘,,

Iniciales del sujeto de investigacion:
(Apellido paterno, Apellido materno, primer Nombre)

AN
) reCGibiré compensacion por algin dafio que resulte porque el sujeto de investigacién haya tenido

una actitud irresponsable o no haya seguido las instrucciones que se le dieron.

Una vez realizadas las evaluaciones y examenes fisicos al finalizar el estudio, y habiendo
determinado que estos son normales de acuerdo al criterio del médico, el sujeto de investigacion
firmaré el formato de egreso.

Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica) ni el Patrocinador se haran responsables de cualquier
padecimiento que el sujeto de investigacion presente posteriormente.

Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica) se encargara de la proteccién de la vulnerabilidad,
integridad, dignidad y autonomia de los sujetos de investigacion sanos de acuerdo a la
recomendacion de la declaracién de Derechos Humanos y Bioética en el afio 2005. De acuerdo a la
Declaracion de Helsinki en Fortaleza, Brasil (2013), los sujetos de investigacion sanos que participen
en el Estudio de Bioequivalencia recibiran como beneficio, una revisién médica completa, estudios
de laboratorio y gabinete y una compensacién econémica. Ademas, en caso de posibles reacciones
adversas al medicamento, secuelas o complicaciones, Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica), se
compromete a notificar en forma inmediata al Patrocinador y procederé segun lo dispuesto en la
legislacion sanitaria vigente, lo anterior a fin de cumplir con lo establecido en materia de integridad
de los participantes en el estudio objeto de este protocolo, considerando ademas que el Patrocinador
es el responsable de dichas reacciones adversas.

Por todo lo otorgado al sujeto de investigacién sano, no hay costos para el voluntario- de acuerdo a
lo especificado en el punto anterior respecto de la compensacion; se acord6 que los gastos de
transportacion para llegar a la Unidad Clinica de Pharmometrica, serén por cuenta del sujeto de
investigacién.

CONFIDENCIALIDAD

Las muestras de sangre obtenidas como resultado de este estudio serén utilizadas exclusivamente
para la cuantificacion de Omeprazol, asi como todos los datos obtenidos por esta investigacién se
evaluarén manteniendo su confidencialidad, ajustando su cumplimiento a la Ley de Proteccién de
Datos Personales en Posesion de Particulares.

Usted puede estar seguro de que en ningin momento se revelarén sus datos personales a ninguna
persona. Todos los datos personales sucedaneos del proceso de investigacién guardarén una
confidencialidad estricta y sélo podrén tener acceso por implicaciones técnicas y legales, el
laboratorio patrocinador el laboratorio patrocinador Ultra Laboratorios, S.A. de C.V. a través del
personal que ha asignado para la realizacién del monitoreo de la investigacién, el Comité de Etica
en Investigacién de Pharmet, S.A. de C.V., la Comisién Federal para la Proteccién contra Riesgos
Sanitarios (COFEPRIS) y el Instituto Nacional de Acceso a la Informacién y Proteccién de Datos
(INAI). En tal caso puede ser necesario que un representante de las instituciones mencionadas revise
su expediente clinico. Si esta situacién llega a ocurrir, su nombre y demés datos personales no serén
revelados y todas las personas involucradas respetaran su confidencialidad.

sping T®
Su nombre no apareceré en ningin docum&bﬁ?ﬁﬁf&@“ conla ’in%m%éién obtenida en el estudio.
PARTICIPACION DEL SUJETO DE INVESTIGACION
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Consentimiento informado: CI-OME-012/0417 Pharmometrica 2»

Iniciales del sujeto de investigacion:
(Apellido paterno, Apellido materno, primer Nombre)

en el derecho de abandonar el estudio en el momento que asi lo desee, pudiendo ser
‘v"it'ado& 4s adelante a participar en otros estudios que se vayan a realizar sin ninguna clase de

icipar en el mismo o en caso de considerar algin riesgo para su salud. En caso de que el estudio
se suspenda por causas ajenas a usted, Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica) le asignaré una
compensacién econémica proporcional al tiempo que estuvo participando con nosotros.

Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica) se obliga a informarle oportunamente si surgiera alguna
informacién nueva que pudiera ser relevante para evaluar su participacién en el estudio.

El Comité de Etica en Investigacion tiene la prerrogativa de revisar que el estudio en ningin caso o
situacion infrinja, afecte o limite los derechos humanos y otros derechos fundamentales de quien
participa en él; que la investigaciéon de cumplimiento a lo indicado en nuestra Constitucién de los
Estados Unidos Mexicanos (Capitulo I, 2011) y que se cumplan los tratados nacionales e
internacionales de Bioética y Etica en Investigacion para respetar la integridad, dignidad, autonomia
y vulnerabilidad de los sujetos de investigacion que participan en investigacién con seres humanos.

El presente estudio de bioequivalencia estéa regulado por los preceptos de la Ley General de Salud
y por la NOM-177-SSA1-2013 de nuestro pais; sometiendo su autorizacién a la Comisién Federal
para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS). Ademas, este protocolo de investigacion
ha sido evaluado y dictaminado por un Comité de Etica en Investigacién externo que en este caso
es el Comité de Etica en Investigacién de Pharmet, S.A. de C.V., cuidando y valorando el apego a
los acuerdos de las reuniones mundiales de Derechos Humanos, Bioética y Etica de la Investigacion
con seres humanos, establecidos por el Consejo de Organizaciones Internacionales de las Ciencias
Médicas.

“Pharmet, S.A. de C.V. (Pharmometrica) agradece su interés en participar en el presente estudio”.
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Al terminar de leer este consentimiento confirmo que he leido el documento completo, que tuve la
oportunidad de realizar todas las preguntas que necesité para entender el contenido del mismo y el
propésito del estudio. Fui enterado de todas las posibles reacciones adversas, y fui enterado del
tratamiento médico que se me brindaré en caso de presentarias. Por lo que doy mi consentimiento
de participar en este estudio de Biodisponibilidad, de forma libre y sin ningin tipo de presién o
coercién para tomar mi decisién dltima.

Tengo conocimiento pleno de que puedo retirar mi consentimiento en cualquier momento
sin que esto signifique dafio a mi persona.

Estoy de acuerdo en que los datos contenidos en mi expediente, resultados de laboratorio
y mi identidad se mantendréan en forma confidencial. En caso de ser necesaria la publicacion
de resultados, siempre se mantendra la confidencialidad de mi informacién personal.

Confirmo que no estoy participando actualmente, ni que he participado en los dltimos 3
meses en ningtin estudio clinico asimismo hago hincapié que no he participado como sujeto
de investigacién mas de cuatro veces en el dltimo ario.

Estoy de acuerdo de que, por mi participagion, en-gste ,g%t%db;:ti tuviera algun dafio, quien
pagara el tratamiento inmediato que requiera hasta la recup@‘?écién de mi salud, seré el
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Consentimiento informado: CI-OME-012/0417 Pharmometrica!l

Iniciales del sujeto de investigacion:
(Apellido paterno, Apellido materno, primer Nombre)

patrocinador del estudio; el dictamen de mi salud se realizaré de forma individual, por un médico
competente.

Me queda claro que por todo lo que me han otorgado como sujeto de investigacién (laboratorios y
pruebas de gabinete gratuitas) los gastos de transportacién para llegar a la Unidad Clinica de
Pharmometrica, serén por mi cuenta.

Me permito hacer constar que el Investigador Principal o el Investigador Médico, me han entregado
una copia firmada por las partes intervinientes de este consentimiento informado para mantenerla
como mi propiedad. Asi mismo me ha entregado una copia del Reglamento que tendré que observar
durante mi participacién como sujeto de investigacion.

Entrego mi CURP, con la finalidad de que este dato pueda ser compartido con otros Terceros
Autorizados.

SUJETO DE INVESTIGACION

(Nombre, firma y fecha)

INVESTIGADOR PRINCIPAL/ INVESTIGADOR MEDICO

(Nombre, firma y fecha)
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Pharmometrica ~=

Consentimiento informado: CI-OME-012/0417
Iniciales del sujeto de investigacion:
(Apellido paterno, Apellido materno, primer Nombre)
SERE TESTIGO 1
(Relacién con el Sujeto de investigacién)

(Nombre, firma, fecha y direccién)

(Relacion con el sujeto de investigacién)

(Nombre, firma, fecha y direccién)
TESTIGO 2

Recibi copia del consentimiento informado y de Reglamento:

A
/G ga8 Comitéde ética g-\
2 0 et @™
> Gl Al
O > |
.
1 R nn 3
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