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RESUMEN

En este estudio se determind la biodisponibilidad relativa para la bioequivalencia
del producto similar Quetidin ® de Laboratorios Recalcine S.A., producto de prueba
con Seroquel ® fabricado por Laboratorios Astrazeneca, producto de referencia;
ambas formulaciones orales de Quetiapina de 300 mg. Para este estudio doble
ciego, cruzado y randomizado se seleccionaron 20 voluntarios sanos; de los cuales,
18 voluntarios finalizaron el estudio. Los niveles plasmaticos de Quetiapina, después
de la administracion de una sola dosis, se determinaron esencialmente por la
técnica HPLC de cromatografia Liquida de Alta Resolucion, mediante una
metodologia mixta que fue modificada en el Laboratorio. Para este efecto la técnica
fue validada de acuerdo a los parametros siguientes: especificidad, exactitud,
precision y linealidad. Para evaluar la biodisponibilidad se compararon los
parametros farmacocinéticos de los productos Quetidin® y Seroquel® siguientes:
area bajo la curva ABC (concentracion plasmatica versus tiempo) y concentracion
maxima (Cmax)-

Los resultados de los parametros farmacocinéticos fueron: ABCy_.. 1746,92 +
516,03 y 1694,86 + 867,84 ug/h/mL; ABCy_.1» 1600,21 + 519,60 pg/h/mL y 1546,90 +
793,04 pg/h/mL; Cpax 506,86 + 178,05 ng/mL y 561,91 + 453,61 ng/mL, para Ay B,
respectivamente. Todas estas diferencias resultaron ser estadisticamente no
significativas. Los intervalos de confianza para el cuociente A/B fueron: ABCy_.-
99,61 % a 103,13 %; ABCy_12 99,71 % a 102,67 % Yy Cmax 97,54 % a 104,43 %.

El rango de confianza recomendado por la FDA es 80% a 125 % con una
probabilidad de bioequivalencia del 100%. Todos los parametros cinéticos para la
bioequivalencia (Cmax, ABCo_24 ABCy_..) ensayados se encontraron dentro de este
rango; por lo tanto, se concluye que Quetidin® 300 mg, A (test), es un genérico

bioequivalente e intercambiable con Seroquel® 300 mg, B (referencia).
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SUMMARY

RELATIVE BIOAVAILABILITY STUDY FOR AN ORAL FORMULATION OF
QUETIAPINE IN RELATION TO THE INNOVATOR PRODUCT.

This study determined the relative bioavailability to demonstrate the
bioequivalence of the similar product Quetidin® of Laboratories Recalcine S.A., test
product and Seroquel® of Laboratories Astrazeneca, reference product. This double
blind, crossed and randomizaded study included 20 healthy volunteers (of whom only

18 volunteers completed the study), which received one dose of 300 mg Quetiapine.

The Quetiapine plasmatic levels, was determined essentially for the HPLC. This
technique was validated respect to its specificity, accuracy, precision and linearity.
The pharmacokinetics parameters compared were: area under the curve: plasmatic

concentration vs time (AUC) and maximum concentration (Cpmax)-

The results of the pharmacokinetic parameters of samples A and B were:
AUC_.. 1746,92 + 516,03 y 1694,86 + 867,84 pug/h/mL; AUC,_.1, 1600,21 + 519,60
pg/h/mL and 1546,90 + 793,04 ug/h/mL; Cpasx 506,86 + 178,05 ng/mL y 561,91 +
453,61 ng/mL, respectively. Significant differences between the kinetic parameters
values of both products were not observed. The confidence intervals for the rate A/B
were: AUCq_,. 99,61 % to 103,13 %; AUCq_12, 99,71 % to 102,67 % and Cnsx 97,54
% to 104,43. The range recommended by FDA is 80 % to 125 % with a probability
bioequivalence of 100 %. All the kinetic parameters for the bioequivalence (Cnex,
AUCy 12, AUCq_...) were included in this range; therefore, Quetidin® 300 mg, (A
test), is a bioequivalent generic product and interchangeable with Seroquel®, (B

reference).

VI



I. INTRODUCCION

La Quetiapina:(2-(2-(4-(dibenzo [b, f] [1,4] tiazepina-11yl-1-piperazinil) etoxi)
etanol) es un antipsicético de tipo dibenzotiazepina, similar en estructura y actividad
farmacoldgica a la clozapina [1-3]. Este farmaco se clasifica como “antipsicético

atipico" debido a su escasa propension a inducir efectos adversos extrapiramidales.
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Figura N° 1. Estructura quimica de Quetiapina

La Quetiapina se usa como medicamento de forma farmacéutica para via oral
en el tratamiento de la esquizofrenia y el trastorno bipolar, siendo en la actualidad
ademas, muy usado en los trastornos de depresion con ansiedad, tanto en la
poblacion adulto - joven como en la de adulto - mayor.

La depresion es una enfermedad mental cuyo porcentaje mundial es de 10-
20% con tendencias al aumento, el porcentaje de pacientes en Chile es en la
actualidad aproximadamente de un 5,5%. Estas frecuencias corresponden a los
porcentajes de casos detectados en un momento determinado; pero, si se considera
todo el tiempo que vive una persona, se observa que de un 7.6% hasta 16,3% de la
poblacion hara una depresion durante su vida (Rev. Chil. Neuro-Psiquiat. 2008; 46
(1):16-24). Esta patologia se ha visto asociada a ciertos factores, algunos
modificables y otros no, como por ejemplo la patologia suele presentarse con el
doble de frecuencia en las mujeres que en los hombres. [4-6].

Cabe senalar que un alto porcentaje de pacientes jamas concurren al

especialista y por tanto, el valor de ocurrencia podria ser mayor. Los sintomas de la



depresion involucran pérdida de interés por las actividades usuales, fatiga,
sentimiento de inutilidad, falta de concentracién, deseos de muerte, pérdida del
apetito o de peso, insomnio, agitacion, retraso psicomotor; todo acompanado de
somatizaciones importantes. Los trastornos depresivos son muy heterogéneos y su
clasificacion no es facil; se clasifican como depresién reactiva o endégena y como
depresion neurdtica o psicotica. Ademas, se define la depresion unipolar y la bipolar
o trastorno afectivo bipolar, segun se trate de un sintoma depresivo o de una
alteracion con fases de excitacion. El desorden bipolar (Enfermedad Maniaco
Depresiva) se presenta con mayor morbi-mortalidad que otras enfermedades
psiquiatricas, con una tasa de mortalidad del 2% y con intentos de suicidio de un
15% de los pacientes, predominando en las mujeres; no obstante, en los ultimos
afos se ha descrito un incremento notorio de intentos de suicidio en nifios y
adolescentes. La mania, es la patologia opuesta a la depresion y se caracteriza por
actitudes exaltadas y confianza excesiva en si mismo. También estan las patologias
como el trastorno de personalidad borderline y el delirium, en las cuales también se
usan antipsicoticos solos o combinados. [4, 6, 7]. En ancianos, mas en mujeres que
en hombres, la depresion es un gran factor de riesgo para la enfermedad
cardiovascular. Los nifios y adolescentes a menudo presentan irritabilidad,
hipersomnio y quejas somaticas (dolores musculo-esqueléticos), ademas del riesgo
de suicidio. También el alcoholismo acompafiado de depresion aumenta el riesgo de
suicidio [4, 6, 7]. Se calcula que de un 10 a un 12% de los pacientes son tratados
por su médico general sin derivarlos al especialista [7].

La Quetiapina, muy usada en estos trastornos posee como principales efectos
secundarios la sedacion, la hipotensién ortostatica, posible aumento de peso, una
ligera y reversible leucopenia y una reduccién de las hormonas T3 y T4 que es
reversible. La hipotensién ortostatica observada con su uso puede ser provocada
por el antagonismo sobre el receptor adrenérgico alfa;, mientras que la somnolencia
seria el resultado de su antagonismo sobre el receptor de histamina H4 [8].

La droga produce hiperprolactinemia en menor grado que Haloperidol y en
mayor grado que Clozapina, efecto relacionado con su actividad bloqueante de los

receptores dopaminérgicos tipo 2. [8]. Estudios in vitro mostraron ademas, que la
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Quetiapina se une con gran afinidad a los receptores serotoninérgicos tipo 2 (5-HT>),
posee afinidad moderada por los receptores de dopamina tipo 2 (D)), alfa-
adrenérgicos, alfa-, adrenérgicos e histaminérgicos-1 [8]. Otros estudios
demostraron que Quetiapina antagoniza muy débilmente a los receptores
dopaminérgicos tipo 1 (D4) y a los receptores de serotonina tipo 1A (5-HT,A) y no se
une a los receptores benzodiazepinicos ni a los colinérgicos muscarinicos [9].

Por otra parte, la Quetiapina, en forma similar a la Clozapina, es un potente
antagonista del receptor para serotonina 5HT,, y un moderado antagonista del
receptor de dopamina D;; por lo tanto, se cree que su accion antisicotica se debe a
un antagonismo combinado sobre ambos receptores 5HT, y D,. Su selectividad por
estos receptores sumada a aquella por receptores de dopamina a nivel de las
neuronas del mesolimbico, explicaria su baja incidencia de efectos extrapiramidales
colaterales. Ademas, antagoniza, a nivel del cerebro, receptores de serotonina 5-
HT,A, dopamina D4, histamina H, y adrenérgicos alfa 4y alfa 2 [9-10]. Sin embargo,
tras la administracion de dos dosis diarias, la droga permanece unida a los
receptores 5-HT, y D, por casi 12 horas.

Estudios farmacocinéticos de Quetiapina en animales mostraron una
biodisponibilidad (BD) promedio del 15%, una farmacocinética lineal, uniéon a
proteinas plasmaticas del 83% y vida media de eliminacién de 6 a 7 horas. Se
metaboliza ampliamente en el higado detectandose una eliminacion por via renal del
5% de la dosis como droga inalterada y 73% como metabolitos, encontrandose
ademas, un 21% de la dosis en las heces [10-11].

Su intenso metabolismo de primer paso ocurre principalmente a través del
sistema oxidativo del citocromo P450; la isoforma CYP3A4, de la monooxigenasa
citocromo P450 seria la principal involucrada en su biotransformacién oxidativa. Su
metabolismo origina 11 metabolitos identificados; s6lo 2 de ellos son
farmacoldgicamente activos.

En caso de sobredosis aguda, se debe establecer y mantener una via aérea
permeable y asegurar oxigenacion y ventilacion adecuadas, que puede incluir
intubacion. Incluso puede ser necesario realizar un lavado gastrico (después de la

intubacion si el paciente esta inconsciente) y administrar carb6n activado junto con
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un laxante. No existe un antidoto especifico contra la Quetiapina, por lo tanto, deben
instituirse las medidas de apoyo que sean apropiadas. A diferencia de otros
antipsicoéticos, como la Olanzapina, la Quetiapina no se ve afectada por el habito de
fumar cigarrillos, ya que no se metaboliza por la enzima CYP1A2, enzima que es
inducida por el habito de fumar cigarrillos. La depuracion plasmatica se reduce en
un 25% en pacientes con insuficiencia hepatica, por lo que podria requerirse ajustes
de la dosis en dichos pacientes. Asimismo, en pacientes con insuficiencia renal
severa se observo una reduccion de la eliminacion del 25% [12].

Pacientes con diferentes rango de desordenes sicéticos, cuyas edades
fluctuaron entre 12 y 17 afos fueron tratados con dosis crecientes de Quetiapina 25
mg a 400 mg, dos veces al dia y se compararon las concentraciones plasmaticas
del farmaco pasadas las 12 horas en un intervalo de 11 dias (100 mg dos veces al
dia) y 23 dias (400 mg dos veces al dia). Los resultados mostraron que el perfil
farmacocinético en adolescentes era similar al de los adultos (13-14). El clearance
evaluado después de la dosis de 100 y de 400 mg fue 95 +/- 16 y 107 +/- 12 L/h,
respectivamente.

Datos de un estudio adicional en el cual participaron 12 pacientes (hombres y
mujeres) con edades entre los 63 hasta los 85 afios a los cuales se les administro
25 a 250 mg tres veces al dia, por 21 y hasta 27 dias mostraron que aparentemente
el clearance fue reducido entre 20 y 40 % aproximadamente [12]. En cuanto a las
diferencias encontradas en los adultos mayores se ha visto que se asocia a una
marcada disminucién del contenido hepatico de CYP3A4. Cabe sehalar que
variaciones en el clearance de pacientes jévenes y de edad avanzada, son
observadas con varios medicamentos que son metabolizados por el CYP3A4; sin
embargo estas variaciones no se relacionan con reacciones adversas a los
medicamentos, indicando que los ajustes de dosis pueden no ser requeridos para
las personas de edad avanzada [13-14].

Como bien se sabe, por acuerdos internacionales entre la Organizacion
Mundial del Comercio (OMC) y la Organizaciéon Mundial de la salud (OMS), una vez
vencida la patente del medicamento original, los paises miembros pueden registrar

productos similares o copias provenientes de diferentes fuentes de fabricacién, tanto
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de la droga como de la forma farmacéutica. Estos productos copias deben
demostrar su equivalencia farmacéutica y terapéutica con el innovador que posee
estudios de seguridad y eficacia, para definirse como producto farmacéutico
genérico intercambiable [15].

La seleccion de principios activos para exigencia de estudios de
bioequivalencia, es una decision de salud publica y como tal debe tener en cuenta la
relacion Beneficio/Riesgo de los principios activos. Ante esta situacién surge el
concepto de Riesgo Sanitario, es decir qué principios activos son mas riesgosos
para la salud publica. Es asi como cada pais confecciona una lista de principios
activos que, por sus caracteristicas farmacolégicas, deben realizar estudios
comparativos “in vivo” para demostrar su BD, con fines de acreditar su equivalencia
terapéutica, considerandose estos principios activos con un riesgo sanitario alto
(Concha, 2002). En Chile en la actualidad existe una lista de 16 principios activos a
los cuales se debe realizar estudios de bioequivalencia, y la Quetiapina no esta
dentro de estos principios activos ya que no es considerada de alto riesgo sanitario,
definiéndose éste como la probabilidad de aparicion de complicaciones de la
enfermedad amenazantes para la vida o para la integridad psicofisica de la persona
y/lo de reacciones adversas graves (muerte, hospitalizacion del paciente,
prolongacién de la hospitalizacién, discapacidad significativa o persistente,
incapacidad o amenaza de muerte) cuando la concentracion sanguinea de la droga
no se encuentra dentro de la ventana terapéutica o rango terapéutico. La situacién
cambia al buscar informacién en otros paises latinoamericanos donde se exige
estudios de bioequivalencia para Quetiapina como en Brasil.

La Quetiapina se presenta en diferentes formas farmacéuticas solidas
provenientes de fuentes multiples, entre ellas Quetidin® de Laboratorio Recalcine.
Esta forma farmacéutica no tiene estudios de equivalencia terapéutica o de BD
relativas a un estandar, que en este caso seria el innovador del mercado
farmacéutico mundial, Seroquel® de Astrazeneca. La modalidad aceptada para
demostrar la equivalencia terapéutica son los estudios de bioequivalencia (BE) y/o

los estudios clinicos controlados.



Quetiapina (Seroquel® producto innovador de Quetiapina fabricado por
Astazeneca), contaba con una patente de invencion farmacéutica que es un periodo
de exclusividad del que gozan los productos farmacéuticos en el mercado, a través
de las patentes farmacéuticas, permitiendo a las compafias innovadoras mantener
sus inversiones en Investigacién y Desarrollo de nuevos medicamentos. Al expirar la
patente y terminar el periodo de comercializacidon exclusiva, la invencion
farmacéutica pasa a ser de dominio publico y puede ser aprovechada por otros
fabricantes en todo el mundo, permitiendo asi también bajar los costos de la venta
del medicamento, y con ello facilitar el acceso masivo de estos medicamentos para
la poblacién. Es por eso que han surgido similares a Seroquel®, en Chile
representado por el producto Quetidin® de Laboratorio Recalcine, donde este
producto ingresé al mercado con un valor significativamente menor que el precio de
Seroquel® y es por eso que paulatinamente ha sido reemplazado en varios
hospitales, como la incorporacion de la Quetiapina en el tratamiento farmacolégico
de la esquizofrenia en el plan AUGE.

La BD de los principios activos, es decir aquella cantidad proveniente de una
forma farmacéutica que llega a la circulacion sistémica y la velocidad a la cual esto
ocurre, puede variar entre dos equivalentes farmacéuticos. Por lo tanto, demostrar
que una formulacion es intercambiable por otra, involucra el desarrollo de un estudio
de BE en un Centro que cuente con acceso a voluntarios (as) sanos (as), personal
médico, enfermeros, analistas quimicos, analistas estadisticos y experiencia en el
tema. Existe una gran cantidad de factores que pueden afectar la BD de un farmaco
desde una formulaciéon farmacéutica, entre los cuales mencionamos las
caracteristicas fisico quimicas del principio activo, la calidad de la forma
farmacéutica, las diferentes formas cristalinas, el tipo de matriz (capsula,
comprimidos, grageas, etcétera), la calidad de los excipientes, el proceso de
fabricacion, el tipo y calidad de empaque, la estabilidad del producto, entre otros
como se sefiala en Guidance for Industry (“BA and BE Studies for Orally
Administered Drug Products General Considerations” Draft Guidance, US.

Department of Health and Human Services, FDA, Center for Drug Evaluation and



Research, 1999 [18]). Es asi que, para demostrar que una formulacion es
intercambiable por otra, se debe realizar un estudio de BE.

Del andlisis de lo expuesto se deduce que Quetiapina es una droga cuyas
formas farmacéuticas sélidas deben ser sometidas a estudios de equivalencia
terapéutica o de BD relativas a un estandar, que generalmente es el innovador del
mercado farmacéutico. La seleccion de principios activos para exigencia de estudios
de BE, es un criterio que debe estar incluido en las politicas que regulan la salud
publica de cada nacién y como tal, se debe evaluar para cada farmaco la relacién
riesgo/beneficio. Al respecto, cada pais confecciona una lista de principios activos
que, por sus caracteristicas farmacodinamicas y farmacocinéticas, deben someterse
a estudios comparativos “in vivo” para demostrar su BD y certificar asi, su
equivalencia terapéutica con el producto innovador del mercado que se registré con
estudios Clinicos, Farmacodinamicos y Farmacocinéticos. De esta manera se
pueden seleccionar aquellos farmacos que son mas riesgosos para la salud de la

poblacion, bajo una clasificacién de riesgo sanitario alto [16].

Bioequivalencia: La BE es una medida comparativa de la calidad de una
formulacién farmacéutica que compara un producto similar con el producto original o
‘innovador” del mercado, en términos de la velocidad y la cantidad de principio
activo que se entrega y que se refleja en los niveles plasmaticos que se alcanzan
después de la administracion del farmaco. De esta forma el médico encargado de la
prescripcion puede disponer de alternativas farmacéuticas a distintos precios sin
comprometer la eficacia terapéutica.

La modalidad aceptada para demostrar la equivalencia terapéutica son los:

a) estudios de biodisponibilidad comparativa o bioequivalencia
b) estudios clinicos controlados.

La “bioequivalencia Absoluta” se refiere a la comparacion de los niveles
plasmaticos alcanzados después de la administraciéon via intravenosa del farmaco
innovador y aquellos alcanzados a partir de una formulacién farmacéutica
administrada por via oral. Asimismo, la “bioequivalencia relativa” se refiere a la

comparacion de los niveles plasmaticos alcanzados después de la administracion
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oral de dos formulaciones, donde una de ellas es generalmente el farmaco
innovador.

Segun la Norma Chilena (Resol. Exenta 727/2005: “Norma que define los
criterios destinados a establecer equivalencia terapéutica en productos
farmacéuticos en Chile”) dos productos farmacéuticos se considerara que son
bioequivalentes, si son equivalentes farmacéuticos o alternativas farmacéuticas
cuyas velocidades y cantidades de absorcibn no muestran una diferencia
significativa, cuando son administradas en la misma dosis molar, bajo similares
condiciones experimentales, ya sea en dosis simple o en dosis muiltiple.

En “Conceptos de farmacodinamia y farmacocinética en la perspectiva clinica”
[18] se expone que dos productos pueden considerarse bioequivalentes e
intercambiables cuando una formulacién es similar a otra en cuanto a la velocidad
con que entrega el principio activo y la cantidad de droga que se absorbe a partir de
ella.

La OPS/OMS, a través de “Multisource (generic) pharmaceutical products:
Guidelines on registration requirements to establish interchangeability”, WHO
Tecnical Report Series, N° 863, 1996 (WHO-96), propone aspectos y criterios
cientifico técnicos que deben ser considerados en una norma de bioequivalencia. Se
entiende que cuando una formulacion es similar a otra, en cuanto a la velocidad con
que entrega el principio activo y la cantidad de droga que se absorbe a partir de ella,
pueden considerarse bioequivalentes e intercambiables [17-18].

Los antecedentes presentados en conjunto a lo anteriormente mencionado,
nos hacen pensar que las formulaciones de Quetiapina, Quetidin® de Laboratorio
Recalcine y Seroquel® de Astrazeneca (farmaco innovador) son similares, por lo
tanto su BD deberia ser también similar.

De acuerdo a lo descrito en la literatura cientifica del tema, la administracion
de una sola dosis de Quetiapina no debiera producir reacciones adversas al
medicamento (RAM) o de otra naturaleza en voluntarios sanos. El producto
farmacéutico a evaluar Quetidin® de Laboratorio Recalcine de 300 mg en

comprimidos, esta aprobado vy registrado en el Instituto de Salud Publica (ISP). El



producto considerado como patron de comparacion, Seroquel® de Astrazeneca de

300 mg esta aprobado y registrado en el FDA, USAy en el ISP.

HIPOTESIS
Se postula que la formulacién oral de Quetiapina, Quetidin® de Laboratorio
Recalcine S.A. (producto similar) es bioequivalente con el producto innovador del

mercado farmacéutico internacional Seroquel® de Astrazeneca.

OBJETIVOS:
OBJETIVO GENERAL

Determinar la Bioequivalencia de dos formulaciones orales de Quetiapina, en un
disefio de doble ciego, randomizado y cruzado, de una formulacién farmacéutica oral
de Quetiapina en comprimidos de 300 mg con el producto innovador, en 24 voluntarios

sanos después de la administracion de una dosis Unica.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Realizar un exhaustivo andlisis de la literatura cientifica de la farmacologia y usos
clinicos de Quetiapina.

v' Realizar un exhaustivo andlisis de la literatura cientifica actualizada y de la
reglamentacién vigente nacional e internacional de la Biodisponibilidad vy
bioequivalencia.

v Validacién de una técnica HPLC para cuantificar las concentraciones plasmaticas de
Quetiapina (Velpandian y colaboradores, 2004) respecto a sensibilidad,
especificidad, cuantificacion, linealidad, recuperacion, limites de deteccion,
exactitud, precision y reproducibilidad (intra-dias e inter-dias).

v Colaborar con el médico en la seleccion de 24 voluntarios sanos para el estudio y en
las pruebas clinicas y de laboratorio clinico

v’ Someter los productos comerciales incluidos en este estudio, Quetidin® y Seroquel®,
a analisis fisicoquimicos segun farmacopea.

v' Medir la concentracién plasmatica de Quetiapina en el plasma de los voluntarios por

la técnica HPLC validada en el laboratorio.



v" Confeccionar las curvas de Concentraciones plasmaticas versus tiempo por
individuo, por producto y las curvas promedios; todas expresadas tanto en niumeros
naturales como logaritmicos.

v Realizar el analisis farmacocinético y de los resultados obtenidos de las curvas de
concentraciones plasmaticas en el tiempo.

v' Comparar los parametros farmacocinéticos obtenidos del analisis farmacocinético a

través de un analisis estadistico.

Il. VOLUNTARIOS, MATERIALES Y METODOS.

Il. 1. Voluntarios
1.1.1. Seleccién de Voluntarios:

En la primera semana de inicio del estudio un grupo de adultos, hombres y
mujeres, sanos, con edades que fluctuen entre los 21 y 55 afios, con apellidos
hispanoamericanos, fueron citados por el médico a las dependencias del centro de
investigacion, en ayunas, para extraerles una muestra de sangre y solicitarles una
muestra de orina para realizar analisis de Laboratorio Clinico; ademas, hacerles un
examen médico completo y una interrogacion sobre su historia clinica. Los analisis que
se realizaron antes y después del estudio, comprenden: hemograma y VHS, orina
completa, VIH, hepatitis B y C, screening de drogas de abuso, glicemia, uremia,
proteinemia, fosfatasas alcalinas, bilirubinemia, transaminasas oxalica y pirdvica y
creatinemia. En el caso de las mujeres se les solicitd ademas, un test de embarazo.
Todos los examenes fueron realizados en el laboratorio clinico Medicina Nuclear, Pérez
Valenzuela 1551, Depto. 43, Laboratorio inscrito en el ISP y sometido a control de
calidad del programa PEC que mantiene convenio con el Laboratorio donde se realizd
esta Tesis. El examen de VIH se solicité previa autorizacion del voluntario(a) y bajo su
firma de consentimiento aprobado por el comité de ética. Su objetivo es garantizar la
seguridad del personal de laboratorio que manipula la sangre. El resultado de este
examen fue de exclusivo conocimiento del médico y del voluntario asi como también

fue confidencial el test de embarazo.
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Los procedimientos empleados en los tratamientos a los voluntarios se realizaron
cumpliendo rigurosamente los acuerdos internacionales respecto a la investigacion de
farmacos en seres humanos; y estos procedimientos estan sefialados en la
Declaracién de Helsinki, constituyendo recomendaciones para guiar a los médicos en
la investigacion biomédica en seres humanos (Asociacién Médica Mundial en la
Asamblea del Helsinki, Finlandia, 1964). Ademas, tanto el protocolo como el
consentimiento informado fueron aprobados por el Comité de Etica para estudios en
humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile donde participaron: El
Dr. Manuel Oyarzun (Presidente), Sra. Marianne Gaudlitz (Vicepresidente), Dr. Hugo
Amigo, Dr. Leandro Biagini, Dra. Lucia Cifuentes, Sra. Nina Horwitz, Sr. Claus Jahn W,

Dr. Miguel O’ Ryan, Dr. Julio Pallavicini.

Criterios de seleccidn de voluntarios para el estudio
A. Criterios de Inclusion

1. Grupo de hombres y mujeres sanas de edades entre 21 y 55 anos con apellidos

hispanoamericanos e indice de masa corporal (IMC) entre 19 y 30.
2. No fumadores, no consumidores de drogas de abuso ni de alcohol.
3. Sin alergias a medicamentos.

4. Sin terapias concomitantes y no haber ingerido farmacos a lo menos dos meses
antes del estudio,

5. Con resultados de los examenes de laboratorio en rangos normales y declarados
aptos para el estudio, por el médico después de la anamnesis y del examen fisico,

realizados a los voluntarios.

6. Que puedan leer, comprender y firmar el consentimiento informado.

Los voluntarios seleccionados primariamente de acuerdo a los criterios de
Inclusion anteriormente nombrados fueron citados a dependencias del Centro de

Investigacion (Laboratorio de Farmacocinética) en ayunas para la recoleccién de
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muestras de sangre y de orina de cada uno de ellos para su analisis de Laboratorio
Clinico antes mencionado.

Todos estos analisis de laboratorio fueron repetidos después del término del
estudio. Una vez obtenidos los resultados de estos examenes, un médico cirujano
entrevistd a cada uno de los voluntarios, y en esta entrevista se incluyé:

v' |dentificacion: Nombre, edad, sexo.

v" Anamnesis farmacoldgica: RAM, alergia a medicamentos, y alguna medicacion
actual.

v' Estudio fisico general: Peso, talla, presion, pulso, ritmo respiratorio, temperatura
oral, corazén, pulmones, abdomen, extremidades (normales segun sexo y edad).

v" Anamnesis: Angor, disnea, palpitaciones, edema, tos, desgarro, tabaco, alcohol.

Finalmente el facultativo seleccion6é 24 voluntarios completamente sanos, aptos
para el estudio, de acuerdo a los parametros de seleccion propuestos y los instruyé
acerca del propdsito del estudio, se analizaron posibles riesgos y beneficios y cada
voluntario certificé con su firma el “consentimiento informado” aprobado por el

Comité de Etica, para participar en este estudio.

B. Criterios de Exclusién: Se excluyeron de participar en el estudio los voluntarios

que presentasen uno mas de las siguientes caracteristicas:

=

. Historia clinica de hipersensibilidad a cualquier medicamento.

2. Presencia en la historia clinica de problemas gastrointestinales, de higado, riidn,
pulmén, hematoldgicos, neuroldgicos, psiquiatricos, endocrinos, inmunolégicos o
dermatoldgicos significativos.

3. Presencia en la historia clinica de enfermedades que hayan afectado la absorcion,
distribucion y eliminacién de drogas desde el organismo.

4. Manutencion de una terapia o bien adiccion al alcohol, tabaco, marihuana u otras
drogas de abuso.

5. Haber tenido cualquier enfermedad de importancia en los 28 dias previos al

estudio.
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6. Haber usado en los 28 dias previos al estudio drogas que modifiquen el sistema
metabdlico de drogas, o sea que afecten la biotransformacion de la Quetiapina a
través del sistema oxidativo del citocromo P450 (todos los barbituricos,

corticoesteroides, fenilhidantoinas, etcétera).

7. Haber usado cualquier medicamento en los 7 dias antes del estudio, incluyendo

medicamentos de venta directa o sin receta médica.
8. Haber participado en otro estudio similar en los 28 dias previos al estudio actual.

9. Dar positivo el analisis de drogas o VIH.

10. Presencia de historia de desmayos 0 miedo a la extraccién de sangre.

El nimero de individuos o pacientes debe basarse en un método adecuado que
permita garantizar la confiabilidad de los resultados del estudio, este numero no debe
ser menor a 12, y normalmente es de 18 a 24 individuos. (Guidance for Industry. “BA
and BE Studies for Orally Administered Drug Products- General Considerations” Draft
Guidance, 1999).

Il. 2. Materiales.

II. 2. 1. Medicamentos

MedicamentoTest: El producto farmacéutico a evaluar, Quetidin® Laboratorio
Recalcine SA. 300 mg comprimidos. Este producto esta registrado en el Instituto de
Salud Publica de Chile con el n°: F-15. 202/05; serie: 07136 con fecha de vencimiento
en Febrero del 2009. El producto debe mantenerse en un lugar fresco y seco a no mas

de 25 °C y fuera del alcance de los nifos.

Medicamento Referencia: El producto considerado como patron de comparacion,
Seroquel® Astrazeneca. 300 mg comprimidos; fue obtenido en el mercado

Norteamericano, este producto esta registrado en el instituto de Salud Publica registro
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ISP n° F-14. 540/05. Lote: 116. Vence: en Enero del 2009. El producto debe
mantenerse en un lugar fresco y seco a no mas de 25 °C y fuera del alcance de los

nifos.

1.2.2. Preparacion de los medicamentos del estudio: Se solicité a un profesional
ajeno al Laboratorio (Quimico-Farmacéutico) que en confidencia, confeccione el ciego,
colocando 24 comprimidos de cada producto en un frasco ambar, rotulando las
muestras para el estudio como “Producto A” y “Producto B”. Luego, el profesional
anoté los datos de numero de serie, lote, fechas de elaboracion y expiracion de los
productos “A” y “B” y lo informé en un sobre sellado a Laboratorio Recalcine SA; el

sobre fue abierto una vez que el estudio se terminé.

Il. 2. 3. Estudios fisico quimicos previos: Luego ambos productos A y B fueron
sometidos a analisis fisico-quimicos y Test de disolucion en el laboratorio de
Farmacocinética y Biodisponibilidad, para su posterior utilizacién en el estudio de

bioequivalencia (Anexo 1).

Il. 2. 4. Materiales para la determinaciéon de las concentraciones sanguineas. Se
utilizé un equipo HPLC marca Elite La Chexrom, Merck- Hitachi compuesto por un
detector UV-visible L 2420, una bomba L 2130, un muestrador automatico L 2200, un
sistema organizador computacional Merck. Plasma Humano filtrado en un poro de 0,22
pm; estandar de Quetiapina 0,01 uyg/mL y Haloperidol 0,1 pg/mL; solventes de pureza
Merck, matraces; tubos coénicos; Corriente de Nitrégeno; una trampa de agua; Na,CO;
0,1M; Acido o-fosférico ( HsPO,) 0,714 mL y TEA (tetramilamonio) 1,643 mL pH 3,5 ; el
fosfato diacido de potasio (KH,PO,) 200ul, hexano- alcohol isoamilico (98:2); y el
Acetonitrilo de calidad HPLC (CH;CN) se obtuvo de Merck Quimica Chilena.

Finalmente el producto farmacéutico a evaluar, QUETIDIN® de Laboratorio
Recalcine S.A fue adquirido en el mercado nacional (en una farmacia) y el producto
considerado como patrén de comparacion, SEROQUEL® de Astrazeneca fue adquirido
en el mercado norteamericano. Los estandares de referencia de Quetiapina vy

Haloperidol fueron donados por el Laboratorio Recalcine S.A.
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Los estandares de referencia fueron donados por el Laboratorio Recalcine SA.

Los reactivos y solventes que se emplearon, se adquirieron en Merck Quimica Chilena.

Il. 3. Métodos

Il. 3.1. Administracion de los productos farmacéuticos. Los productos
farmacéuticos se administraran a través de un disefio experimental randomizado,
cruzado, comparativo y ciego, que incluye el tipo de medicamento asignado (A o B) y al
voluntario que le corresponde. La confeccion de este disefio la realizé el bioestadistico.

De los 24 voluntarios seleccionados por el médico tan solo 20 voluntarios
llegaron el dia del inicio del tratamiento farmacolégico (durante la primera semana), de
los cuales sélo 18 voluntarios completaron el estudio cumpliendo satisfactoriamente
con el protocolo y con las recomendaciones médicas; ya que dos de ellos fueron
excluidos debido a que presentaron problemas de extraccion de las muestras de
sangre (voluntarios 3 y 6) de modo de no injuriarlos de manera importante en la
extraccion de la muestra sanguinea. Es por esto que durante la semana siguiente
nueve de ellos recibieron el producto A y los otros nueve, el producto B, (tratando de
seguir el disefio original experimental randomizado). Por tanto, durante la segunda
semana, que tenia una separacion de por lo menos por 4 dias (implica periodo
después de transcurridas 5 o mas vidas medias del farmaco), los voluntarios se
cruzaron cambiando el producto de tratamiento, es decir, los que primariamente
recibieron el farmaco A, recibieron ahora el farmaco B y, los que primariamente
recibieron el farmaco B, recibieron el farmaco A. En cada sesion el voluntario estuvo en
ayunas 12 horas previo a la administraciéon de una dosis oral Unica (comprimidos de
300 mg) con 250 mL de agua potable, estando de pie. Los voluntarios permanecieron
en el centro de investigacion 14 horas, periodo en el cual fueron atendidos por todo el
equipo del centro: un profesional médico (procedimiento supervisado por el médico),

dos enfermeras y el personal de apoyo técnico.
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1.3.2. Cuidado de los voluntarios. Durante el estudio los voluntarios estuvieron en
contacto con el médico y en los dias de tratamiento en que los voluntarios estuvieron
recluidos en el centro de investigacion (por 14 horas), fueron atendidos por el equipo
profesional del centro. Su alimentacion, a saber desayuno, almuerzo, meriendas y cena
fueron disefiadas por un profesional Nutricionista sobre la base de lo aconsejado por el
meédico, en el tratamiento con Quetiapina. La dieta administrada a los voluntarios se
incluye en el Anexo 2.

Las reacciones adversas a medicamentos (RAM), fueron anotadas, observadas
y tratadas por el médico. Se dispuso de un vehiculo especial con chofer para trasladar
a los voluntarios que presentasen RAM que no fuera posible de tratar por el médico,
para trasladarlo a un Hospital tipo A como el Hospital Clinico de la Universidad de
Chile, Prof. José Joaquin Aguirre. Las reacciones adversas que se presentaron

aparecen en el informe médico Anexo 3.

1.3.3. Recoleccion de muestras para la determinacion de las concentraciones
plasmaticas. Para la extraccion seriada de sangre cada una de las dos Enfermeras
Universitarias presentes en el estudio, instalé a primera hora y a cada voluntario una
branula antebraquial (Beckton & Dickinson, 18 G) provista de llave de tres pasos, la
que mantuvo en forma permeable con heparina sédica como anticoagulante.

Las Enfermeras, recolectaron las muestras de sangre en tubos de ensayo de
vidrio los cuales se encontraban secos en estufa, después de agregarles 100 uL de
oxalato de potasio al 30% como anticoagulante y posteriormente fueron rotulados. Esta
recoleccion se realizd en los siguientes intervalos de tiempo: a 0 (antes de Administrar
la droga), 10, 20, 30, 60, 90, 120, 150, 240, 360, 480 (8hrs) y 720 (12hrs) minutos,
post-dosis. A continuacion los tubos fueron agitados suavemente y centrifugados a
4.000 rpm en una centrifuga refrigerada, Sorval Siperspeed RC-2. El plasma
sanguineo asi obtenido mediante agitacion suave del tubo y centrifugacién se
almaceno en un freezer a —20 °C hasta el momento de efectuar las determinaciones
mediante HPLC. De toda forma, en los procedimientos empleados en los tratamientos
a los voluntarios se observaron rigurosamente los acuerdos internacionales respecto a

investigacion de farmacos en seres humanos [19,20].
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1.3.4 Metodologia analitica.

La Quetiapina se preparo y cuantificd en plasma mediante una metodologia mixta
basada en las publicaciones de Sachse et al (2006) y Hasselstram & Linnet K (2003)
de Cromatografia Liquida de Alta Resolucién HPL [21] , técnica validada y definida
respecto a sensibilidad, especificidad, linealidad, recuperacién, limites de deteccion,
cuantificacion, exactitud, precision y reproducibilidad (intradias e interdias).

Para este efecto, se descongelaron los tubos y se dividieron en dos muestras, de
1 mL cada uno (muestra y contra muestra). En cada tubo, tanto de contra muestra
como de muestra (con una cantidad de 0,5 mL de plasma-humano) se agregaron: 5 uL
equivalentes a 0,1 ug/mL de Haloperidol (estandar interno), 250 yL de una solucién de
Na,CO; 0,1 M y 4 mL de una mezcla V/V de hexano-isoamil alcohol (98:2) para extraer
el farmaco en estudio; luego los tubos se agitan durante 5 minutos y posteriormente se
centrifugan por 10 minutos a 4.000 rpm. De la fase superior (0o sobrenadante) se toma
una alicuota de 3 mL y se transfieren a otro tubo al cual se afiaden 200 pL de una
solucion amortiguadora de pH formada por y KH,PO, de 45 mM, pH 2,8; las mezclas
asi obtenidas se agitaron durante 30 segundos en un agitador Vortex y se
centrifugaron por 10 minutos a 4.000 rpm.

Finalmente, la fase organica se elimind por aspiracién mediante una trampa de
agua, luego se utilizé6 una corriente de Nitrégeno (N;) para evaporar las trazas de
solvente organico y eliminar los pequefios restos de esta fase (Fig. N° 2).
Posteriormente una alicuota de 50 pL de la fase acuosa se transfiere a un vial y fue
inyectada directamente al HPLC para realizar el andlisis cromatografico de las
muestras.

El sistema cromatografico consistid en un equipo HPLC marca Elite La Cherom,
Merck — Hitachi compuesto por un detector UV — visible L-2420, una bomba L-2130, un
colector automatico de fracciones L-2200, un sistema organizador y computacional
Merck, una columna Merck LiChrospher 60, select-B, (250 mm x 4,0 mm d.i. y tamafo
de particulas de 5 uym), y un sistema isocratico de fase moévil compuesto por una
solucion amortiguadora del pH Buffer Fosfato 10,5 mM y 0,12% TEA a pH 3,5 ( todo
esto al 68,5%), y acetonitrilo ( al 31,5%).
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La velocidad de flujo utilizada fue de 1,2 mL/min. En la instalacion y validacién de
la técnica la longitud de onda se fij6 en 245 nm obteniéndose un tiempo de retencién
de promedio de 7,0 y 12,2 minutos para Quetiapina y Haloperidol, respectivamente. La
maxima sensibilidad obtenida fue de 5 ng/mL, consiguiéndose linealidad entre 10 y

1200 ng/mL, con un coeficiente de correlacion de: r = 0,9998.

§

EXTRACCION
DE
QUETIAPINA

5 uL Haloperidol 0,01 M
+250 uL Na2COs 0,1 M
*4 mL hexano-isoamil alcohol

<< !

200 uL KH2PO4
45 mM pH 2,8

-

500 uL plasma

=)

Por medio de
trampa de agua,

L,l desechar F.O.y

Alicuota de 3mL eliminar restos
de hexano por

5 min AGITACION 30 seg AGITACION :> medio de
10 min CENTRIFUGAR 10 min CENTRIFUGAR corriente de N2

= —

Figura N° 2

I.3. 5. Validacion del Método de Analisis de Quetiapina en plasma. Se define la
validacion analitica como el trabajo experimental encaminado a obtener pruebas
documentadas de que un método analitico proporciona consistentemente la
informacion requerida al uso al que se destina. Los criterios de validacion se deben
relacionar con las especificaciones a examinar, por lo que el método debera poseer la
caracteristica basica necesaria para discriminar de forma segura la informacion
analitica de interés.

La ICH (International Conference on Harmonization http://WWW.ich.org) 1996),

establece las caracteristicas que deben considerarse en la validacion de un método

analitico para evaluar la calidad de los medicamentos.
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La validacién de un método analitico debe considerar las siguientes pruebas:

a) Especificidad (selectividad): Criterio de Fiabilidad caracteristico del método
analitico. Expresa la capacidad del método analitico para medir con exactitud y de
modo especifico el analito en presencia de otros componentes que pueden formar
parte de la matriz. Se mide comparando los resultados de un analisis de muestras que
contienen impurezas, productos de degradacion o ingredientes placebo, con los
resultados de la misma muestra sin los componentes anteriores. Segun la FDA no
deben existir interferencias en las muestra de plasma blanco a los tiempos de retencion
de los analitos. Si las hay, las concentraciones de los analitos deben ser cinco veces
mas grandes que las interferencias. La respuesta del analito debe ser identificable,
discreta y reproducible con una precision de un 20% y una exactitud de 80%-120%.
Esta prueba se realiza demostrando que en los cromatogramas a los tiempos de
retencién de los compuestos de interés (Quetiapina y Haloperidol) se encuentren libres
de interferencias de las sefales endogenas, para esto se utilizan seis fuentes

diferentes de plasma.

b) Linealidad (criterio de Fiabilidad). La linealidad de un método analitico se
demuestra realizando una curva de calibracion con por lo menos seis puntos (en este
caso se tomaron 8 puntos con un rango de 10 a 1200 ng/ml) y tres puntos control, bajo
medio y alto. La curva y los controles se deben preparar por duplicado obteniéndose
los siguientes parametros de linealidad: pendiente, intercepto y el coeficiente de
correlacion de la curva. Otro parametro que es util para determinar linealidad es el
factor de respuesta, el cual consiste en la relacion entre el area y la concentracion de
Quetiapina para cada punto de la curva de calibracién, con estos datos se obtiene el
promedio y el coeficiente de variacion el cual debe ser menor a un 5%, ademas permite
observar con una mayor claridad que punto se escapa de la linealidad. Este parametro
no influye en los resultados para la validacién del método ya que no es exigido por la
FDA, y solo nos orienta con respecto a la linealidad de la curva de calibracion; en este

caso no fue necesario utilizar este parametro.
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c) Precision y Exactitud (criterio de Fiabilidad). La exactitud (medida del error

sistematico) de un método analitico se describe como la cercania de los resultados

obtenidos por el método con respecto al valor real. Se determina mediante el analisis
de replicativos de muestras que contengan concentraciones conocidas de analitos. La

FDA recomienda que el valor promedio no debe diferir un 15% del valor real, excepto

para el control bajo que no debe diferir un 20%. La precisién (medida del error

aleatorio) de un método analitico se describe como la cercania de las mediciones
individuales de un analito cuando el método es aplicado repetidas veces (grado de
aproximacion entre los resultados). Para demostrar la precision, se debe demostrar la
precision intradia (o dentro de la corrida, o sea la Repetibilidad) y la precision interdia

(o entre corridas, o sea la Reproducibilidad); esta ultima mide precisién en el tiempo y

puede involucrar cambio en los analistas, en los equipos, en los reactivos. Se puede

expresar a través de la desviacion estandar, coeficiente de variacion y el intervalo de
confianza para cada caso. La FDA recomienda un minimo de cinco determinaciones
por concentracion. El valor de precision obtenida no debe diferir un 15% el coeficiente

de variacién, excepto para el control bajo que no debe ser mayor a un 20%.

Los estudios intra e interdia son realizados de la siguiente forma:

v Interdia: se prepara una curva estandar y dos sets de puntos control, concentracion
alta, media, baja. Se corren las muestras durante el mismo dia. Se calculan los
parametros de la curva, pendiente, intercepto, coeficiente de correlacion y con estos
valores se calculan las concentraciones de los controles. Esto se repite cinco veces
mas en cinco dias diferentes.

v Intradia: se prepara una curva estandar y seis sets de controles, alto, medio y bajo.
Se obtienen los cromatogramas durante el mismo dia. Se calculan los parametros
de la curva, pendiente, intercepto, coeficiente de correlacion y con estos valores se

calculan las concentraciones de los controles.

d) Limite de cuantificacion. El limite de cuantificacion es el punto mas bajo de la

curva de calibraciéon que puede ser cuantificado en forma razonable, exacta y precisa.
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No necesariamente es la cantidad mas pequefa que puede detectar el equipo en
las condiciones experimentales establecidas, muchas veces se hace coincidir con la

cantidad mas pequefa que es susceptible de encontrar en las muestras.

a. Evaluacion visual (métodos no instrumentales)
b. Evaluacién basada en la relacion Sefal/Ruido (10:1)
c. Evaluacion basada en la desviacion estandar de la respuesta instrumental y la

pendiente de la curva

Para demostrar esto se debe preparar una curva de calibracion con seis controles
(en este estudio se uso 8 puntos) de la concentracién mas baja de la curva. Se debe
analizar la muestra durante el dia calculando el promedio, desviacion estandar,
coeficiente de variacion y error relativo. Para que sea considerado el control mas bajo
de la curva como limite de cuantificacién, su coeficiente de variacion no debe exceder
el 20%.

e) Robustez: Expresa la capacidad del método para permanecer invariable a
pequenas modificaciones ambientales o de procedimiento (se mide mediante la
reproducibilidad). Pueden haber influencias de las variaciones ambientales o de
procedimiento tales como estabilidad de las disoluciones, tiempos de extraccién y en
HPLC: variaciones de pH de la fase movil, variaciones de composiciéon de la fase movil,

diferentes columnas (suministradores) y temperatura.

f) Recuperacion: La recuperacion indica la eficiencia de la extraccion del analito, a
través de todo el proceso de preparacion de muestras. Se establece como la relacion
que existe entre la respuesta (area “peak” de estandar/area de “peak” del estandar
interno) de una muestra extraida versus una muestra no extraida. Se recomienda
realizarlo en tres concentraciones (baja, media, alta) y por ftriplicado cada
concentracion. Lo ideal seria obtener una recuperacion de un 100%, la FDA acepta
que esta sea hasta un 50% a 60%, siempre que los resultados sean precisos, exactos

y reproducibles.
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g) Estabilidad: La estabilidad va a depender de las condiciones de almacenamiento,
las propiedades quimicas de la droga, la matriz, y el sistema que lo contenga. La
estabilidad del analito en una matriz en particular es relevante sélo para esa matriz y

no puede ser extrapolada a otros sistemas con diferentes matrices.

Il. 3.6. Analisis Farmacocinético. Para el analisis de los parametros farmacocinéticos
los datos obtenidos de las mediciones de concentracion de Quetiapina en el plasma
fueron graficados en el programa Microsoft Office Excel. De las curvas de
concentraciéon plasmatica versus tiempo de cada voluntario, se calculé la concentracion
plasmatica maxima (Cmax) ¥ €l tiempo maximo (Tmax) por inspeccion directa de ellas.
Cada valor de concentracién determinado se expresé como el valor promedio = su
desviacion estandar.

Los parametros farmacocinéticos tales como la constante de velocidad de
absorcion (K,), el area bajo la curva de concentraciones sanguineas en el tiempo ABC
©0-12) Y ABC (o..) el tiempo de vida media (ty), fueron determinados a partir de los
datos que arrojaron las curvas de niveles plasmaticos de la droga (productos A y B)
versus tiempo post-administracién. A partir de estos datos se pudo calcular el valor
directo para ambos productos, los cuales fueron transformados a su forma logaritmica.

Las unidades utilizadas en este trabajo para los parametros cinéticos son: para

CmaxnNg/mL; t max. hr y para ABC o-12) ¥ ABC (9., en ng/mL/hr.

1.3.7. Criterios para establecer Bioequivalencia. Para considerar como
bioequivalentes las dos formulaciones en estudio, se adopté el criterio sugerido por la
FDA que consiste en obtener la diferencia entre los promedios de los parametros; el
intervalo de confianza exigido para la diferencia de promedios de los productos de
prueba y referencia es de 90%. El rango de valores limites de las diferencias entre los
promedios de los productos de prueba y referencia escogidos en este estudio fue de —

80% a + 125%; para la razéon de las medias del ABC y Cpax.
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11.3.8. Analisis estadistico

Metodologia de analisis: Los parametros farmacocinéticos analizados para
declarar la bioequivalencia fueron: ABC (ABC o_12) Y ABC(0-«) ), Cmax ¥ Tmax con el
objetivo de homogenizar la variabilidad, los valores de los parametros farmacocinéticos
se transformaron a logaritmo natural; luego, se realizé un analisis de los datos
obtenidos, con el objetivo de ver la consistencia, posibles datos faltantes y valores
fuera de rango (outliers).Posteriormente, se analizaron los datos que tengan una
distribucion normal y que las varianzas intra-sujeto del producto en estudio y de
referencia (innovador) sean las mismas.

Para comprobar los supuestos de normalidad, se utilizd el test de Bonferroni
considerando un alfa de significacion de un 5%. Este test ajusta el nivel de significacion
en relacién al numero de pruebas estadisticas realizadas simultdneamente sobre un
conjunto de datos. Al demostrar los supuestos de normalidad, los requisitos requeridos
para un analisis estadistico de tipo paramétrico se cumplieron. Como las variables
fueron homogéneas, se utilizé el test de Student para muestras con igual varianza.

La hipétesis nula fue de no diferencia entre grupos, considerando un nivel de
confianza de 5%. La precisién se estimé utilizando intervalos de confianza del 90%.
Los analisis estadisticos fueron realizados con el programa computacional SPSS
version 11.

Cuando los parametros farmacocinéticos de un producto con los de otro producto
tomado como control, se reparten de acuerdo a una distribucion normal, se puede
aplicar la prueba de t de Student, pero segun la Guia de procedimientos estadisticos
para estudios de bioequivalencia usando un disefio estdndar cruzado de dos
tratamientos, se recomienda realizar un analisis de varianza (ANOVA). Es por esto que
se realizdé un segundo andlisis estadistico con el programa computacional SPSS 11 en
donde se utilizara el test de andlisis de varianza multifactorial (ANOVA) para
establecer las posibles diferencias entre los parametros determinados para cada
producto farmacéutico en cada voluntario, estimandose una diferencia

estadisticamente significativa para valores de p < 0,05.
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Se utilizaron las recomendaciones de las Guias del FDA, tanto para el disefio del
estudio como para el analisis farmacocinético y estadistico. Como fuentes de variacion
se consideraran el producto administrado, el periodo de administracion, la secuencia y
el efecto residual. Ademas, se calcularan los intervalos de confianza (IC) de 90% para
la diferencia de las medias obtenidas con los productos A y B [22]. La evaluacién
estadistica de los resultados se realizara utilizando el paquete estadistico SPSS
version 11 [23]. Incluye analisis, estadistica descriptiva, ANOVA, métodos paramétricos
tales como: intervalo de confianza clasico y Schuirmann OST/TOST. Mediante este
programa se analizaron estadisticamente los valores obtenidos de los parametros
farmacocinéticas para los dos productos, usando ANOVA,; se analizaron la significancia
de las diferencias obtenidas en los parametros farmacocinéticos estudiados, en
relacion con las fuentes de variacion siguientes:

a) Inter-sujetos: secuencias
b) Intra-sujetos: periodo y formulacién.

Schuirmann OST/TOST o La prueba de dos hipétesis monocaudales (Two One
SIDEC Test Procedure ) permite determinar la condicién de bioequivalencia entre dos
productos farmacéuticos en estudio. Esta prueba estadistica consiste en descomponer
el intervalo de las hipoétesis Hy y Hy en dos grupos de hipétesis de una cola. Donde p 1 -
M r €s la diferencia entre medias poblacionales, entre los productos en estudio (test) y
la referencia (innovador). La hipétesis nula H, comprende, establece que Pty 4 r NO
son bioequivalentes, es decir bioinequivalentes. Asimismo, la hipotesis alterna H;
comprende, establece que u 1ty M r Son bioequivalentes. Entonces diremos que si se
rechaza la hipotesis nula Hy entonces la hipdtesis alterna H; es verdadera, por lo tanto
M TY M r SON bioequivalentes. Sin embargo, si no se rechaza la hipétesis nula Hg, no
significa que necesariamente Hy sea verdadera, sino que no hay evidencia suficiente

que permita concluir que H, sea verdadera.

lll. Seguridad: El médico responsable del estudio, entrevisté a cada voluntario
después de cada tratamiento llenando la ficha de reacciones adversas a medicamentos

confeccionada adicionalmente al protocolo.
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Se incluye un formato de cada ficha médica y el resultado de los analisis de
laboratorio clinico de cada uno de los voluntarios, en el Anexo 4 y Anexo 5. No se
observaron reacciones adversas importantes a la droga o Principio Activo, por parte de
los voluntarios con ninguno de los preparados (Formula A y B), tan solo una serie de
eventos adversos no asociados a ningun preparado en particular, lo que demuestra

que en los 18 voluntarios ambos productos mostraron la misma seguridad.

IV. RESULTADOS

IV. 1. Validacion de la técnica analitica para la determinacion de Quetiapina en
plasma. La Figura N° 3 muestra un ejemplo de cromatograma de separacion y
cuantificacion de Quetiapina y Haloperidol (Tiempos de retencion: 6,9 y 12,2 minutos,
respectivamente) y picos del plasma. En este cromatograma se observa el analito
(Quetiapina), el estandar interno (Haloperidol) y los elementos propios del plasma lo
cual nos permite analizar la especificidad o selectividad del método.

La figura N° 4 muestra la curva de calibracion de la Quetiapina realizada de
acuerdo a la técnica descrita en Métodos. En ella se encuentra graficado el area bajo la
curva de la Quetiapina versus la concentracion de Haloperidol expresada en ng de
farmaco por ml de plasma sanguineo. Cabe senalar que el plasma sanguineo utilizado
en estos experimentos fue obtenido de muestras de sangre de dadores de voluntarios
sanos del Banco de Sangre del Hospital San Juan de Dios.

Los resultados mostraron una gran correlacién entre las razones de area de los
picos de Quetiapina y Haloperidol (estandar interno) respecto de la concentracion de
Quetiapina, como lo demuestra el coeficiente de regresion lineal obtenido: r= 0,9998.
La linealidad del método se obtuvo entre el rango de concentraciones de Quetiapina:
10 a 1200 ng/ml. El limite de deteccion del método, es decir, la menor cantidad de
analito, en una muestra, que puede ser detectada, pero no necesariamente
cuantificada con exactitud se alcanzé a los 5 ng/ml. El limite de cuantificacion, es decir,
la menor cantidad de analito en una muestra que puede ser determinada

cuantitativamente con precisién y exactitud fue alcanzada a los 10 ng/ml.
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Figura N° 3: Cromatograma de Separacion y cuantificacion de Quetiapina (6,9 min) y

de Haloperidol (12,2 min) en plasma. mAU: Area bajo la curva en unidades de

miliabsorbancia. Se presenta el cromatograma de un voluntario con una concentracion

plasmatica de Quetiapina de 338,5 ng/mL.
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Figura N° 4. Curva de Calibracion de Quetiapina. Relacion de area bajo

la curva de Quetiapina con respecto a Haloperidol. La metodologia

utilizada esta descrita en Métodos. r= 0,9998

Tabla N° 1: Curva de Calibracion (Linealidad)

Concentracion Relacion de Area
10 0,01188
25 0,02153
50 0,03247
100 0,06870
200 0,12397
400 0,25410
800 0,51110
1200 0,74560

Ecuacion de la recta: y = 0,0006292x + 0,0046639; r = 0,9998

Limite de Cuantificacion = 10 ng/mL; Limite de Deteccion = 5 ng/mL

La Tabla N° 2 muestra la repetibilidad intra-dia (Tabla 2A) y al reproducibilidad

inter-dia de la técnica (Tabla 2B).
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Cabe recordar que la precision es la concordancia de una medicion individual de
un analito, cuando el procedimiento es aplicado a multiples alicuotas de una muestra
homogénea de la matriz bioldgica. La precision comprende la repetibilidad y
reproducibilidad, como se describe a continuacion.

La repetibilidad expresa la precision bajo las mismas condiciones operatorias
(mismo procedimiento, instrumento, condiciones de operador, operador y lugar)
durante un corto intervalo de tiempo. La reproducibilidad indica el grado de
concordancia entre mediciones obtenidas en condiciones que pueden comprender,
entre otros, cambios en el operador, el instrumento, el lugar o el tiempo en que se
ejecuta cada medicién. La repetibilidad intra-dia, es decir, la variacion de las
mediciones en un dia, fue analizada repitiendo tres veces en un dia cada una de las
concentraciones siguientes: 10, 25, 50, 100, 200, 400, 800,1200 ng/ml. El coeficiente
de variacién promedio intra-dia de la determinacion de la droga fue: 5,06%.

La reproducibilidad fue analizada repitiendo la curva de calibracion 10 veces en
un lapso de tiempo de diez semanas. El coeficiente de variacion promedio inter- dia de
la determinacién de la droga fue 2,91%; este valor fue inferior al rango exigido que fue
5%. Cabe sefialar que los coeficientes de variacion (CV) mas altos obtenidos
correspondieron a las concentraciones mas pequefias ensayadas 10, 25 y 50 ng/mL;
ellos fueron 9,09 9,52 y 6,98 % respectivamente.

La Tabla 3 muestra la recuperacidn de las drogas desde el plasma. Para realizar
estos experimentos se utilizaron concentraciones de Quetiapina equivalentes a 25,
600, 1200 ng/ml; el analisis de cada una de ellas fue repetido 6 veces. La recuperacion
promedio de Quetiapina y del estandar interno fue de 92,04 £ 0,0157. Asimismo, el
coeficiente de variacion promedio (CV) fue de 4,08% para Quetiapina ente

concentraciones de 25y 1200 ng/mL.

IV. 2. Caracteristicas antropométricas de los voluntarios: Estas caracteristicas se
muestran en la Tabla N° 4. En ellas se muestran los promedios de edad, peso y talla de
todos los voluntarios incluidos en el estudio + sus desviaciones estandar (SD). La
edad, el peso y la altura promedio de los voluntarios fueron 31,4 £ 11,5 afos; 71,5

14,8 Kg, 166,1 + 10,1 cm, respectivamente.
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IV. 3. Analisis Fisico-quimico de los productos SEROQUEL® vy el producto

similar Quetidin®: Estos analisis fueron realizados en el Laboratorio de
Farmacocinética y Biodisponibilidad del Centro de Investigaciones Farmacolégicas y
Toxicolégicas de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (IFT). Los
resultados se muestran en el Anexo 1 como se menciono anteriormente. Este analisis
demostré que ambos productos cumplian con las especificaciones proporcionadas por

Recalcine S.A. en cuanto a identidad, valoracion y test de disolucion.

TABLA N° 2. Determinacion de Quetiapina usando Haloperidol como estandar
Interno. Precision y Variabilidad.

A. Intra- dia: Repetibilidad

Concentracion *N **Promedio SD. ***CV.
(ng/ml)
25 6 0,01900 0,00145 7,63430

600 0,38410 0,03039 7,91219
1200 0,72593 0,06445 8,87843

B. Inter — dia: Reproducibilidad

Concentracion *N **Promedio | SD. ***CV.

(ng/ml)

25 10 0,01903 0,00178 9,35454

600 10 0,37869 0,01638 4,32493

1200 10 0,75808 0,06259 8,25597

*N: numero de veces que se repite el experimento.

** Razones de Areas: Area del pico de Quetiapina/ Area del pico de
Haloperidol (estandar interno).

*** CV: coeficiente de variacion.

Relacion Area: Area QTP / Area STD.
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TABLA N° 3. Recuperacion de Quetiapina desde plasma, usando
Haloperidol como estandar interno
25 ng/mL 600 ng/mL 1200 ng/mL
Relacion | Relacién | Relacion | Relacién | Relaciéon | Relacion
de area de area de area de area de area de area
(agua) (plasma) (agua) (plasma) (agua) (plasma)
*N 6 6 6 6 6 6
Promedio 0,02048 | 0,01832 | 0,42250 | 0,39087 0,86437 | 0,81382
SD. 0,00122 | 0,00074 | 0,01322 0,0131 0,01890 | 0,04688
***CV. 5,98164 | 4,06235 | 3,12917 | 3,351455 | 2,187027 | 5,76104
**%de
Recuperacion 89,46 92,51 94,15

Promedio del % Recuperacion: 92,04%

Promedio del CV: 4,08%

Promedio del SD: 0,0157

*N: niumero de veces que se repite el experimento. **% de recuperaciéon: es el
rendimiento de Quetiapina obtenida después de la técnica de extraccién descrita en
meétodos. ***CV: coeficiente de variacion

IV. 4. Examen clinico y de laboratorio clinico de participantes del estudio: El
Anexo 6 muestra a modo de ejemplo uno de los informes de uno de los participantes
del estudio. Cabe sefnalar que estos examenes fueron realizados a los voluntarios no
s6lo antes de iniciar este estudio, sino que también al final al terminar la sesion con los
voluntarios (toma de muestras). Estos resultados se acoplaron a las fichas médicas
que se hicieron a cada voluntario; el conjunto de antecedentes de estas fichas fue
analizado por el médico informante y los resultados fueron entregados al Director de
esta tesis, Dr. Ivan Saavedra. El informe entregado indicé que todos los voluntarios

participantes estaban sanos al inicio y al final del estudio.
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IV. 5. Consentimiento Informado: El Anexo 7 muestra la copia del consentimiento
informado entregado a cada uno de los voluntarios participantes de este estudio. Este
documento requirié la aprobacién del proyecto por la Comisiéon de Etica de la
investigacion en seres humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile

Anexo 8.

IV. 6. Dieta Administrada a los voluntarios: La dieta fue cuidadosamente controlada,
estrictamente estandarizada y especificada. Los alimentos administrados a los
voluntarios fueron determinados por la Nutricionista y aparecen en el Anexo 2,

corresponden a una dieta blanda que fue administrada en ambos periodos del estudio.

IV. 7. Analisis Cromatografico de las muestras plasmaticas: En la tabla N° 5 se
presentan las concentraciones plasmaticas de Quetiapina obtenidas de las muestras
de sangre de los 18 voluntarios que participaron en el estudio completo con ambas
formulaciones; los tiempos de toma de muestra estan indicados en Métodos. Las
concentraciones promedio + su desviacién estandar (ng/mL) de ambos productos (A y
B) aparecen en la Tabla N° 6. A partir de estos datos se construyeron las curvas
promedio de concentracion plasmatica de Quetiapina (A y B) versus el tiempo
transcurrido desde el momento de la administracion de la droga hasta las 12 hrs. en los
18 voluntarios para cada formulacion y su correspondiente desviacion estandar, las

cuales se muestran en la Figura N° 5. Ambas curvas son similares en la forma.
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TABLA N° 4: Caracteristicas antropométricas de los voluntarios

Iniciales Sexo Edad Peso Altura Secuencia
(anos) (Kg) (cm.)

Vol1 CNT M 20 71 178 AB
Vol2 NSF M 49 82 169 AB
Vol3 JPA M
Vol4 HLM M 27 69 176 AB
Vol5 MGG M 24 76 178 AB
Vol6 SDG F
Vol7 LYS F 38 54 155 BA
Vol8 MAV F 24 52 157 BA
Vol9 FAL F 39 65 160 BA
Vol10 MCJ F 52 66 160 BA
Vol11 AST M 47 84 177 BA
Vol12 FMA M 21 75 180 BA
Vol13 JGB M 26 105 180 BA
Vol14 CcvC M 27 99 174 BA
Vol15 JSN M 20 63 164 BA
Vol16 MOA F 20 57 159 AB
Vol17 MRP F 51 75 149 AB
Vol18 MVB F 37 58 153 AB
Vol19 LEB F 24 80 169 AB
Vol20 YLP F 25 66 167 AB
PROMEDIO 31,4 71,5 166,1
*SD 11,5 14,8 10,1

*SD: desviacion estandar.
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Figura N° 5. Curvas promedio de concentraciéon plasmatica
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Tabla 5. Concentraciones

para los productos Ay B.

plasmaticas (ng/mL) vs. el tiempo (hrs.) post-administracién en 18 voluntarios sanos

FORMULACION A

Tiempo 0,16 0,3 0,5 1 1,5 2 2,5 4 6 8 12

Vol-1 P-1A 0 10,5 271,3 686,3 578,8 519,7 416,6 2534 187,1 85,7 66,2 34,0
Vol-2 P-1A 0 14,2 75,5 247,8 333,8 288,8 240,8 201,5 147,2 115,6 51,1 251
Vol-4 P-1A 0 8,7 88,2 280,3 338,5 217,0 182,5 140,1 90,2 50,8 39,0 30,0
Vol-5 P-1A 0 17,0 57,2 163,7 218,4 122,7 100,7 73,4 59,1 24,7 22,6 19,4
Vol-7 P-2A 0 15,2 96,0 309,0 460,2 620,9 415,9 2591 180,9 107,3 63,1 28,9
Vol-8 P-2A 0 37,2 130,0 301,9 390,2 193,8 169,4 150,3 144,9 108,8 53,4 11,8
Vol-9 P-2A 0 106,7 317,7 641,6 621,9 467,5 387,4 290,2 177,7 78,4 54,6 14,6
Vol-10 P-2A 0 72,3 188,9 446,0 391,8 240,7 204,3 155,7 101,6 63,0 33,9 17,8
Vol-11 P-2A 0 8,8 22,5 377,6 8444 441,7 311,9 282,9 236,5 207,2 106,4 65,7
Vol-12 P-2A 0 17,8 19,5 343,8 369,4 324,6 262,5 242,5 193,5 92,5 55,3 18,0
Vol-13 P-2A 0 28,5 179,8 587,3 451,9 348,5 321,4 284,6 229,2 84,3 63,2 18,4
Vol-14 P-2A 0 25,8 233,1 429,3 378,1 325,2 251,7 194,5 149,2 110,3 67,0 27,3
Vol-15 P-2A 0 18,2 135,3 531,6 398,9 219,1 170,9 119,6 87,8 30,7 17,2 57
Vol-16 P-1A 0 36,9 173,4 358,5 275,8 2442 177,5 159,2 97,4 39,9 20,8 17,3
Vol-17 P-1A 0 8,2 50,5 330,9 428,4 472,7 334,0 27,7 151,4 100,9 66,5 20,0
Vol-18 P-1A 0 67,1 413,9 566,3 761,3 462,8 380,0 297,9 219,2 131,1 86,2 19,3
Vol-19 P-1A 0 20,4 93,5 381,9 2904 260,2 229,4 220,9 178,9 50,5 46,4 18,9
Vol-20 P-1A 0 29,4 369,5 756,3 524,6 468,7 421,3 347,2 221,4 135,7 82,3 40,1
X 0 30,2 162,0 430,0 447,6 346,6 276,6 219,2 158,5 89,9 55,3 24,0
SD 0 26,5 117,8 163,7 164,7 135,7 100,4 73,9 53,7 44,5 23,4 13,2

X: promedio; SD: desviacion estandar.

alcanzadas por cada voluntario para la formulacién.

*Los valores destacados corresponden a las concentraciones maximas
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FORMULACION B

Tiempo 0,16 0,3 0,5 1 1,5 2 2,5 4 6 8 12
Vol-1 P-2B 0 215 100,3 2943 3312 285,7 174,5 162,4 110,5 60,6 74,0 457
Vol-2 P-2B 0 18,9 596,9 967,3 4995 4119 305,7 2974 180,3 121,0 79,2 32,8
Vol-4 P-2B 0 241 1952 2527 334,8 1734 154,2 89,4 75,3 51,6 38,4 12,2
Vol-5 P-2B 0 19,0 115,7 142,1 1415 89,6 78,1 66,1 52,6 22,9 14,3 6,0
Vol-7 P-1B 0 26,7 1937 3922 285,0 252,0 220,4 200,7 159,6 118,4 77,2 24,5
Vol-8 P-1B 0 459 1253 2941 359,5 4492 384,2 296,5 1295 79,1 38,7 18,9
Vol-9 P-1B 0 26,5 302,4 3937 4743 316,9 239,6 2254 1948 1853 72,4 21,7
Vol-10 P-1B 0 10,2 33,8 104,3 163,9 12,4 96,4 88,9 81,6 66,2 56,4 19,3
Vol-11 P-1B 0 18,5 55,4 308,5 354,9 318,0 2477 2257 163,3 128,9 80,2 33,2
Vol-12 P-1B 0 18,2 1238 4481 3423 228,6 2256 1787 1313 81,7 52,4 21,8
Vol-13 P-1B 0 18,2 59,8 280,5 3242 2224 203,8 1935 136,4 66,4 59,1 235
Vol-14 P-1B 0 216 128,1 268,6 330,6 2784 240,1 2125 93,2 53,6 22,1 14,2
Vol-15 P-1B 0 18,5 154,9 261,5 289,6 1947 150,8 101,8 92,9 46,1 12,1 6,9
Vol-16 P-2B 0 78,4 2495 610,7 3745 241,8 188,3 1443 82,8 52,6 37,6 11,8
Vol-17 P-2B 0 22,3 2192 554,2 4498 337,6 2632 2446 228,0 1227 95,1 33,4
Vol-18 P-2B 0 191,1 6009 15222 666,4 511,2 327,7 299,5 184.4 122,9 64,5 31,4
Vol-19 P-2B 0 48,9 566,6 463,9 3812 2154 166,9 158,4 98,1 61,5 48,9 18,3
Vol-20 P-2B 0 35,7 546,1 | 18582 874,6 740,4 611,2 4939 343,1 208,8 136,3 68,2
PROMEDIO 0 36,9 2426 523,2 387,7 298,9 237,7 204,4 141,0 91,7 58,8 24,7
SD 0 M7 196,6 470,7 169,2 154,6 120,6 102,1 69,6 49,8 30,6 15,0
* Los valores destacados corresponden a las concentraciones maximas alcanzadas por cada voluntario para la

formulacion.

P1: periodo de12 horas de tratamiento con el primero de los farmacos (A o B) administrado.

P2: periodo de 12 horas de tratamiento con el segundo de los farmacos (A o B) administrado.
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Tabla N° 6. Concentracion plasmatica promedio de Quetiapina (ng/mL) versus tiempo para las

formulaciones A y B.

PRODUCTO - A PRODUCTO -B
Tiempo Promedio LN-Prome Promedio LN- Promedio
(hrs) (ng/mL) SD (ng/mL) SD (ng/mL) Sb (ng/mL) SD

0 0 0 0 0 0 0 0 0
0,16 30,2 26,5 3,1 0,7 36,9 41,7 3,3 0,7
0,3 162,0 117,8 4,8 0,9 2426 196,6 5,2 0,8
0,5 430,0 163,7 6,0 0,4 523,2 470,7 6,0 0,7
1,0 447,6 164,7 6,0 0,3 387,7 169,2 5,9 0,4
1,5 346,6 135,7 5,8 0,4 298,9 154,6 5,6 0,5
2,0 276,6 100,4 5,6 0,4 237,7 120,6 54 0,5
2,5 219,2 73,9 53 0,4 204,4 102,1 5,2 0,5
4,0 158,5 53,7 5,0 0,4 141,0 69,6 4,8 0,5
6,0 89,9 44,5 4,4 0,6 91,7 49,8 4,4 0,6
8,0 55,3 23,4 3,9 0,5 58,8 30,6 3,9 0,6

12,0 24,0 13,2 3,1 0,5 24,7 15,0 3,0 0,6
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IV. 8. Analisis Farmacocinético: Para realizar este analisis se utilizaron los
conocimientos obtenidos durante la formacién de pregrado y el programa
computacional SPSS version 11 en donde se entregan los siguientes parametros
cinéticos: area bajo la curva (ABC (.12, ABC o.00), tiempo de vida media del producto (t
¥2), tiempo medio de residencia (MRT). El informe de estos pardmetros cinéticos
realizados para cada uno de los pacientes del estudio aparece presentado en el Anexo
N° 9, y en la tabla N° 7 a parece la razon (perfil) de C s, tanto para la formula A como
para la formula B.

Los parametros: Intercepto, t /2 (tiempo de vida media), Ka (constante de
absorcion), tabs (tiempo de absorcién), MRT (tiempo medio de residencia), fueron
determinados con fines cientificos ya que, si bien es cierto que no se consideran para
definir la Bioequivalencia, son Uutiles para caracterizar el comportamiento de una
formulacion.

El objetivo de calcular estos parametros fue obtener la mejor caracterizacion
farmacocinética de los productos en estudio. Los parametros farmacocinéticos ABC .
12, ABC 0.00, C max. Y t max. Obtenidos de cada voluntario para cada formulacion, fueron
expresados en numeros corrientes y convertidos a logaritmo natural. Ademas, se
presentan los resultados promedios con sus respectivas desviaciones estandar en
numeros corrientes y convertidos a logaritmo natural. Estos parametros aparecen en la
Tabla N° 9.

IV. 9. Andlisis estadistico de las muestras plasmaticas: En la Tabla N° 8 se
presenta el analisis estadistico con test de student realizado a los parametros
farmacocinéticas promedios obtenidos con ambas formulaciones. No se observaron
diferencias estadisticamente significativas entre los parametros farmacocinéticas ABC

012, ABC 0,00, C max. ¥ t max. de ambas formulaciones farmacéuticas, p > 0,05.
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Tabla N° 7: Perfil de Cax

%

Vol N°| SECUENCIA| CmaxA Cmax B |VARIACION
(ng/mL) (ng/mL)
1 AB 686,3 331,2 207,22
2 AB 333,8 967,3 34,51
4 AB 338,5 334,8 101,11
5 AB 218,4 142,1 153,69
7 BA 620,9 392,2 158,31
8 BA 390,2 449,2 86,87
9 BA 641,6 474,3 135,27
10 BA 446 163,9 272,12
11 BA 844,4 3549 237,93
12 BA 369,4 4481 82,44
13 BA 587,3 324,2 181,15
14 BA 429,3 330,6 129,85
15 BA 531,6 289,6 183,56
16 AB 358,5 610,7 58,70
17 AB 472,7 554,2 85,29
18 AB 761,3 1522,2 50,01
19 AB 381,9 566,6 67,40
20 AB 756,3 1858,2 40,70
Promedio 509,4 561,9 90,65
SD. 177,2 453,6
cv 34,8 80,7

*Razon A/B: 90,65%
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Tabla N° 8: Intervalos de Confianza al 90%

Limites del Test Limites del Test
Inferior Superior | Inferior  Superior

LN Cmax

diferencia | -1,222 1,222 -0,15 0,271

radio% 80% 120% | 97,54% 104,43%
LN ABC (—1

diferencia | -1,447 1,447 -0,021 0,193

radio% 80% 120% | 99,71% 102,67%
LN ABC (—

diferencia | -1,465 1,465 -0,028 0,229

radio% 80% 120% | 99,61% 103,13%
Tmax

diferencia | -0,183 0,183 -0,448 0,226

radio% 80% 120% | 51,13% 124,63%

Tratamiento A: medicamento Test (Quetidin®)

Tratamiento B: medicamento referencia (Seroquel®)

En el Test de Student los parametros farmacocinéticas ABC (.12, ABC g+ C max. ¥

t max. Fueron expresados como logaritmo natural obtenidos con ambas formulaciones.

39



Tabla N°9. Parametros farmacocinéticos ABC (.1, ABC (-, Ciax Y tmax, (*Obtenidos en cada voluntario, para las formulaciones A

y B).
A B A A B B A A B B

voluntario | ABC 0-12 LN | ABC 0-00 LN |ABC 0-12 LN | ABC 0-00 LN Tmax LN Tmax LN Cmax LN Cmax LN
1 2062,00 | 7,63 2282,45| 7,73 1349,07 | 7,21 2176,71| 7,69 0,50 -0,69 1,00 0,00 686,30 6,53 331,20 5,80
2 1384,70 | 7,23 1481,11 | 7,30 219190 | 7,69 2342,75| 7,76 1,00 0,00 0,50 -0,69 333,80 5,81 967,30 6,87
4 1056,69 | 6,96 1404,19 | 7,25 908,79 | 6,81 960,16 | 6,87 1,00 0,00 1,00 0,00 338,50 5,82 334,80 5,81
5 627,57 | 6,44 1112,22 | 7,01 482,54 | 6,18 529,24 | 6,27 1,00 0,00 0,50 -0,69 218,40 5,39 142,10 4,96
7 1883,74 | 7,54 2015,29 | 7,61 154496 | 7,34 1638,98 | 7,40 1,50 0,41 0,50 -0,69 620,90 6,43 392,20 5,97
8 1297,45 | 7,17 1329,43 | 7,19 1515,07 | 7,32 1593,07 | 7,37 1,00 0,00 1,50 0,41 390,20 5,97 449,20 6,11
9 1980,43 | 7,59 2033,45 | 7,62 1824,09 | 7,51 1883,30 | 7,54 0,50 -0,69 1,00 0,00 641,60 6,46 474,30 6,16
10 1201,87 | 7,09 1285,60 | 7,16 816,71 | 6,71 911,52 | 6,82 0,50 -0,69 1,00 0,00 446,00 6,10 163,90 5,10
1 2454,75 | 7,81 2794,94 | 7,94 1650,01 | 7,41 1796,67 | 7,49 1,00 0,00 1,00 0,00 844,40 6,74 354,90 5,87
12 1586,43 | 7,37 1652,58 | 7,41 1352,00 | 7,21 1450,98 | 7,28 1,00 0,00 0,50 -0,69 369,40 5,91 448,10 6,11
13 1912,17 | 7,56 1985,87 | 7,59 1300,14 | 7,17 1435,96 | 7,27 0,50 -0,69 1,00 0,00 587,30 6,38 324,20 5,78
14 1582,28 | 7,37 1699,35 | 7,44 1086,45 | 6,99 1149,07 | 7,05 0,50 -0,69 1,00 0,00 429,30 6,06 330,60 5,80
15 1018,86 | 6,93 1039,14 | 6,95 816,66 | 6,71 837,10 | 6,73 0,50 -0,69 1,00 0,00 531,60 6,28 289,60 5,67
16 1006,19 | 6,91 1131,88 | 7,03 1212,10 | 7,10 1260,01 | 7,14 0,50 -0,69 0,50 -0,69 358,50 5,88 610,70 6,41
17 1718,13 | 7,45 1793,02 | 7,49 2034,12 | 7,62 2189,44 | 7,69 1,50 0,41 0,50 -0,69 427,70 6,06 554,20 6,32
18 2298,75 | 7,74 2360,58 | 7,77 2557,98 | 7,85 2694,53 | 7,90 1,00 0,00 0,50 -0,69 761,30 6,64 | 1522,20 7,33
19 1390,73 | 7,24 1505,82 | 7,32 1252,27 | 7,13 1343,40 | 7,20 0,50 -0,69 0,30 -1,20 381,90 5,95 566,60 6,34
20 2340,98 | 7,76 2537,61| 7,84 3949,40 | 8,28 4314,64 | 8,37 0,50 -0,69 0,50 -0,69 756,30 6,63 | 1858,20 7,53

X 1600,21 | 7,32 | 1746,92 7,42 1546,90 7,24 1694,86 7,32 0,81 -0,30 0,77 -0,35 506,86 6,17 561,91 6,11

SD 519,60 0,36 516,03 0,30 793,04 0,48 867,84 0,49 0,35 0,42 0,32 0,44 178,05 0,36 453,61 0,65

* Las unidades de cada parametro estan definidas en métodos.

X: promedio

SD: desviacion estandar
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La Tabla N° 10 muestra la comprobacion de los supuestos para el modelo

ANOVA en el disefio cruzado, este estudio estadistico mostré que:

v" No hubo efecto de carry over o arrastre para los productos Ay B.

v Los efectos de periodo y formulacién Intra-sujeto no fueron significativamente
diferentes (p< 0,05); sin embargo, para Cmax. (periodo) y el ABC ¢4 (en el
periodo) de las formas A y B presentaron diferencias significativas en las variables
de periodo con un valor p de 0,0091 y de 0,0347 respectivamente.

v Los residuos inter-sujetos fueron estadisticamente diferentes para ABC (.12, ABC g

o C max (p<0,05).

Tabla N° 10: Analisis de varianza para los parametros farmacocinéticos

ABC o.12
Fuente SS df MS F p
Inter-sujeto
Carry-over 0,01 1 0,01 0,02 0,8968
Residual 5,38 16 0,34 9,88 *0,000
Intra-sujeto
Droga 0,07 1 0,07 1,96 0,1802
Periodo 0,18 1 0,18 5,33 *0,0347
Residual 0,54 16 0,03
Total 6,17 35

ABC o.00

Fuente SS df MS F p
Inter-sujeto
Carry-over 0,09 1 0,09 0,31 0,5856
Residual 4,52 16 0,28 577 *0,0005
Intra-sujeto
Droga 0,09 1 0,09 1,85 0,1923
Periodo 0,12 1 0,12 2,49 0,1339
Residual 0,78 16 0,05
Total 5,6 35
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Cmax

Fuente SS df MS F P
Inter-sujeto
Carry-over 0,28 1 0,28 0,75 0,3984
Residual 5,98 16 0,37 2,86 *0,0215
Intra-sujeto
Droga 0,03 1 0,03 0,25 0,6236
Periodo 1,15 1 1,15 8,79 *0,0091
Residual 2,09 16 0,13
Total 9,53 35

Tmax
Fuente SS df MS F p
Inter-sujeto
Carry-over 0.00 1 0.00 0.00 1,000
Residual 2,81 16 0,18 0,52 0,897
Intra-sujeto
Droga 0,11 1 0,11 0,33 0,5727
Periodo 0,03 1 0,03 0,08 0,7771
Residual 5,36 16 0,34
Total 8,31 35

SS: Suma de los cuadrados

MS: varianza

df.: Grados de libertad

* Estadisticamente significativo, (p<0,05)

Para probar las dos hipétesis unilaterales se usé el método de Schuirmann

dando los resultados presentados en la Tabla N° 11 que muestra el analisis

estadistico. Este método indica los valores limites inferior y superior para las hipotesis

nulas. Los resultados muestran que las diferencias entre los parametros cinéticos ABC

012, ABC 5. C max fueron estadisticamente significativas, rechazando la hipétesis nula

(p< 0,05) para que exista bioequivalencia entre las dos formulaciones. Por lo tanto,

ambas formulaciones farmacéuticas son equivalentes. Para el parametro t

se

obtuvieron valores mayores a 0,05, lo que no permite rechazar la hipotesis nula, pero

tal como se menciona en los requerimientos de BE de la FDA este parametro

farmacocinético no es necesario para demostrar bioequivalencia.
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Por lo tanto ambas metodologias cumplen con los requisitos de la FDA de EEUU
para aprobar la bioequivalencia entre las dos formulaciones, cuyas regulaciones
establecen que para ABC o.12, ABC 000, ¥ C max. LOs intervalos de confianza deben
estar dentro de los limites de 80% a 125% para la razén A/B y ademas de lo anterior la

hipétesis nula planteada se debe rechazar.

Tabla N° 11: Prueba de dos hipétesis de Schuirmann para los parametros

farmacocinéticas.

two one side test valor de p
LN Cmax
superior -9,636 0,000
inferior 10,637 0,000
LN ABC
0—-12
superior -22,142 0,000
inferior 24,945 0,000
LN ABC (—
superior -18,516 0,000
inferior 21,238 0,000
t max.
superior -1,526 *0,147
inferior 0,374 *0,713

IV. 10. Encuesta de Reacciones Adversas. La encuesta fue realizada por el médico
observando en todos los voluntarios con los dos preparados, sin diferencias muy
significativas para un producto u otro, esto puede verse en el Anexo 3 (tabla resumen
de los Efectos presentados por los voluntarios); detectandose los siguientes efectos
adversos: Suefio (moderado a severo), Lipotimia moderada (para lo cual se administro
50 ml de suero), nauseas leves, vomitos leves, ortostatismo leve, disartria leve,

diplopia leve, parestesia leve, taquicardia leve, disnea leve y astenia moderada.
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V. DISCUSION

Tal como lo demuestran las figuras N° 4 (curva de calibracion) y las tablas N° 1
(curva calibracion, linealidad) y la N° 2 (Evaluacion y Precisién del Método), en donde
la tabla 2-A intra-dia: Repetibilidad, y la tabla 2-B inter-dia: Reproducibilidad, se
determina que el método analitico utilizado result ser sensible, reproducible y preciso.

Los resultados obtenidos en la curva de calibracibn muestran una gran
correlacion entre las razones de areas de picos de Quetiapina y Haloperidol
obteniéndose un coeficiente de correlacion r = 0,9998, la linealidad del método se
alcanzé a concentraciones entre 10 y 1200 ug/ml y su limite de deteccién fue de 5
pg/mil.

La correlacion de resultados del tests de disolucion y de los analisis fisico-
quimicos demostré que ambos productos son similares. A pesar de que los resultados
del test de disolucion sefialan que para ambas formulaciones existe una diferencia en
la velocidad de disolucién, siendo mas rapida la liberacion de Quetiapina en el
producto Seroquel, pero a los 30 minutos para los dos medicamentos esta
practicamente el 100% disuelto. Como se puede observar en la figura 5, ambas
formulaciones presentaron un comportamiento Farmacocinético similar. La diferencia
de las medias del parametro C..:x encontradas para ambas formulaciones (506,86 *
178,05 pg/ml y 561,91+ 453,61 ug/ml para A y B, respectivamente) no tiene
significacion estadistica. Tampoco se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las medidas obtenidas para el tmax (0,81 £ 0,35 hry 0,77 + 0,32 hr para
Ay B respectivamente) encontradas.

La magnitud de la absorcién de un principio activo se ve reflejada en el valor del
parametro area bajo la curva (ABC). En el presente estudio, se analizé tanto el ABC
entre tiempo cero y 12 horas (ABC ¢—¢2) como el ABC desde tiempo cero
extrapoladas al infinito (ABC (—« ). Se obtuvieron valores de ABC (4, de 1600,21 %
519,60 pg/mi/h y 1546,90 £ 793,04 ug/mi/h para A y B respectivamente; diferencias
que no son estadisticamente significativas. El parametro de ABC (—~ se ha utilizado

en forma tradicional para estimar la cantidad total de droga absorbida.
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En el presente estudio se obtuvo valores de 1746,92 + 516,03 ug/ml/h y 1694,86
+ 867,84 ug/mi/h para la formulacion A y B respectivamente, diferencia que no es
significativa, demostrandose nuevamente que en términos de magnitud de droga
absorbida, ambas formulaciones son similares.

Los dos productos fueron equivalentes farmacéuticos, es decir que las pruebas
fisicoquimicas y farmaco técnicas permitieron demostrar que los dos productos eran
similares en cuanto a las especificaciones establecidas para esta forma farmacéutica
por la FDA, pero se comprobé que a pesar de ello, no se puede garantizar que su
comportamiento en el organismo sea idéntico, porque al analizar las curvas promedio
de concentracion versus tiempo se ve que la variacién estandar del producto B dentro
de las primeras horas de muestreo fue mayor que del producto A, esta mayor
dispersion se puede explicar por la existencia de los siguientes factores como: el
origen del principio activo, tipo de cristales del principio activo, los excipientes
utilizados, la tecnologia utilizada en la elaboracion de la forma farmacéutica, que
hacen que exista esta mayor dispersion en los niveles plasmaticos. Sin embargo, las
variables que permite medir la absorcion (ABC) y la que representa el nivel de principio
activo maximo (Cnax ) que puede afectar la respuesta terapéutica del farmaco, se
encuentran cercanos entre los dos productos, es decir, que presentan una media y
una desviacion estandar que no difiere significativamente.

Los resultados de la prueba de ANOVA no dan un efecto significante para la
variable secuencia (inter-sujeto) ahora de dar un efecto significante una de las posibles
causas por lo cual se podria explicar seria que: se pueden deber en parte a datos
fisiologicos de los individuos, o también a causas demograficas, pero aun asi estas
razones no son concluyentes; basandose en estas consideraciones la Division de
Bioequivalencia ha establecido que en un estudio estandar in vivo de bioequivalencia
cruzado de dos tratamientos, dos periodos, dos secuencias que muestran un efecto de
secuencia estadisticamente significativo puede ser aceptable siempre que se cumpla
que; sea un estudio de dosis Unica, incluya voluntarios sanos, el farmaco no sea una
sustancia enddégena y tenga un periodo de eliminacién entre las dos fases

(http://www.fda.gov/cder/guidance/index.htm ).
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El efecto residual inter-sujeto, aunque dio un efecto estadisticamente significante,
esta asociado al azar y a la variacion tipica por tratarse de un estudio en humanos por
lo tanto no es un valor de importancia en el estudio.

La diferencia significativa que presenta en su variante (residual), el parametro
ABC (—= puede deberse a que este parametro es una estimacién calculada mediante
el cociente “C/K” siendo “C” la ultima concentracion cuantificada y “K” la pendiente de
la recta obtenida mediante regresion lineal a partir de los puntos correspondientes a la
fase de eliminacion del farmaco. Para determinar el nUmero de puntos utilizados en el
calculo de K, hay programas informaticos que comienzan la regresion a partir de los
tres Ultimos puntos detectables, calculando R ? ajustado al numero de puntos
afiadiendo en cada paso un cuarto o quinto punto. Se estima entonces la pendiente de
la recta de eliminacioén con los puntos que proporcionan el R 2 mas alto mediante una
regresion lineal del logaritmo natural de las concentraciones.

Aunque t.ax puede parecer un parametro apropiado para establecer
bioequivalencia, a menudo es dificil establecer exactamente la significancia de las
diferencias, las cuales varian de un farmaco a otro. La evaluacion estadistica de tyax
tiene sentido si hay un objetivo clinicamente relevante para una accion o liberacion
rapida, o signos de relacion con los efectos adversos. En caso de requerir informacién
de este parametro; el rango de aceptacion para t.:x se debera determinar para cada
farmaco, el cual debera ser clinicamente relevante.

El test de Student es una prueba de hipotesis estadistica que implica una funcién
de densidad supuesta y otra observada. El uso regular de la prueba t es probar si las
medias de dos poblaciones normalmente distribuidas son iguales. La idea, es ver si
ademas de las medias las varianzas pueden ser asumidas como iguales. En el caso
del test de  ANOVA, este trabaja sobre datos observados y contrastados contra la
distribucion normal (puntaje z), desde el dato primario de la varianza de distintas partes
(grupos); su técnica fundamental es la parcelacion o divisién de la suma total de
cuadrados en componentes asociados a los efectos que se usan en el modelo.

De este modo ANOVA es especialmente util cuando se aplica a situaciones
complejas ya que nos permite, mediante un prueba unica y con un riesgo unico

contestar si los datos de un conjunto de poblaciones son diferentes entre si y si estas
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diferencias son significativas; ademas detecta diferencias entre tratamientos, y asigna
diferencias a otras fuentes de error, como los sujetos, los grupos, los periodos y a las
causas aleatorias, las cuales llamamos error experimental. Los resultados obtenidos al
analizar el efecto de arrastre, periodo y formulacién, permitieron considerar la
bioequivalencia de las dos formulaciones aplicando los delineamientos sugeridos por la
FDA con ANOVA.

Para establecer bioequivalencia, los resultados del estudio de bioequivalencia
deben ser aceptables para mas de un parametro farmacocinético. Por lo tanto para

que dos medicamentos sean declarados bioequivalentes, la FDA ha establecido que

deben ser bioequivalentes en los parametros farmacocinéticos Csx, ABC ¢.12, ABC ¢
Ahora en el caso del parametro farmacocinético del t max., no es necesario para
determinar la bioequivalencia, segun los delineamientos de la FDA ; asi como
tampoco en este caso se considerara la duracion del tratamiento en el que sera
utilizado , asi como la frecuencia de administracion y la respuesta esperada, para

determinar bioequivalencia.

VI. CONCLUSIONES:

1. Se validé la técnica de determinacion plasmatica de Quetiapina descrita en el
texto y se adapté al laboratorio IFT, resultando una técnica sensible, reproducible,
con linealidad entre 10 y 1200 ng/ml (r = 0,9998) y de excelente recuperacién de
la droga y de su estandar interno desde el plasma.

2. Se realizé un estudio de BD/BE de Quetiapina en 20 voluntarios (as) sanos (as)
siguiendo las recomendaciones de la FDA.

3. El estudio fue completado en forma satisfactoria por 18 voluntarios (as) sanos
(as).

4. Todos evidenciaron algun grado de somnolencia (de leve a severo), y también
hubo casos en que se presentaron lipotimia moderada, nauseas y vomitos leves,
taquicardia y disnea leve, astenia moderada, disartria y diplopia leve, parestesia y
ortostatismo leve. Todos estos sintomas los observo el Médico a cargo, los

describié como reacciones adversas al Medicamento (RAM) y los trato.
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Se analizaron, para cuantificar la presencia de Quetiapina, todas las muestras

sanguineas contempladas en el protocolo.

Los parametros farmacocinéticos obtenidos, a saber: Cyax, ABC ¢.12, ABC ¢4 NO
mostraron diferencias estadisticamente significativas entre ambas formulaciones.
Los otros parametros obtenidos caracteristicos de la Quetiapina también fueron
similares.

En términos de cantidad de droga absorbida y de velocidad de absorcion, el
principio activo Quetiapina se absorbié a velocidad y magnitud similar desde
ambas formulaciones.

Los productos evaluados poseian caracteristicas de calidad similares en relacién
a la identidad y cantidad de Quetiapina y una apropiada variacion de peso. Sin
embargo, el principio activo fue liberado con mayor rapidez en Seroquel en los
primeros puntos evaluados, lo que puede reflejarse en una absorcion mas veloz
en este producto, originando un mayor Cmax y un tiempo menor en alcanzar la
concentracion maxima; ya que en ambos productos existe un porcentaje cercano

al 100% disuelto a los 30 minutos, la cantidad absorbida deberia ser similar.

Se emplearon dos test estadisticos para la comparacion de los parametros
obtenidos para ambos productos; a saber Test de Student y ANOVA,
comportandose ambos en forma similar, las pequenas diferencias encontradas no
afectaron las conclusiones. Sin embargo, el test ANOVA permite entregar

diferencias que el test de Stuednt no logra captar.

De acuerdo a los resultados obtenidos y utilizando los criterios de la FDA se
concluye que ambas formulaciones son bioequivalentes; por lo tanto ambos
productos comerciales podrian ser utilizados indistintamente para producir los

efectos terapéuticos deseados.

Se concluye ademas que los productos no muestran diferencias estadisticamente
significativas en los parametros farmacocinéticos obtenidos de ambas
formulaciones, exceptuando el parametro del t.x que se encuentra en un rango

entre 51,13% y 124,63%. Este parametro no es relevante para la determinacién
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de la Bioequivalencia. Los demas parametros se ubican en el rango de similitud
de entre 80 y 125 % fijado por la FDA.

De acuerdo a los criterios de la FDA para este tipo de estudios y a la luz de los
resultados, se concluye que Quetidin® 300 mg, A (test), es bioequivalente e

intercambiable con Seroquel® 300 mg, B (referencia).
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Anexos:

Anexo 1: Andlisis fisico-quimico de los productos Seroquel ® y el producto similar
Quetidin ®.

Anexo 2: Dieta administrada a los voluntarios.

Anexo 3: Tabla antecedentes de los Efectos Adversos de los Pacientes.
Anexo 4: Copia de la ficha médica empleada en el estudio.

Anexo 5: Andlisis de laboratorio clinico de uno de los participantes del estudio.
Anexo 6: Examenes clinicos y de laboratorio de los voluntarios.

Anexo 7: Consentimiento informado.

Anexo 8: Aprobacion del proyecto por la Comision de Etica de la Investigacién en

seres humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile.

Anexo 9: Otros parametros farmacocinéticas.
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