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1. INTRODUCCION

En México, uno de los principales problemas de salud publica es la diabetes.
En el mundo se han desarrollado medicamentos para tratar esta enfermedad,
entre ellos la glimepirida, que es una sulfonilurea de segunda generacion para
tratar la diabetes tipo II. Aln en la actualidad se siguen desarrollando nuevos
tratamientos, como la administracién conjunta de dos farmacos. El desarrollo
de formas de dosificacion sélida oral es un proceso largo y costoso. La mejora
continua de la formulacidon puede requerir cambios en la composicidon de la
formulacion, en el proceso de fabricacién, en los equipos o tamanos de los
lotes. Si se realizaran estos cambios, deben hacerse estudios en voluntarios
para probar la bioequivalencia con la formulaciéon anterior.

Ciertamente, esto incrementa el tiempo y el dinero invertido. Asi que el
desarrollo de pruebas que reflejen la informacion de la biodisponibilidad, sin la

necesidad de estos estudios, serian de gran utilidad [1].

Las pruebas de disolucion de farmacos son pruebas in vitro que cuantifican la
disolucion del farmaco en una forma soélida de dosificacion oral; usualmente en
un medio acuoso bajo condiciones especificadas.

Uno de los objetivos que se han trazado para las pruebas de disolucién es el
de la prediccién del comportamiento in vivo de las formas farmacéuticas de
dosificacién oral a partir de la informacién in vitro dada por una correlacion
apropiada, llamadas correlacion in vitro in vivo (IVIVC) [2].

Esta correlacion se refiere a la relacion entre las caracteristicas de disolucion y

los parametros apropiados de biodisponibilidad [1].

Las soluciones amortiguadoras acuosas pueden ser utilizadas para simular las
condiciones de pH en el estdbmago y en el intestino delgado, pero no pueden
utilizarse para simular la influencia de la ingesta de comida en la liberacién del
farmaco.

Es crucial realizar las pruebas de disolucion en condiciones que simulen

estrechamente los parametros de la fisiologia gastrointestinal humana, ya que



la disolucién del farmaco en condiciones fisioldgicas del tracto gastrointestinal
es el paso principal en la absorcién de las formas farmacéuticas [3].

En 1998 Dressman propuso dos medios "biorrelevantes" para simular
condiciones en el duodeno: FaSSIF y FeSSIF. Estos medios han ido
actualizdndose conforme se sabe mas sobre los fluidos intestinales, y ahora ya
se han descrito las versiones actuales de estos mismos: FaSSIF V2 y FeSSIF
V2 [4].

Para los farmacos que son poco solubles pero altamente permeables (BCS
Clase II), el paso limitante para la absorcién es la disolucién, asi que para
predecir su comportamiento in vivo, deben realizarse pruebas de disoluciéon

con los medios de disolucion adecuados [5].

Por lo tanto, el objetivo de este trabajo es investigar si existe una correlacién
in vitro in vivo para la glimepirida a partir de los datos de disolucién en un
medio biorrelevante; basados en la hipdtesis de que la glimepirida, al ser un

farmaco de BCS Clase II, el paso limitante en la absorcion es la disolucion.



2. ANTECEDENTES

2.1 Disolucién

2.1.1 Proceso de disolucion

De acuerdo con la IUPAC, el término "disolucidén" se define como "la mezcla de
dos fases con la formacidn de una nueva fase homogénea (es decir, la
solucion)".

En el caso de una particula de farmaco sélido, que se disuelve en una solucién
acuosa o fluido corporal, una de las fases es el farmaco (por ejemplo, en la
forma de un cristal o particula amorfa) y la otra fase es una fase acuosa
(considerando agua por razones de simplicidad).

Noyes y Whitney (1897) y otros investigadores estudiaron la velocidad de
disolucidon de farmacos sélidos. De acuerdo con sus observaciones, los pasos
de disolucién incluyen el proceso de disolucidn del farmaco en la superficie de
la particula sélida, formando de esta manera una solucion saturada alrededor
de la particula. El farmaco disuelto en esta solucion saturada, conocida como
la capa estancada, se difunde al disolvente de las regiones de alta a las
regiones de baja concentracion de farmaco.

Factores que afectan a la disolucién del farmaco de una forma de dosificacién
oral sdlida incluyen la naturaleza fisica y quimica del farmaco, la naturaleza de

los excipientes y el método de fabricacién [2, 6].

2.1.2 Pruebas de disolucion

Las pruebas de disolucion de farmacos son pruebas in vitro que cuantifican la
disolucion del farmaco en una forma sélida de dosificacion oral; usualmente en
un medio acuoso bajo condiciones especificadas. La prueba de disolucién es un
procedimiento importante de control de calidad. Los estudios de disolucion in
vitro de los farmacos son usualmente utilizados para el monitoreo de la
estabilidad del producto y para el control del proceso de fabricacién.

La prueba debe ser lo suficientemente sensible para mostrar cualquier
pequefia variacién en el proceso de produccidn. También es referente esencial
al momento de decidir que formulacion de prueba es la mas adecuada para

posteriormente producirse [2].



Las pruebas de disolucién se establecieron hace mas de 50 afos y desde
entonces se han utilizado con propdsitos de control de calidad[3].

Las pruebas de disolucién son un método oficial de evaluacion para formas de
dosificaciéon sdlidas orales. Varios medios de disolucion estandarizados (se
utilizan soluciones amortiguadoras acuosas debido a su bajo costo y su
reproducibilidad), asi como los aparatos a utilizar, estan ya bien descritos en

las farmacopeas alrededor del mundo.

2.1.3 Tecnologia de disolucion

Las farmacopeas establecen procedimientos estandarizados para evaluar la
disolucidon de farmacos para la mayoria de formas solidas de dosificacién oral
[7].

Los aparatos mas comunmente ocupados para las pruebas de disolucion son
los aparatos 1 y 2 que describe la USP.

El aparato 1 consiste de un vaso, con o sin tapa, de vidrio u otro material
inerte y transparente; un motor, un eje propulsor metdlico y una canastilla
cilindrica. El vaso esta parcialmente sumergido en un bafio de agua que recibe
calor. Durante el transcurso de la prueba, el bano de agua debe mantener la
temperatura al interior del vaso de 37 + 0.5°C y garantizar que el agua esté
en constante movimiento (Figura 1).

Para el aparato 2 se emplea el aparato 1 usando como elemento de agitacién

una paleta compuesta por un aspa y un eje (Figura 2).
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Figura 1. Especificaciones del aparato 1.

Figura 2. Especificaciones del aparato 2.

El aparato 3, llamado cilindro oscilante, se compone de un grupo de vasos de

fondo plano, un grupo de cilindros oscilantes de vidrio, accesorios de un

material inerte (de acero inoxidable o de otro material adecuado) y mallas de

un material adecuado no absorbente ni reactivo, que se fijan a la parte

superior e inferior de los cilindros oscilantes; un motor y una transmisién que

hacen oscilar los cilindros en sentido vertical dentro de los vasos y, de ser

necesario, traslada los cilindros oscilantes en sentido horizontal hacia otra

hilera de vasos. Los vasos estan parcialmente sumergidos en un bafio de agua

adecuado conveniente que permita mantener la temperatura a 37 £ 0.5°C

durante la prueba (Figura 3).




™ — Crrificios para aire
['f"l =T Didmetra 3,8 2009
i F
1, ===
| 1 |
| [ | )
| | | [ Tapa para evaporacin
(=] I L
[in] ' i |
= |
i
] T
I

Lhsvmietra G-B

Acero inoxidable Too 316
T Ciriligios DETH e
Diametro 3,9+ 01

" halla

ar
(=)
&
—
u]
E
2 Cilindro de oscilaciin
& wizitical de vidmno
rs
T
]
o
- Malla
) 1
| |
| .
Il i 47 = 1.4
| |
|1 !
I '
| |
I |
b | I
i | . |
= : [
| Ihae—— Vaso de vildno
I I
i |
i 1
oo !
i 1
1 1
" I
| ! !
1 L

Figura 3. Especificaciones del aparato 3.

El aparato 4 (celda de flujo) se compone de un depdsito y una bomba para el
medio de disolucion, una celda de flujo y un bafio de agua que mantiene el
medio de disolucion a 37 + 0.5°C. Se debe utilizar la celda de tamano

especificado. La bomba desplaza el medio de disolucién a través de la celda de
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flujo en direcciéon ascendente. La bomba tiene un intervalo de operacion de

240 a 960 mL por hora y las velocidades de flujo estandares son de 4, 8 y 16

mL por minuto. La bomba debe suministrar un flujo constante (Figura 4) [8].
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Figura 4. Especificaciones del aparato 4. a) Celda grande para tabletas y capsulas y el
porta-tabletas; b) celda pequefa para tabletas y capsulas y el porta-tabletas.

2.1.4 Perfiles de disolucion
La
generalmente como el cambio en la concentracidon de farmaco disuelto en un

"velocidad de disolucion" de un farmaco en un liquido se define
intervalo de tiempo. Para conocer esta velocidad, se realizan pruebas llamadas
"Perfiles de disolucién". Estas pruebas se realizan con medios de disolucion,
temperatura, aparato y velocidad de agitacidn establecidos. Se toma una
muestra cada cierto tiempo, a la cual se mide la concentraciéon de farmaco

disuelto [6].



El PROY-NOM-177-SSA1-2013 establece que los perfiles de disolucién deben
realizarse con 12 unidades cada uno. Para realizar el perfil de disolucidn deben
seleccionarse por lo menos 5 tiempos de muestreo que permitan caracterizar
apropiadamente la curva ascendente y la fase de meseta. Unicamente dos
puntos estaran en la meseta de la curva y los otros tres distribuidos entre la

fase ascendente y de inflexion.

2.1.4.1 Modelos matematicos para los perfiles de disolucién

La evaluacién cuantitativa de las caracteristicas de disolucién del farmaco es
de gran interés para los cientificos farmacéuticos.

Una amplia variedad de modelos matematicos han sido desarrollados para
ajustar los datos de liberacion de farmacos, la mayoria de los cuales son
ecuaciones no lineales[9]. Muchos de ellos representan el perfil de disolucidon
con F (en algunos casos Q) que esta en funcidn del tiempo y relacionado con
la cantidad de farmaco disuelto de la forma de dosificacidon farmacéutica.
Existen varias teorias y modelos que describen la disolucién de farmacos a
partir de formas de dosificacion de liberacién inmediata o prolongada.

Se deben utilizar ecuaciones empiricas, en la mayoria de los casos; para
tabletas, tabletas recubiertas o de liberacion prolongada.

El tipo de farmaco, la presencia de polimorfos, cristalinidad, tamafio de
particula y la solubilidad, pueden influir en la cinética de liberacion del
farmaco.

Un farmaco soluble en agua que estd contenido en una matriz farmacéutica,
principalmente es liberado por difusién, mientras que para uno de baja
solubilidad la erosion de la matriz serd su principal mecanismo de
liberacion[10].

Los modelos que mas se aplican y describen mejor el fendmeno de disolucién
son el de Higuchi, modelo de orden cero, Weibull y Korsmeyer-Peppas.

En la tabla 1 se muestran los mas utilizados con su respectiva ecuacion.



Tabla 1. Modelos matematicos de disolucion[10].

Orden cero Q,=0, Kt

Primer orden InQ,=In O, + Kt

Segundo Orden 0./0.(0.. — O)K,t

Hixson—Crowell 0,°—0/" =Kt

Weibull log[—In(1 — (Q,/0._ )] =b Xlog t — log a
Higuchi 0, =Kt

Baker Lonsdale (/21— (—10,/0.)**1—(0,/0.) =Kt
Korsmeyer—Peppas 0,/0. =K.t

Cuadratico 0, = 100K, + K,1)

Logistico Q. =A/[1+e %]

Gompertz Q. =Ae HY

Hopfenberg 0,/0,=1—[1—=kyt/Cya,]"

El modelo de Weibull es una ecuacion empirica que se adaptd para describir
los perfiles de disolucidén. Esta ecuacién puede aplicarse a casi todas las curvas
de disolucion satisfactoriamente y es muy usada en este tipo de estudios.
Cuando se aplica a la disolucién de farmacos de una forma de dosificacion
solida oral, la ecuacion de Weibull (Ecuacién 1) expresa la fraccion acumulada
del farmaco (F) en el tiempo de disolucién (t):
tB
F=100 -{1—e & |(Ec1)

En esta ecuacién "a" define la escala de tiempo del proceso. El parametro de
forma "b", puede caracterizar la curva de distintas maneras; b=1 como una
exponencial; b>1 como una sigmoidea con forma de S; o b<1 parabdlica con
una pendiente inicial muy alta y después consistente con una exponencial.
Debido a que este modelo es empirico y no tiene una base cinética, sélo puede
describir la curva del perfil y por lo tanto no caracteriza ninguna propiedad
cinética de disolucion.

En 1983 Korsmeyer y Peppas desarrollaron un modelo simple y semiempirico,
que relaciona exponencialmente la liberacion del farmaco con el tiempo

(Ecuacion 2).

F = kKP . tn(EC. 2)



Donde F esta en funcion del tiempo y es la fraccion liberada, kKP la constante
de velocidad de liberacién del farmaco y n es el exponente de liberacion.

El valor 'n' puede utilizarse para conocer el mecanismo de liberacién. Si es
<0.5 el mecanismo de liberacién es por difusion de Fick; si 0.5<n<1.0
entonces es una transferencia de masa que no sigue una difusidon de Fick. En
el caso de un cilindro los valores son 0.45 en vez de 0.5y 0.89 en vez de 1.0
respectivamente.

En 1988 se hizo una modificacién a la ecuacién para usarse con un tiempo de
retardo (en inglés: lag) al principio de la liberacién [10]. La ecuacién queda de

la siguiente manera:

F = ka . (t - Tlag)n(EC. 3)

Para escoger el mejor modelo para describir el perfil se deben tomar en cuenta
varios parametros. Uno muy comun es el coeficiente de correlacién r?, con el
cual sabemos que tanto se ajustan los datos al modelo. Sin embargo, éste
tiende a aumentar cuando se le agregan parametros al modelo.

Cuando se comparan perfiles con un numero distinto de parametros, es mejor
utilizar el coeficiente de correlacién ajustado (r* ajustado), ya que toma en
cuenta el nUmero de parametros en el modelo. Si se aumentan parametros al

2 aumenta o al menos permanece igual, en cambio, r* ajustada

modelo, r
puede disminuir, indicando el parametro afadido no mejora el modelo.
Ademads de r* y r? ajustada, se pueden tomar en cuenta los valores de la suma
de cuadrados de los residuos (SSR por sus siglas en inglés), el cuadrado
medio del error (MSE por sus siglas en inglés) y el criterio de informacién de
Akaike (AIC por sus siglas en inglés).

El criterio de informacion de Akaike es una medida de bondad de ajuste
basada en la maxima probabilidad. Se ha utilizado para seleccionar los
modelos O6ptimos durante mas de 35 afios. Su aplicabilidad general vy
simplicidad hacen que sea un criterio excelente y popular para diversos fines,

entre ellos el analisis de la disolucién de farmacos. Cuando se comparan varios
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modelos para el mismo conjunto de datos, el modelo asociado con el menor
valor de criterio de Akaike, es el que mejor ajusta de los modelos probados [9,
10].

2.1.4.2 Comparacion de perfiles de disolucion

Otra area importante en el andlisis de datos de disolucion, es la evaluacién de
la similitud entre los perfiles de disolucién. Varios enfoques se han
desarrollado para su comparacion, incluyendo los enfoques modelo
independiente, como el factor de diferencia f;, el factor de similitud f, o la
Regién de Confianza Multivariada; el indice de Rescigno, distintas formas de
ANOVA, el enfoque estadistico multivariado y el enfoque modelo dependiente
[9, 11].

- Comparacion por alcance modelo - independiente

El factor de diferencia f; (Ecuacion 4) mide el porcentaje de error entre dos
curvas en todos los puntos (tiempos de muestreo). Donde R; y T; son los
porcentajes de disolucién de la referencia y la prueba, respectivamente, a un

tiempo t.

fi =| - |x100

L= (Ec. 4)

El porcentaje de error es cero cuando los dos perfiles son idénticos y aumenta

proporcionalmente con la disparidad entre los perfiles de disolucidn.

El factor de similitud £, (Ecuacidn 5) es la transformacion logaritmica del error
de la suma de cuadrados de la diferencia entre los perfiles a comparar. Es
sensible al niumero de puntos de tiempo, especialmente después de que se
haya alcanzado la meseta de disolucion (> 85 %). Es decir, si se selecciona un
gran numero de puntos de muestreo después de que se alcanza la asintota,

entonces la diferencia promedio global serd pequefa y tenderd a ser mas
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grande que 50, lo que resultard en una determinacion de similitud aunque los
perfiles podrian ser diferentes.

Debido a f> no tiene en cuenta la variabilidad dentro de los lotes de prueba y
de referencia, cuando se utilizan los valores medios de las dos curvas en cada
punto de tiempo, se sugiere que el limite del coeficiente de variacién (CV) en
el primer punto no debe ser superior al 20%, y en los demas, no mayores al
10%.

El resultado puede estar entre 0 y 100. Un valor de 100 significa que los
perfiles son idénticos y tiende a cero cuando aumenta su disparidad. Donde R
y T. son los porcentajes de disolucion de la referencia y la prueba,

respectivamente, a un tiempo t.

-0.5
f, =50 0og {1"‘12’1:(& —Tt)z} x100
e (Ec. 5)
En general, valores de f; menores a 15 (0-15) y valores de f; mayores a 50
(50-100) muestran una similitud entre los perfiles de disolucién [9-11].
El factor de similitud ha sido adoptado por la FDA y la EMEA como criterio para
establecer la similitud entre dos perfiles de disolucién in vitro [12].
Las agencias internacionales, aun no han logrado armonizar los criterios para
el calculo del factor de similitud; mientras que la FDA establece que sélo se
debera considerar una medicién después de la disolucion del 85% de ambos
productos, la EMEA establece que para el calculo no debe tomarse mas de un
tiempo después de haber alcanzado un valor promedio del 85% disuelto de
cualquiera de las formulaciones, la OMS y la NOM177 sefalan que para el
calculo se debe tomar como maximo un tiempo después de que el producto de

referencia haya alcanzado el 85% [12-15].

- Comparacion por Region de Confianza Multivariada
Los procedimientos de regién de confianza multivariados son algunos de los
métodos modelo independientes que estan recomendados por la FDA para la

comparacién de perfiles de disolucién en los casos en que la variacién dentro
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del lote es superior al 15%. Este procedimiento se puede clasificar en dos: el
90% del Intervalo de Confianza (IC) o método de la diferencia (para valores
de disolucion de un solo punto) y los métodos de distancia estadistica
multivariada (para perfiles de disolucién en tiempo multiples).

En situaciones en las que la variacién dentro del lote es mayor que 15 %, las
guias de la FDA recomiendan el uso de un método de intervalo de confianza
multivariado para evaluar la similitud entre dos productos. Esto se puede
hacer usando el siguiente procedimiento:

1) Establecer un limite de similitud en términos de la distancia estadistica
multivariada (MSD) con base en las diferencias intra-lote de la disolucion del
producto de referencia.

2) Calcular la MSD entre las medias de las disoluciones de la prueba y la
referencia.

3) Estimar el 90% del IC del MSD que se determind en el paso 2.

4) Comparar el limite superior 90% del IC con el limite de similitud
determinado en el paso 1. El producto de prueba se declara que es similar al
de referencia si el limite superior del 90% del IC es inferior o igual al limite de
similitud.

Ningun procedimiento exacto para calcular el MSD es indicado explicitamente
por la FDA. Sin embargo, en la practica, un método aceptado y recomendado
por la FDA es el que emplea una distancia estadistica multivariante, llamada
distancia de Mahalanobis, y se utiliza para medir la diferencia entre dos
medias multivariables [9, 12, 16].

Mientras que la FDA propone que el limite de similitud se calcule con base en
la variacion intra-lote, la EMEA pide que el limite de similitud sea pre-definido

en no mas de 10% de diferencia [12, 14].

- Comparacion por Alcance Modelo Dependiente
El enfoque modelo dependiente se puede utilizar, no sdlo para describir el
perfil de disolucidn, sino también para evaluar la similitud entre los perfiles de

disolucidon de acuerdo a la similitud de sus parametros. De acuerdo con el
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método que ha sido aprobado por la FDA, se ha propuesto el siguiente
procedimiento para evaluar la similitud entre dos formulaciones:

1) Determinar el modelo mas apropiado para los perfiles de disolucidon del
producto de referencia

2) Ajustar los datos individuales de disolucidon del producto de referencia al
modelo mas apropiado.

3) Definir un limite de similitud en términos de la MSD con base en la
variacion de los parametros del modelo ajustado para las unidades de
dosificacion del lote de referencia.

4) Ajustar los datos individuales de disolucion del producto de prueba al
modelo mas apropiado determinado en el paso 1.

5) Calcular el MSD entre los productos de prueba y de referencia utilizando los
parametros del modelo.

6) Estimar el 90 % del IC de la MSD que se determina en el paso 5.

7) Comparar el limite superior del 90 % del IC con el limite de similitud
determinada en el paso 3. La hipotesis de similitud entre las dos formulaciones
puede ser aceptada si el limite superior del 90 % del IC es inferior o igual al
limite de similitud.

A partir de los pasos anteriores, se puede observar que el concepto de este
enfoque modelo-dependiente es en parte similar al del método multivariante
ya descrito, debido a que ambos métodos miden la diferencia entre dos
conjuntos de datos en términos de la MSD. La diferencia estd en que el
enfoque multivariado calcula el MSD sobre la base de los datos originales de
disolucidon del farmaco y el enfoque de modelo dependiente calcula el MSD

sobre la base de los parametros derivados del modelo [9, 12].

2.2 "Bioexencion" de estudios de bioequivalencia

En general, los estudios de bioequivalencia son requeridos para la aprobacién
inicial de medicamentos de un medicamento genérico o para algunos cambios
post-aprobacion en orden de asegurar la equivalencia con una forma de

dosificacién que, previamente, ha probado ser segura y efectiva.
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De alguna manera, los estudios de bioequivalencia pueden ser sustituidos con
otro tipo de evidencia, tales como informacién in vitro, para ahorrar tiempo y
reducir costos.

El término "biowaiver" (que se traduce al espafiol como "bioexencidon") se
refiere a la exencion del requerimiento de ejecutar estudios de
bioequivalencia. Los tipos mas comunes de bioexenciones, adoptados por las
agencias regulatorias (FDA, EMEA) son el empleo del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica (BCS por sus siglas en inglés) o las correlaciones in vitro
(IVIVC).

El sistema de clasificacidon biofarmacéutica fue propuesto por Amidon vy
colaboradores en 1995 como un marco para clasificar a los farmacos de
acuerdo a su solubilidad y sus propiedades de permeabilidad [17].

Cuando se combina con la disolucién de la forma de dosificacion, el BCS toma
en cuenta los tres mayores factores que influyen la velocidad y la absorcion
del farmaco en la forma de dosificacion de liberacién inmediata: disolucién,
solubilidad y permeabilidad intestinal.

De acuerdo al BCS los farmacos se clasifican de la siguiente manera:

Clase I. Alta solubilidad y alta permeabilidad

Clase II. Baja solubilidad y alta permeabilidad

Clase III. Alta solubilidad y baja permeabilidad

Clase IV. Baja solubilidad y baja permeabilidad [18].

Muchas agencias regulatorias han adoptado el BCS como una herramienta
para permitir exenciones de los estudios de bioequivalencia de productos de
liberacién inmediata, que no tienen un estrecho indice terapéutico y que no
estan disefiados para absorberse en la cavidad oral.

Un farmaco que pertenece al BCS I, puede solicitar una bioexencidén si se
disuelve muy rapido (>85% en 15 minutos) en medios con pH 1.2, 4.5y 6.8.
De la misma forma, si la disolucién es rapida (>85% en 30 minutos), se
pueden exentar los estudios de bioequivalencia si el factor de similitud f, es
mayor que 50, con respecto a la referencia. Y para un farmaco que sea un

acido débil de clase III, se puede solicitar si su disolucién es rapida y su
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formulacion no incluye excipientes que puedan afectar la motilidad del tracto
gastrointestinal [17, 18].
Para los de clase II, se puede solicitar una bioexencidén si el producto de

prueba, presenta un perfil de disolucidn similar al de referencia [19].

2.2.1 Correlacioén in vitro in vivo

Uno de los objetivos que se han trazado para las pruebas de disolucién es el
de la prediccion del comportamiento de las formas farmacéuticas de
dosificacion oral a partir de la informacién in vitro dada por una correlacion
apropiada, llamadas correlacion in vitro/in vivo (IVIVC)[2]. La relacién entre la
disolucidn in vitro y la biodisponiblidad o la absorcidon no se ha estudiado muy
extensamente [20].

La correlacion se define como el grado de relacién entre 2 variables.
Matematicamente el término correlacidn se refiere a la interdependencia entre
variables medibles. Cuando se habla de correlacidén, una relacién lineal es la
que se viene a la mente inmediatamente.

Desde un punto de vista biofarmacéutico, correlacion puede referirse a la
relacidn entre las apropiadas caracteristicas de disolucidon y los parametros de
biodisponibilidad [1].

- La USP define IVIVC como:

El establecimiento de una relacién racional entre una propiedad bioldgica o un
parametro derivado de una propiedad bioldgica producida por la forma de
dosificaciéon y una propiedad o caracteristica fisicoquimica de la misma forma
de dosificacion.

- La FDA define IVIVC como:

Un modelo matematico predictivo que describe la relacién entre una propiedad
in vitro de una forma de dosificacion y una respuesta in vivo relevante.
Generalmente, la propiedad in vitro es la velocidad o el punto final de la
disolucidn o liberacidon de un farmaco, mientras que la respuesta in vivo es la

concentracion o la cantidad de farmaco absorbido en el plasma.
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2.2.2 Niveles de correlacion

Ademas la FDA hace una clasificacién del nivel de correlacion:

- Correlacion nivel A

Este es el nivel de mas alta categoria porque representa una relacién punto a
punto entre la velocidad de disolucién in vitro y la velocidad de absorcion in
vivo de la forma farmacéutica. El porcentaje de farmaco absorbido puede ser
calculado por métodos modelo-dependientes, como el de la técnica de
Wagner-Nelson o el método Loo-Riegelman o por una deconvolucion numérica
modelo-independiente.

El propdsito de la correlacion nivel A es definir una relacién directa entre los
datos de mediciones in vivo, tal que la sola prueba de disolucién sea suficiente
para predecir datos de los parametros farmacocinéticos de la forma de
dosificacion [1].

Una correlacion de nivel A deberia ser una relacion 1 a 1 entre absorcion y
disolucidon con una pendiente igual a 1 y una ordenada al origen igual a cero.
Un estadistico del andlisis de nivel A es el coeficiente de correlacién r?. r?
puede ir desde cero hasta 1 y es una medida entre la relacidon que existe entre
la fraccion absorbida y la fraccion disuelta [21].

- Correlacion nivel B

Una correlacién de nivel B utiliza los principios del analisis del momento
estadistico.

El tiempo medio de disolucidn in vitro (MDT in vitro) se compara con el tiempo
medio de residencia (MRT) o con el tiempo medio de disoluciéon in vivo (MDT in
vivo).No es considerada una correlacion punto a punto, porque existen
distintas curvas in vivo que producen similares (MRT).

Uno puede confiar en esta correlacion por si misma Unicamente para modificar
la formulacién, cambios en la fabricacién o en las materias primas.

- Correlacion nivel C

En ésta, sbélo un punto de la disolucidn se compara con parametros
farmacocinéticos como ABC, tmax o Cmax. Es una correlacion de un solo

punto y es el nivel de correlacién mas débil.
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- Correlacion C de nivel multiple

Relaciona uno o varios parametros farmacocinéticos de interés (Cmax, AUC o
algun otro) a la cantidad del farmaco disuelto a distintos tiempos.

Si es posible hacer una correlacion C de nivel multiple, entonces se tienen

elementos para, en su caso, mejor hacer una de nivel A [1].

2.2.3 Software para establecer correlaciones in vitro in vivo

Existen en el mercado distintos programas de computadora para establecer
correlaciones in vitro in vivo. Dentro de estas opciones se encuentran el IVIVC
Toolkit de WinNonlin ® [22], PDx-IVIVC® de GloboMax [23], IVIVCPlus™ de
GastroPlus ™ [24] y el paquete IVIVC para la plataforma de software libre R
[25]. Este ultimo paquete calcula el modelo para la IVIVC en dos etapas. En la
primera se estima la fraccién observada de farmaco absorbido basandose en el
método de Wagner-Nelson. Para esto se pueden tomar como referencia datos
reportados en la literatura o se calculan a partir de datos de concentraciones
plasmaticas para administracién intravenosa. El modelo de la IVIVC se genera
utilizando la fraccion observada del farmaco absorbido y la fraccién liberada de
farmaco disuelto. En la segunda etapa se valida el modelo de correlacién,
calculando con él el drea bajo la curva tiempo infinito (ABC 0-o) y prediciendo
con él el valor de concentraciéon plasmatica maxima (Cmax). Con estos datos
se calcula el porcentaje de error de la prediccion respecto al valor observado;
para Cmax, el valor utilizado para el calculo del error es el maximo valor de

Concentracion observada.

2.3 Condiciones del tracto gastrointestinal

Es crucial realizar las pruebas de disolucion en condiciones que simulen
estrechamente los parametros de la fisiologia gastrointestinal humana. Ya que
la disolucién del farmaco en condiciones fisioldgicas del tracto gastrointestinal
es el paso principal en la absorcién de las formas farmacéuticas [3].

Para que un farmaco sea absorbido, tiene primero que estar disuelto en el
fluido del sitio de absorcién. Por ejemplo, un farmaco administrado por via oral

en forma de tableta no puede ser absorbido hasta que las moléculas de
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farmaco se disuelvan en los fluidos del tracto gastrointestinal. Una vez que el
farmaco se absorbe sistémicamente, se producen procesos fisioldgicos
normales para la distribucion y eliminacion, que por lo general no estan
influidos por la formulacién especifica del farmaco. La velocidad de liberacion a
partir del producto, la velocidad y grado de absorciéon son importantes en la
determinacion de la distribucién, el comienzo, la intensidad y la duracidn de la
accion del farmaco.

La biodisponibilidad se refiere a la medicién de la velocidad y el grado de
farmaco activo que se convierte en disponible en el sitio de accién. La
circulacién de la sangre sistémica administra el fdrmaco a los tejidos [26].

La ruta oral es muy compleja debido a las condiciones fisioldgicas que el
medicamento encuentra a su paso desde la boca hasta su sitio de absorcién en
el intestino.

Factores fisioldgicos como la velocidad de vaciamiento gastrico, el movimiento
peristaltico, el flujo de sangre; asi como el volumen, la composicién y el pH de
los alimentos, son conocidos por el impacto que tienen en la velocidad o en la
incapacidad de absorcién de farmacos.

Con el descubrimiento de nueva informacién sobre el medio intraluminal, las
pruebas de disolucion podrian tener la capacidad de simular las condiciones
del tracto gastrointestinal para asi tener mejores predicciones del desempefio
in vivo [20].

La composicidon del contenido gastrointestinal puede influir significativamente
en la solubilidad del farmaco.

Para los farmacos lipdfilos, los niveles de grasa y las concentraciones de sales
biliares son los factores mas relevantes. En el caso de farmacos ionizables, la
capacidad amortiguadora y el pH son lo relevante en cuanto a la velocidad de
disolucién [3].

Los anfifilos (tensoactivos o surfactantes) se caracterizan por tener una
estructura molecular con un dominio hidréfilo y uno hidréfobo. Cuando
alcanzan el limite de reduccién de la tensién superficial (concentracion micelar

critica CMC) espontaneamente forman agregados llamados micelas (Figura 5).
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Figura 5. Anfifilo y micela.

En el intestino delgado, los anfifilos mas relevantes secretados en la bilis son
los acidos/sales biliares, liso-fosfolipidos y el colesterol; y por parte de la
digestidon de alimentos los acidos grasos y los monoglicéridos.

Las sales biliares y los liso-fosfolipidos son caracterizados como anfifilos
solubles, estos pueden formar micelas por si mismos.

Los lipidos pueden ser solubilizados y transportados por anfifilos que forman
micelas. Los triglicéridos, diglicéridos, el colesterol y los acidos grasos de

cadena larga, en su forma protonada son insolubles.

Las sales biliares son moléculas planas tienden a orientarse en estructuras del
tipo micelar con el lado hidréfobo proyectandose al interior de las micelas y el
hidrofilo hacia fuera, lo que maximiza la hidratacién de la parte hidroéfila
(Figura 6).
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Figura 6. Estructura de las sales biliares [20].

La cinética de solubilizacién de fosfolipidos y sales biliares depende
fuertemente del tipo de sal, siendo el mas rapido el glicoquenodeoxicolato.

Los acidos biliares son sintetizados en el higado y almacenados en la vesicula
biliar. La bilis se compone aproximadamente de 84% de agua, 11.5% de sales
biliares, 3% de fosfolipidos, 0.5% de colesterol y 1% de pigmentos, iones y
proteinas.

Después de la ingesta de comida, la respuesta hormonal facilita la secrecién
de bilis de la vesicula biliar al duodeno.

Los acidos biliares se secretan de la vesicula biliar como sales de sodio o
potasio y que estan conjugados por enlace peptidico a taurina o glicina. El
acido cdlico y el quenodeoxicélico son los de mayor presencia en la bilis.

Los acidos biliares primarios se sintetizan en el higado a partir del colesterol.
Los secundarios los forman las bacterias a partir de la dehidroxilacion de los

primarios.
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Los acidos biliares conjugados estdan mas ionizados y asi son mas solubles que
los no conjugados.

En el rango de pH del intestino delgado (pH 5 - 6.8), los conjugados de
taurina (pKa ~1.5) estan ionizados, mientras que sélo una fraccién de los de
glicina (pKa ~3.7) lo estan.

Las sales biliares ionizadas estan cargadas negativamente a ese pH vy
necesitan un transportador para ser absorbidas (dicho transportador se
encuentra en la parte distal del intestino).

Después de su absorcidon en la sangre por la vena porta, las sales biliares
regresan al higado; a este proceso se le conoce como circulacién

enterohepatica.

2.3.1Composicion de los fluidos gastrointestinales humanos

-Estémago en ayuno.

El volumen del jugo gastrico en el estado de ayuno esta en el rango de 15 -
50 mL y su pH esta entre 1.5 y 2.9. El jugo gastrico es hipo-osmotico (< 200
mOsm/kg). Su tensién superficial se ha reportado entre 30 a 50 Nm/m, que es
menos que la del agua (~ 70 mN/m).

La presencia de bajas cantidades de sales biliares, pueden provenir de reflujo
del duodeno o de la lisis de células de la mucosa gastrica, lo que explicaria la

baja en la tensién superficial.

- Duodeno en ayuno.

Su pH estd entra 6 y 7.1. El bicarbonato es la especie responsable de la
capacidad amortiguadora. La osmolaridad estd incrementada, comparada con
el fluido gastrico (270 mOsm/kg). También hay pequefias cantidades de sales
biliares, lo cual explica su baja tensidn superficial (30 ~ 34 mN/m).

Las sales Dbiliares son secretadas con fosfolipidos, principalmente,

fosfatidilcolina.
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- Estdmago en estado postprandial.
La composicién del fluido gastrico en el estado postprandial, depende de la
naturaleza de los alimentos ingeridos.

La capacidad del estdmago humano va de 1 a 1.6L.

- Intestino delgado en estado postprandial.

Cuando el quimo llega al duodeno, estd mezclado con bilis y secreciones
pancreaticas, lo que resulta en un pH de 5.5 a 6.5. Ademas, en el intestino
delgado existe un gradiente de pH desde el duodeno hasta el ileon. Con la
comida, la capacidad amortiguadora y la osmolaridad aumentan, pero la

tensién superficial no cambia significativamente.

- Digestidn de lipidos.

Comienza en el estbmago con la emulsificacion y la hidrdlisis. La lipasa
gastrica remueve un acido graso de un triglicérido, asi forman surfactantes
diglicéridos y acidos grasos libres.

La emulsificacién se da en el estdmago y la hidrdlisis en el intestino.

El jugo pancreatico es rico en enzimas que se encargan de la hidrodlisis. La
fosfolipasa pancreatica A, es la principal.

La colipasa pancreatica se encarga de limpiar la superficie de anfifilos y asi la
enzima puede hidrolizar lipidos. Las micelas formadas se desintegran en el

epitelio intestinal y los lipidos anfifilos se absorben.

2.4 Medios biorrelevantes

Las pruebas de disolucion tradicionales, que son apropiadas para evaluar la
calidad, no sirven para predecir el comportamiento in vivo de farmacos
pobremente solubles [20]. Las soluciones amortiguadoras acuosas pueden ser
utilizadas para simular las condiciones de pH en el estdmago y en el intestino
delgado, pero no pueden utilizarse para simular la influencia de la ingestién de
alimentos en la liberacidon del farmaco. Esto cobra importancia, ya que en el
caso de farmacos poco solubles, la fraccion absorbida aumenta cuando el

farmaco es ingerida conjuntamente con alimentos [3].
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En 1998 Dressman propuso dos medios "biorrelevantes" para simular
condiciones en el duodeno: FaSSIF y FeSSIF. Algunos de los parametros de
estos, fueron elegidos con base en datos caninos y no de humanos. Estas
versiones de los medios biorrelevantes no reflejan la accién de los productos
de lipdlisis de la comida, los cuales, se sabe que mejoran la solubilidad y

disolucidn de farmacos lipofilicos poco solubles [4].

2.4.1 Composicién de los medios biorrelevantes actuales

En el estdbmago, es donde las formas farmacéuticas de liberacidon inmediata se
desintegran y el ingrediente activo se disuelve antes de llegar al intestino.
Vertzoni en 2005, propuso un medio (FaSSGF) que fue disefiado para simular
las condiciones del estado de ayuno, mas el volumen que representa un vaso
de agua. Tabla 2.

Tabla 2. Composicion del medio que simula las condiciones de ayuno en el estdbmago
(Fasted-State Simulated Gastric Fluid (FaSSGF)) [4].

Composicion
Taurocolato de sodio (uUM) 80
Lecitina (uM) 20
Pepsina (mg/mL) 0.1
NaCl (mM) 34.2
HCI (cbp) pH 1.6

Propiedades
pH 1.6
Osmolaridad (mOsm/kg) 120.7£2.5
Capacidad de amortiguacion (mmol/L/pH) -
Tensién superficial (mN/m) 42.6

El intestino delgado es la region donde mejor se absorben los farmacos.

Para los acidos débiles poco solubles, las condiciones de disolucién son las mas
favorables en este érgano. Recientemente se han propuesto nuevas versiones
de FaSSIF y FeSSIF. Se nombraron FaSSIF-V2 (Tabla 3) y FeSSIF-V2 (Tabla
4). Estas versiones se basan en la composicion del fluido intestinal de adultos
sanos.

En FaSSIF-V2 se ha cambiado de fosfato a maleato, ya que el maleato da la

combinacidon adecuada de osmolaridad, pH y capacidad de amortiguamiento.
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Para FeSSIF-V2 hay cambios en el pH, la capacidad de amortiguadora, la
osmolaridad, las concentraciones de los componentes biliares y se le
agregaron productos de lipdlisis.

Tiene cantidades menores de componentes de la bilis, pero estos son
compensados anadiendo monoglicéridos y acidos grasos libres (productos de
lipdlisis).

Tabla 3. Composicion del medio que simula el estado de ayuno de la parte proximal

del intestino delgado Versién 2 (Fasted-State Simulated Intestinal Fluid Version 2:
FaSSIF V2) [4].

Composicion (mM)
Taurocolato de sodio 3
Lecitina 0.2
Acido maleico 19.12
NaOH 34.8
NaCl 68.62

Propiedades

pH 6.5
Osmolaridad (mOsm/kg) 180+10
Capacidad de amortiguacién 10
(mmol/L/pH)
Tensién superficial (mN/m) 54.3

Tabla 4. Composicion del medio que simula el estado después de alimentos de la parte
proximal del intestino delgado Version 2 (Fed-State Simulated Intestinal Fluid Versién
2: FeSSIF V2) [4].

Composicion (mM)

Taurocolato de sodio 10
Lecitina 2
Gliceril-monooleato 5
Oleato de sodio 0.8
Acido maleico 55.02
NaOH 81.65
NaCl 125.5

Propiedades
pH 5.8
Osmolaridad (mOsm/kg) 39010
Capacidad de amortiguacion 55
(mmol/L/pH)
Tension superficial (mN/m) 40.5£0.2
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FaSSIF-V2 y FeSSIF-V2 demostraron una mejor prediccion del
comportamiento in vivo que sus predecesores. Como ejemplo, los medios
actualizados predicen que no hay efecto de los alimentos para ciertas tabletas
de glibenclamida, como ocurre in vivo, y no como sus versiones previas en el

que si lo hay (Figura 7).
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Figura 7. Comparacion de perfiles de disolucidén de tabletas de glibenclamida en
FaSSIF () y en FeSSIF (o) (lineas punteadas), y en FaSSIF-V2 (4) y en FeSSIF-V2
(A) (lineas continuas) [4].

Para el éxito de la prediccién in vivo de un farmaco no sélo se debe considerar
el medio, ademas debe considerarse la hidrodinamia.

El estdbmago tendria 300 mL en el estado de ayuno y 1 L en el estado
postprandial. En el intestino 200mL de ayuno y 1L con alimentos.

Los aparatos compéndiales (aparatos 1 y 2) no simulan la movilidad del
intestino. Como sea, se han usado exitosamente en combinacion con los

medios biorrelevantes para obtener buenas IVIVC[4].

2.4.2 Prediccion in vivo del desempefio de una formulacion

El primer paso es la correcta caracterizacién de la solubilidad del ingrediente
activo farmacéutico, para esto, un perfil de disolucion es lo mas adecuado.
Particularmente, con los compuestos lipéfilos puede haber problemas de
mojamiento, y las concentraciones de sales biliares pueden mejorar la

solubilizacion.
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Las formulaciones deben evaluarse y compararse contra su desempefio en
humanos. Los farmacos BCS I y III no requieren de sofisticadas pruebas de
disolucion vy las tradicionales pueden realizarse.

En cambio, para predecir el comportamiento de los II y IV, las pruebas
simples no deben ser la primera opcion.

Los farmacos de clase II, tienen un paso limitante en la disolucion, asi que
para predecir su comportamiento in vivo debe realizarse con los medios de

disolucidon adecuados.

Se ha reportado que el uso de medios biorrelevantes para predecir el
comportamiento in vivo de farmacos de clase II (como el danazol, la fenitoina
y el itraconazol) ha tenido resultados satisfactorios. Se espera que en un
futuro cercano, el desarrollo de modernas formulaciones se base fuertemente

en pruebas en medios biorrelevantes [3, 20].

2.5 Glimepirida
La glimepirida es una sulfonilurea que se administra por via oral, que actla

estimulando la secrecion de insulina y usualmente se utiliza con los pacientes

de diabetes tipo II (Figura 8) [27, 28].
C24H34N40sSMM 490.62
1- [[p-[2-(3-Etil-4metil-2-ox0-3-pirrolina-1-carboxamido)etil fenil]sulfonil]-3-(trans-4-

metilciclohexil)urea
Figura 8. Molécula de la glimepirida[29]

Es un acido débil, con punto de fusion de 207°C, un pKa de 5.3 y de baja
solubilidad—-dependiente del pH.
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En medio acuoso acido y neutro su solubilidad a 37°C es muy baja
(<0.004mg/mL). En medio alcalino, a 37°C la solubilidad aumenta
ligeramente (pH 7.8; 0.02mg/mL). Es altamente permeable (BCS 2).

El mecanismo de accion principal de la glimepirida en la reduccién de la
glucosa en sangre, parece ser la estimulacién de la liberacién de insulina a
partir del funcionamiento de las células beta-pancreaticas. Apoyado por
estudios preclinicos y clinicos, se demuestra que la administracién de
glimepirida puede conducir a un aumento de la sensibilidad de los tejidos
periféricos a la insulina.

La glimepirida es eficaz como terapia inicial. En los pacientes con monoterapia
de metformina o glimepirida no se ha producido un control glucémico
adecuado, la combinacidon de metformina y glimepirida puede tener un efecto
sinérgico, ya que ambos agentes actlan para mejorar la tolerancia a la
glucosa por diferentes mecanismos primarios de accion. Este efecto
complementario se ha observado con metformina y otras sulfonilureas, en
multiples estudios [30, 31].

Un leve efecto reductor de la glucosa aparece por primera vez después de
dosis Unicas orales tan bajas como 0.5 6 0.6 mg en sujetos sanos. El tiempo
requerido para alcanzar el efecto maximo es de aproximadamente de 2 a 3
horas. En ensayos con dosis mas grandes, la glucemia y la HbAlc se
encontraron que eran dosis-dependiente de 1 a 4 mg/dia de glimepirida. Los
resultados de eficacia no se vieron afectados por la edad, sexo, peso o raza.

La absorcion es uniforme, rapida y completa casi con el 100% de
biodisponibilidad y no se ve afectada por la ingesta de alimentos [27, 32-34].
El modelaje farmacocinético sigue un modelo abierto de un compartimento
para administracién oral, una rapida absorcién seguido de una cinética de
eliminacion de primer orden y un tiempo de vida media corto [35].

Después de administracion intravenosa (IV) en sujetos sanos, el volumen de
distribucién (Vd) fue de 8.8 L (113 mL/kg) y el aclaramiento corporal total (Cl)
fue de 47.8 mL/min. La unidn a proteinas es superior al 99.5%.

La glimepirida se metaboliza completamente por biotransformacion oxidativa

ya sea después de una inyeccidn intravenosa o dosis oral. Los metabolitos
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principales son el derivado de ciclohexilo metil hidroxi (M1) y el derivado de
carboxilo (M2). Se ha demostrado que el Citocromo P450 2C9 (CYP2C9) esta
involucrado en la biotransformacion de glimepirida a M1. M1 se metaboliza a
M2 por una o varias enzimas citosdlicas.

Cuando la glimepirida se administra por via oral, aproximadamente el 60% se
recupera en la orina en 7 dias como M1 (predominantemente) y M2 para el
80-90 % de la que se recupera en la orina. Aproximadamente el 40% se
recupera en las heces en forma de M1 y M2 (principalmente) lo cual
representa aproximadamente el 70% de la que se recupera en las heces.

Ninguna fraccién del farmaco inalterado se encontrd en orina o en heces [36].

La metformina es un farmaco que ataca la resistencia a la insulina. Estudios
clinicos han demostrado que la combinacién provee un mejor control
hipoglucemiante que cuando se administran solas, pero que la presencia de

una no afecta los parametros farmacocinéticos de la otra [31, 37].

2.5.1 IVIVC para la glimepirida

Se han realizado estudios para encontrar una IVIVC para la glimepirida. Pero
dado que el método descrito para la disolucion, maneja un medio de disolucion
de pH = 7.8, éste puede sobreestimar la disolucién del farmaco y por lo tanto

no se ha podido establecer una correlacién [33, 38, 39].

2.5.2 Analisis cuantitativo de la glimepirida

Existen en la literatura métodos que cuantifican la glimepirida en presencia de
metformina, pero que no toman en cuenta las cantidades que contienen las
tabletas (de 1 a 4 mg de glimepirida y de 500 a 1000 mg de metformina).
Cantidades de metformina que pueden afectar los equipos e instrumentos de
los andlisis analiticos. En el caso de la cromatografia de liquidos, estas
concentraciones pueden sobrecargar la columna cromatografica [28].

En la FEUM no hay una monografia para tabletas de glimepirida, sélo se
encuentra la monografia de la glimepirida como sustancia [29]. En la

farmacopea de Estados Unidos se encuentra una monografia para tabletas de
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glimepirida [38] donde el requisito para cumplir disolucién, es que se disuelva
>85% en 15 minutos. En ninguna farmacopea (ni nacional ni internacional)

existe una monografia para tabletas de glimepirida con metformina.

En México, los parametros a evaluar para la validacién de métodos analiticos
para disolucion se establecen en la NOM-177-SSA1-2013.Esta describe los
parametros y criterios de aceptacidon para distintas pruebas para la validacién
del método analitico. Se hace una distincién entre sistema (estandar del
farmaco) y método (forma soélida de dosificacién oral).

Las pruebas para la validacién son las siguientes:

Sistema

Linealidad. Preparar una curva, por duplicado, al menos con 5 puntos de
concentracion, sin incluir el punto cero. Coeficiente de correlacidn mayor o
igual que 0.99.

Error relativo debido a la regresién no mayor que el 2%.

Precision. Con los datos de linealidad del sistema calcular el coeficiente de
variacion del factor de respuesta. Coeficiente de variacidn del factor de
respuesta menor o igual al 2%.

Estabilidad de la muestra. Determinar las condiciones de temperatura y

tiempo entre otros, en las que el compuesto permanezca estable. La diferencia
absoluta del promedio del porcentaje cuantificado en el andlisis inicial y final
debe ser menor o igual a 3%.

Influencia del filtro. Determinar que no exista adherencia del farmaco al filtro.

La diferencia absoluta entre el promedio de los datos de por lo menos 6

muestras de solucidn filtrada y sin filtrar debe ser igual o menor al 2%.

Método

Linealidad. El método debe demostrar una linealidad con al menos 5 puntos de
concentracion por duplicado, sin incluir el punto cero, a partir de 10 unidades
que representen el peso promedio. Coeficiente de correlacién mayor o igual
que 0.99.

Error relativo debido a la regresién no mayor que el 3%.
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Exactitud. Con los datos de concentracion cuantificada, obtenidos en la
linealidad del método, calcular el porcentaje cuantificado. No debe haber
variacion mayor al 3% en cada punto con respecto al valor nominal.
Repetibilidad. Con los datos de exactitud del método, calcular el coeficiente de
variacién del porcentaje cuantificado. El coeficiente de variacion del porcentaje
cuantificado debe ser menor o igual al 3%.

Reproducibilidad. En caso de que participen dos o mas analistas evaluar su

efecto en la precisién del método. Para cada condicion de interés analizar,
como indica el método propuesto, una muestra homogénea de la disolucion
del producto, por triplicado y calcular el porcentaje cuantificado. El coeficiente
de variacién global, del porcentaje cuantificado, debe ser menor o igual al 3%.
Selectividad. Se debe demostrar la selectividad del método para el farmaco
ante otros componentes de la muestra, cualquier interferencia no debe

producir un error mayor al aceptado en precision y exactitud.

Internacionalmente, ya sea la Farmacopea de Estados Unidos (USP) o la
Farmacopea Europea (EP) son las que se establecen como validar los métodos
analiticos. Estas describen las pruebas a realizar pero los métodos no, sélo
establecen los criterios de aceptacidén para cada parametro.

Especificidad o interferencia por placebo: No mayor al 2%

Linealidad: r*> 0.98 y la ordenada al origen no debe ser significativamente
diferente de cero.

Exactitud o recobro: Entre 95y 105%

Precisién (Repetibilidad): No se especifica un valor de CV.

Precisién intermedia: Menos de 10% de diferencia en cada punto de la

disolucién
Estabilidad: El rango aceptable es de 98 a 102%
Adecuabilidad: CV<2%.

Robustez: Investigar qué factores afectan el método y controlarlos [40, 41].
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2.5.3 Extraccion en fase sélida

En la practica, los componentes de los medios biorrelevantes dafian las
columnas cromatograficas [42] Se necesita de un método para purificar la
glimepirida. La extraccidon en fase sélida (SPE por sus siglas en inglés) es una
buena opcidn que aprovecha las caracteristicas fisicoquimicas del farmaco para

poder separarlo de los demas componentes del medio de disolucidn.

2.5.4 Disefio de experimentos

Para desarrollar métodos analiticos, una herramienta poderosa es el disefo de
experimentos, ya que su objetivo es realizar menos experimentos pero mas
razonados, de los cuales, con un correcto analisis se puede obtener
informacion valiosa sobre el experimento.

Los modelos de disefio de experimentos son modelos estadisticos clasicos cuyo
objetivo es averiguar si unos determinados factores influyen en una variable
de interés vy, si existe influencia de algun factor, cuantificar dicha influencia.
Para un diseno factorial se ha de seleccionar un nimero fijo de "niveles" para
cada uno de los factores (variables) y los experimentos se realizaran con todas
las posibles combinaciones de niveles. Los factores pueden ser cualitativos o
cuantitativos.

En el caso de dos niveles, estos disefios factoriales son llamados de "cribado"
(screening en inglés) por lo que nos dan un idea de cémo se comporta el
sistema a estudiar. Se considera el nivel alto y el nivel bajo para poder
estudiar una superficie amplia; estos se establecen basados en la experiencia
0 en lo que se conoce sobre el sistema.

Esos disenos son de especial importancia porque:

- Requieren pocos experimentos por factor estudiado

- Cuando se necesita una exploracion local mas completa, se pueden ampliar
convenientemente.

- Constituyen la base de los disenos factoriales fraccionados [43].
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3. OBJETIVO E HIPOTESIS

3.10bjetivo

3.1.1 Objetivo General

Evaluar el perfil de disolucion de la glimepirida en tabletas conteniendo
glimepirida y metformina en un medio de disolucidn farmacopeico y uno

biorrelevante.

3.1.2 Objetivos especificos
Desarrollar y validar un método analitico para la cuantificacién de la

glimepirida en un medio de disoluciéon farmacopeico y uno biorrelevante.

Investigar si existe una posible correlacion in vitro in vivo para la glimepirida a
partir de los datos de disolucién en un medio de disolucién farmacopeico y uno
biorrelevante con datos simulados a partir de los pardmetros farmacocinéticos

disponibles en la literatura.

3.2 Hipotesis

La glimepirida es un farmaco de clase II practicamente insoluble en agua y las
condiciones de disolucién farmacopeicas sobreestiman su disolucién; por lo
que el perfil de disoluciéon en el medio biorrelevante podria reflejar mejor las

diferencias de disolucion in vitro e in vivo.

33



4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

En todos los experimentos se emplearon estas sales adicionalmente a las
mencionadas en cada punto:

NaH,PO, eH,0, Na,HPO,, K;HPO, y el acido maleico; asi como el Metanol grado
HPLC y el acetonitrilo grado HPLC se obtuvieron de JT Baker (Xalostoc,
México).

Se emplearon Hs;PO; al 85% (Mallinckrodt Inc Kentucky, EU), NaCl
(Reprofiquim Xalostoc, México) y NaOH (Merck Darntadt, Alemania). El agua
se obtuvo de un equipo Milli Q (Millipore, EU).

Se empled un potencidmetro Hanna Instruments (EU) y una balanza Denver

Instruments (EU).

4.1 Desarrollo del método analitico

4.1.1 Andlisis Cromatografico de acuerdo a USP

Se reprodujeron las condiciones establecidas para las tabletas de glimepirida
en el Revision Bulletin del 2010 de la USP [38]. Las cuales son las siguientes:

Tabla 5. Condiciones establecidas por USP para tabletas de glimepirida

Longitud de onda 228 nm

Fase movil Solucidon amortiguadora de fosfatos pH = 2.4 : ACN
(50:50 v/v)

Columna C18 150 x 4.6 mm 5um

Flujo 1.0 mL/min

Tiempo de corrida 15 minutos

Volumen de inyeccién | 10uL

Se utilizd un cromatodgrafo de liquidos de alta eficiencia HP Series 1050 con
detector de arreglo de diodos (DAD), bomba cuaternaria acoplado a un

degasificador Alltech.
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Solucion amortiguadora de fosfatos pH = 2.4
Se pesan 0.23 g de NaH,PO, eH,0, se disuelven en 100 mL de agua y se
ajusta el pH a 2.4 con acido fosférico al 10%. Se afora a 200.0 mL

Preparacion de la muestra

Se pesan 10 mg de estandar de glimepirida y se colocan en un matraz
volumétrico de 100.0 mL para una concentracién de 0.1 mg/mL. Se afora con
Acetonitrilo: Agua (90:10) y se filtra con una membrana de 0.45 ym PVDF
(Millex). Cork, Irlanda).

4.1.2 Diseno experimental para las condiciones cromatograficas

Se empled el disefio de experimentos para obtener las mejores condiciones
para el analisis cromatografico. Los disefios y los analisis de los experimentos
se realizaron con el software estadistico Statgraphics Centurion XVI.

Se utilizd un disefio 2%. Los factores estudiados fueron el porcentaje de
Acetonitrilo y el pH de la fase moévil; se realizd6 por duplicado y en orden

aleatorio. Los niveles y factores se muestran en la tabla 6.

Tabla 6. Niveles para el disefio factorial para las condiciones cromatograficas

Nivel pH % Acetonitrilo
-1 4 50
+1 6 70

Los factores se consideran significativos con un nivel de confianza del 95%
(p<0.05).

Solucién de fosfatos pH = 4
Se pesan 0.23 g de NaH,PO, *¢H,0 y 0.1 g de Na,HPO,; se disuelven en 100
mL de agua y se ajusta el pH a 4 con acido fosférico al 10%. Se afora a 200.0

mL.

Soluciéon amortiguadora de fosfatos pH = 6
Se pesan 2.85 g de NaH,PO, *H,0 y 0.52 g de Na,HPO,; se disuelven en 100
mL y se ajusta el pH a 6 con NaOH 1 M. Se afora a 250.0 mL.
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Las condiciones empleadas en los anadlisis cromatograficos fueron las
siguientes:

Tabla 7. Condiciones cromatograficas del analisis.

Longitud de onda 228 nm

Columna C18 150 x 4.6 mm 5 ym Waters Simmetry
Flujo 1.0 mL/min

Tiempo de corrida 7 minutos

Volumen de inyeccién | 30 uL

4.1.3 Diseno experimental para la extraccién en fase sélida

Se empled el disefio de experimentos para obtener las mejores condiciones
para tener el mayor recobro y purificacion de glimepirida en la extracciéon por
fase sdlida. Los disenos y los analisis de los experimentos se realizaron con el
software estadistico Statgraphics Centurion XVI.

En este caso se utilizd un disefio factorial 2°2 para probar 6 factores que
pudieran tener efecto sobre la extraccion.

Se emplearon columnas para extraccion en fase solida Strata C18E
(Phenomenex, EU).

Los niveles y factores se muestran en la Tabla 8.

Tabla 8. Niveles y factores para las condiciones de la SPE.

Volumen % ACN Vacio Volumen % ACN
Nivel | Tratamiento* lavado en el (kPa) Elucion en la
(pL) lavado (pL) elucion
- No 600 0 30 600 60
+ Si 900 30 50 1000 90

* El tratamiento es agregar 1.0mL de solucién amortiguadora de fosfatos pH = 7.8 a
1.0mL de muestra.

Los factores se consideran significativos con un nivel de confianza del 95%
(p<0.05). Para el efecto real de los factores se corrigieron las areas con
respecto al Tratamiento y al volumen de elucion (540 pL para 600 pyL y 940
para 1000 pL). Se consideraron que las condiciones eran las adecuadas
cuando el recobro de glimepirida fuera del 97-103%.

El procedimiento de la extraccidon en fase sélida fue el siguiente:
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- Se activa la columna con 1 mL de metanol y se equilibra con 1mL de solucién
amortiguadora de fosfatos pH= 2.4.
- Se hace pasar 1.0 mL de la muestra, se lava, se eluye y se colecta en un

tubo limpio.

4.2 Validacion del método analitico

Los métodos analiticos se validaron de acuerdo a los criterios que se
establecen a continuacion.

Se emplearon tabletas del mercado local que se adquirieron en una farmacia
del Distrito Federal, que contienen glimepirida/metformina 4mg/1000mg de
liberacién inmediata. Producto A Lote: 13A123 (Cad: Dic 14) y Producto B
Lote: 13E151V1 (Cad: May 16).

4.2.1 Validacion del sistema

Parametros a evaluar y sus criterios de aceptacién

Linealidad. Se prepara una curva, por duplicado, de concentraciones de 1
Mg/mL a 10 pug/mL. El coeficiente de correlacién debe ser mayor o igual que
0.99.

Error relativo debido a la regresion no mayor que el 2%.

Y se calcula con las ecuaciones 6y 7:

2_ [ * — *
S _\/Zy (pendientexy, xy)—(ordenada Zy)(EC. 6)

y/x= n-2

ERDR = SYT/* 100(Ec. 7)

Precisidn. Con los datos de linealidad del sistema calcular el coeficiente de
variacion del factor de respuesta. Coeficiente de variacion del factor de
respuesta menor o igual al 2%.

Estabilidad de la muestra. Las muestras se dejaron en el automuestreador por

3 dias a temperatura ambiente. Se analizaron al dia 2 y al dia 3. La diferencia
absoluta del promedio del porcentaje cuantificado en el andlisis inicial y final

debe ser menor o igual a 3%.
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Selectividad. No debe haber interferencias en la sefal del analito. La prueba
de selectividad se realizd con el Detector de Arreglo de Diodos, buscando
interferencias en el espectro de la glimepirida. También se elabord el espectro
en 3D para mostrar que no hay interferencias en el tiempo de retencion. Para
considerar que no hay interferencias, el resultado del factor de pureza debe
estar dentro del limite calculado.

Influencia del filtro Se hizo la disolucidon de una muestra y se filtré con un filtro
de Nylon de 0.44 um.

Preparacion de la curva de calibracién

La solucién stock se prepara de la misma manera que se describe en el punto
4.1.1. De ésta, se toman 2.0 mL y se aforan a 20.0 mL con ACN: Agua (90:10
v/V).

La curva se prepara de la siguiente manera (Tabla 9):

Tabla 9. Curva de calibracion para el farmaco

Volumen de la solucién Aforar con ACN:Agua )
Concentracion final
10pg/mL (90:10 v/v) a
(Hg/mL)
(mL) (mL)
1.0 10.0 1.0
3.0 10.0 3.0
5.0 10.0 5.0
7.0 10.0 7.0

4.2.2 Validacion del método

Parametros a evaluar y sus criterios de aceptacién

Linealidad. Se prepara una curva, por duplicado, de concentraciones de 1
Mg/mL a 10 ug/mL a partir de 10 unidades que representen el peso promedio.
Coeficiente de correlacion mayor o igual que 0.99.

Error relativo debido a la regresién no mayor que el 3%. Se calcula de igual

manera que para el sistema.
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Exactitud. Con los datos de concentracion cuantificada, obtenidos en la
linealidad del método, calcular el porcentaje cuantificado. El promedio del
porcentaje cuantificado debe encontrase entre 97% y 103%.

Repetibilidad. Con los datos de exactitud del método, calcular el coeficiente de
variacién del porcentaje cuantificado. El coeficiente de variacion del porcentaje
cuantificado debe ser menor o igual al 3%.

Reproducibilidad. Se evalud en diferentes dias una muestra homogénea de la

disolucidn del producto, por triplicado y se calcula el porcentaje cuantificado.
El coeficiente de variacién global, del porcentaje cuantificado, debe ser menor
o igual al 3%.

Selectividad. Se debe demostrar la selectividad del método para el farmaco
ante otros componentes de la muestra, cualquier interferencia no debe
producir un error mayor al aceptado en precision y exactitud. Se realizé de la
misma manera que para el sistema. Para considerar que no hay interferencias,

el resultado del factor de pureza debe estar dentro del limite calculado.

La curva de calibracién para el medio farmacopeico con el producto se prepara
de la siguiente manera:

Se pulverizan 10 tabletas y a partir del peso promedio, se pesé la cantidad
adecuada de polvo de las tabletas para tener una concentracion de 10 pug/mL
en un volumen de 100.0 mL. Se disuelve en 70 mL de solucién amortiguadora
pH = 7.8 y se sonica por 5 minutos con agitacién manual cada minuto.

Se deja enfriar a temperatura ambiente y se afora a 100.0mL con la misma
soluciéon amortiguadora.

Se calienta a 38+1°C y la curva se prepara de acuerdo a la tabla 10.

Medio de disoluciéon farmacopeico: Solucién amortiguadora de fosfatos
pH = 7.8
Se pesan 4.52 g de Na,HPO,y 0.31 g de KH,PO,4. Se disuelven en 300 mL de

agua y se ajusta el pH a 7.8 con acido fosforico al 10%. Se afora a 500.0 mL.
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Tabla 10. Curva de calibracién para el medicamento en solucidon amortiguadora de
fosfatos pH = 7.8

) Aforar con solucion
Volumen de la solucion i
amortiguadora de Concentracion final
10 pg/mL
(mL) fosfatos pH = 7.8 (Mg/mL)
m
(mL)

1.0 10.0 1.0
3.0 10.0 3.0
5.0 10.0 5.0
7.0 10.0 7.0

A 1.0 mL de cada punto de la curva se le realizé una extraccion por fase sélida
con el procedimiento ya descrito.

La curva de calibracién para el medio biorrelevante con el producto se prepara
de la siguiente manera:

Se pesa la cantidad adecuada de polvo de las tabletas para tener una
concentracion de 10 ug/mL en un volumen de 100.0 mL. Se disuelve en 70 mL
de medio de disolucidon FaSSIF V2 y se sonica por 5 minutos con agitacion
manual cada minuto. Se deja enfriar a temperatura ambiente y se afora a
100.0 mL con el mismo FaSSIF V2. Se calienta a 38 £ 1°C y la curva se
prepara de acuerdo a la siguiente tabla, con el medio FaSSIF V2 para llevar al
volumen también a 38 + 1°C. La curva se prepardé de acuerdo a la siguiente
tabla:

Tabla 11. Curva de calibracidon para el medicamento en medio FaSSIF V2

Volumen de la solucién Aforar con medio )
Concentracion final
10 pg/mL FaSSIF
(Hg/mL)
(mL) (mL)
1.0 10.0 1.0
3.0 10.0 3.0
5.0 10.0 5.0
7.0 10.0 7.0

A 1.0 mL de cada punto de la curva se agregé 1.0 mL de soluciéon amortiguadora de
fosfatos pH = 7.8 antes de hacer la extraccion por fase sdlida.
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Solucion amortiguadora de maleatos pH = 6.5
Se disuelven 1.39 g de NaOH, 2.23 g de acido maleico y 4.01 g de NaCl en
900mL de agua y se ajusta el pH a 6.5 con NaOH 1M. Se afora a 1000.0 mL

con agua.

El medio biorrelevante FaSSIF V-2 se obtuvo de Biorrelevant.com (Surrey,

Inglaterra).

Medio de disolucion biorrelevante FaSSIF V2 pH= 6.5
Se disuelven 1.79 g de polvo FaSSIF en 500 mL de solucidn amortiguadora de
maleatos pH = 6.5. Se afora a 1000.0 mL con solucién amortiguadora de

maleatos.

4.3 Estudios de disolucién

Los estudios de disolucion se realizaron en el Aparato 2 (LabIndia DS 8000,
India) de acuerdo al procedimiento (modificado) descrito en el Revision
Bulletin del 2010 para tabletas de glimepirida.

Se realizaron los perfiles con 12 tabletas de cada producto para cada uno de
los dos medios de disolucion.

Para la elaboracion de los perfiles de disolucion se muestreé cada 10 minutos
hasta llegar a la meseta de disolucion.

Cada muestra fue procesada inmediatamente de su toma con la extraccion en
fase solida.

Los perfiles de disolucidn se realizaron en 500 mL de medio de disoluciéon y a
50 rpm, ya que son las condiciones recomendadas para los estudios de
disolucion en medio biorrelevante [44]. Se realizaron en el medio
farmacopeico en el mismo volumen y a la misma velocidad de agitacién para

fines comparativos.
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4.3.1 Estudios de disolucién en medio farmacopeico

Los estudios de disolucion en medio farmacopeico se realizan en 500mL de
solucién amortiguadora de fosfatos pH = 7.8 a 50 rpm a 37°C para ambos
medicamentos.

Cada muestra fue procesada inmediatamente de su toma con la extraccion en

fase solida.

4.3.2 Estudios de disolucion en medio biorrelevante

Los estudios de disolucion en medio biorrelevante se realizaron en 500 mL del
medio de disolucion FaSSIF V2 a 50 rpm a 37°C para ambos medicamentos.
Cada muestra fue procesada inmediatamente de su toma con la extraccién en

fase solida.

4.4 Analisis de los perfiles de disolucion

4.4.1 Modelaje matematico de los perfiles

Para encontrar el modelo que mejor ajusta los datos de disolucién para cada
perfil, se utilizé el macro de Excel DDSolver [9].

Los modelos matematicos a elegir son los siguientes: Weibull, Korsmeyer-
Peppas, Korsmeyer-Peppas con tiempo de retraso, orden cero, primer orden,
Higuchi. Sélo se consideraron los modelos de los que su r*> ajustada fuera
mayor de 0.98.

El modelo matematico seleccionado para describir el perfil se eligié con base
en el que tuviera el mayor valor de r? ajustada, y los menores valores de

criterio de Akaike (AIC) y suma de cuadrados de residuos (SSR).

4.4.2 Comparacion de perfiles

De igual manera que para el modelaje, la comparacién de perfiles se realizd
con el macro de Excel DDSolver [9].

Los perfiles se comparan con el método de la Regién de Confianza Multivariada
con los criterios recomendados por FDA [12].

Se considera el perfil del producto en medio farmacopeico como la Referencia

y el del medio biorrelevante como la Prueba.
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Para la comparacion de perfiles de los dos productos en el mismo medio de
disolucidn, se consideré como la referencia al producto A.

El perfil del producto de prueba se declara que es similar al de referencia si el
limite superior del 90% del IC es inferior o igual al limite de similitud. Se

utilizé un valor de 15% en la diferencia maxima intra-lote para los calculos.

4.5 Correlacion in vitro in vivo

4.5.1 Obtencidn de niveles de concentracidn plasmatica

Los niveles de farmaco en sangre se calcularon con los parametros
farmacocinéticos reportados en la literatura para la ingesta de una tableta de

glimepirida de 4 mg [45]:

Vd: 8.8L

ke: 0.124 h
Cmax: 364 ug/L
tmax: 2.1h
F: 1

A partir de estos datos y con la ecuacidon de niveles en sangre del modelo
abierto de un compartimento para administracion oral (Ecuacion 8), se
realizan simulaciones para obtener el valor de la constante de la velocidad de
absorcién (ka) que proporcione el valor de Cmax ya descrito. La superficie
explorada estuvo entre 0.05y 2.0 h™.

kqaFD

Cp = m (e_ke'tmax — e_ka'tmax)(Ec_ 8)

Con este dato y con esa misma ecuacidon se calculd la concentraciéon del

farmaco en sangre para los tiempos 0, 0.17, 0.33, 0.50, 0.67 y 0.83 horas.

4.5.2 IVIVC para los perfiles de los productos A y B en medio de disolucién
farmacopeico

Para establecer una posible correlacién in vitro de nivel A con los datos de
disolucién in vitro y los datos de niveles plasmaticos simulados, se utilizd el

programa IVIVC de la plataforma de software libre R [25].
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Los datos que se introducen en el programa son los datos de concentracién
observada en plasma del farmaco contra el porcentaje disuelto del farmaco
que corresponden al mismo tiempo.

Sélo se toman los datos hasta el 100% de la disolucién in vitro.

Se considera una correlacién exitosa cuando el valor de r’sea lo méas cercano a
1, la ordena al origen a cero y la pendiente a 1. Se considera significativa si el
valor de r? es mayor al valor critico reportado en las tablas de Correlacién de
Pearson de acuerdo al nimero de grados de libertad. También se toma en

cuenta el porcentaje de error calculado para el ABC (0-c0) y de Cmax [25].

4.5.3 IVIVC para los perfiles de los productos A y B en medio de disolucion
biorrelevante FaSSIF V2
Se siguen las mismas especificaciones que para los perfiles en el medio de

disolucién farmacopeico.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 Desarrollo del método analitico

5.1.1 Anélisis Cromatografico de acuerdo a USP

El andlisis cromatografico se realizd con las condiciones establecidas por USP
para tabletas de glimepirida con las cuales se obtenian cromatogramas como
los de la figura 9.

Zl) mav ] | b)

12.503

|| Glimepirida 150

12.264

e — ] = e

|| Glimepirida

FiguFa 9. (fromafogran';as obzizenidon bajouléms cdndicioznes eétableéidas |:;or USWF" paral
tabletas de glimepirida. a) Estandar de glimepirida, b) Tableta que contiene
glimepirida y metformina.

Con las condiciones cromatograficas farmacopeicas, el tiempo de retencion de
la glimepirida fue de 12 minutos.

Con este método, el tiempo de analisis se extendia hasta los 15 minutos, lo
que implica un alto gasto de acetonitrilo y por lo tanto una gran generaciéon de
desechos. Ademas este método fue disefiado para tabletas de glimepirida sin
otro farmaco. Como se puede ver en la figura 9 b) cuando la tableta contiene
metformina, la cantidad de ésta sobrecarga la columna pudiendo ser
ineficiente la separacion y disminuyendo la vida util de la columna a medida
gue se incrementa el nUmero de muestras, como es el caso de los perfiles de
disolucidon. Ademas que el método de analisis de USP maneja en la fase movil
un pH = 2.4, el cual estd muy cerca del limite inferior en el cual puede
trabajar la columna recomendada. Lo anterior dio la pauta para proponer el
diseno experimental planteado en la siguiente seccién, orientado a la
busqueda de condiciones cromatograficas para reducir el tiempo de analisis y

para la proteccién de la columna cromatografica.
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5.1.2 Disefio experimental para las condiciones cromatograficas

Con la herramienta del disefio de experimentos se buscaron condiciones
adecuadas para seguir teniendo una buena resolucién, disminuir el tiempo de
analisis y probar un pH mas alto al recomendado por USP. Se probaron pH 4 y
6, por ser una unidad menor y una mayor al pKa reportado en la literatura
para la glimepirida. El acetonitrilo se probd al 50%, que es el recomendado
por USP, y 70% para tener un nivel alto en el diseho. Se muestran los
cromatogramas tipicos de cada condicién a la cual se llevd a cabo la corrida

cromatografica (Figura 10).
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Figura 10. Cromatogramas obtenidos con las condiciones que se propusieron para el
diseno experimental. a) pH = 4 y 50% de ACN en la fase movil, b) pH = 4 y 70% de
ACN en la fase mévil, c) pH = 6 y 50% de ACN en la fase movil, d) pH = 6 y 70% de
ACN en la fase movil.

El analisis del experimento muestra que al momento de aumentar el pH
disminuye el tiempo de retencion de la glimepirida. Y al aumentar el
porcentaje de acetonitrilo de la fase moévil, el tiempo de retencion de la
glimepirida disminuye (Figura 11); el de la metformina no se altera por ningun
cambio en esas condiciones. De acuerdo al diagrama de Pareto, los efectos
fueron significativos a un nivel de confianza del 95% como se muestra en la

Figura 12.
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Gréfica de Efectos Principales para Tr glim
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Figura 11. Efecto del pH y el porcentaje de acetonitrilo de la fase movil sobre el
tiempo de retencion de la glimepirida.

Diagrama de Pareto Estandarizada para Tr glim
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Figura 12. Diagrama de Pareto para el tiempo de retencion de la glimepirida.

La resolucion varia de acuerdo al tiempo de retencion de la glimepirida, ya que

en estas condiciones no hay cambios en el tiempo de retencidon de la

metformina.

Asi que al momento de analizar los resultados en un grafico de respuesta

(figura 13) se observa que a pH = 6 y un 50% de acetonitrilo en la fase movil,

se obtiene una resolucién de 1.9.
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Superficie de Respuesta Estimada

Figura 13. Grafico de respuesta para resolucion.

Con esto se establecieron las condiciones de la fase mdévil para el analisis

cromatografico. Las cudles se enlistan en la Tabla 12.

Tabla 12. Condiciones cromatograficas.

Longitud de onda 228 nm

Fase movil Soluciéon amortiguadora de fosfatos pH = 6 : ACN
(50:50 v/v)

Columna C18 150 x 4.6 mm 5um Waters Simmetry

Flujo 1.0 mL/min

Tiempo de corrida 7 minutos

Volumen de inyeccién | 30uL

Con esta nueva fase movil el tiempo de anélisis se reduce de 15 a 7 minutos y
ademas se trabaja en un pH alejado de los limites de trabajo de una columna
C18. Con el uso de una solucion amortiguadora de fosfatos, que tiene un cut-
off de 190nm se asegura que no interfiera con la cuantificacion de la
glimepirida que su Ansx €s de 228.

A pesar de la buena resolucidn obtenida con la condiciones cromatogréaficas,
las altas cantidades de metformina podrian acarrear problemas en los
componentes e instrumentos del andlisis. Por lo tanto se buscé una estrategia
para eliminar o reducir la mayor cantidad posible de metformina previo al
analisis de la muestra en el cromatdgrafo. Y ya que este estudio esta dirigido a
un medio biorrelevante, también se necesitaba que el método eliminara la
mayoria de esos componentes, ya que es sabido que reducen demasiado la

vida util de las columnas.
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Asi que aprovechando las caracteristicas fisicoquimicas de la glimepirida y los
resultados obtenidos sobre la metformina (que no es retenida por una fase
estacionaria C18), se plantedé el empledé de extraccién en fase sodlida para
eliminar la mayor cantidad de metformina y componentes del medio
biorrelevante de las muestras a analizar.

Para esto se empled una fase sdlida en la columna de extraccion igual a la
columna cromatografica. Por lo tanto, se equilibré la columna con una solucién
amortiguadora de pH= 2.4, ya que en ese pH la glimepirida estd en su forma

no ionizada y asi es retenida por la columna.

5.1.3 Disefio experimental para la extraccion en fase soélida

Las respuestas evaluadas fueron el recobro de glimepirida y la reduccién de la
metformina. Como se puede observar en el diagrama de Pareto para los
factores estudiados en el recobro de glimepirida, s6lo el acetonitrilo en la
solucion de lavado fue significativo. La presencia de Acetonitrilo en el lavado
disminuye el area de la glimepirida ya que este porcentaje de acetonitrilo

eluye glimepirida de la columna en el proceso de lavado (Figura 14).

Diagrama de Pareto Estandarizada para Area glim corr

E:% ACN elucién . -
A:Vol lavado
C:Vacio

B:Vol elucion -
L
0

F:Tratamiento

0.5 1 15 2 25 3
Efecto estandarizado

Figura 14. Diagrama de Pareto estandarizado para el area corregida de la glimepirida.

Tomando en cuenta esto, se mantuvieron los niveles bajos para todos los
factores, excepto el porcentaje de Acetonitrilo en la solucién de elucién.

Aunque no sea un factor significativo para el recobro de glimepirida de
acuerdo al analisis, para asegurar la completa elucién de la glimepirida en la

columna, se trabajo en su nivel alto. Se muestra el grafico de respuesta con
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Area glim corr

las condiciones en las que se obtuvo el mayor recobro de glimepirida. En esas
mismas condiciones, se hizo el analisis para la reduccién de la metformina,

Figura 15.

i i Superficie de Respuesta Estimada
T Se R ashyesta Bstimada b) Vacio=30.0,ACn |avado=0.0.% ACH elucicn=90.0 Tratamiento=1.0

Suj
Vol Iavado:ﬁO0.0,V‘;eio::&0.0,% ACN elucion=90.0, Tratamiento=-1.0

20 25 30

5 10 15

Vol elucién ACN lavado Vol lavado Vol elucion

Figura 15. Graficos de respuesta para los efectos en las mejores condiciones para
obtener: a) el mayor recobro de glimepirida, y b) la mayor reduccion de metformina.

Las mejores condiciones en las cuales el recobro de la glimepirida es el mayor,
se muestran en la tabla 13. Con éstas se obtiene un recobro entre 98-102%
de glimepirida, por lo tanto ya no se hicieron mas predicciones. Se trabajaron
estas condiciones aunque la reduccién de la metformina no sea la mayor, pero
al momento de tratar de eliminar una mayor cantidad de metformina se puede

afectar el recobro de glimepirida.

Tabla 13. Condiciones seleccionadas para el SPE.

. volumen | o " \Nenel |vacio| YOMUMEN | o ACN en la
Tratamiento lavado lavado (kPa) Elucion elucién
(uL) (ML)
No 600 0 30 600 60

El tratamiento, que es agregar un mililitro de solucidon amortiguadora pH = 7.8
a la muestra sélo se hace con las muestras de medio biorrelevante.

El tratamiento se propuso debido a que no se recuperaba el 100% de
glimepirida. A pH = 6.5 que es el del medio biorrelevante, la glimepirida es
poco soluble. Los surfactantes del medio biorrelevante podrian formar micelas,
donde las moléculas insolubles entran para estar en la parte hidréfoba o
simplemente la solubilidad es favorecida por los tensoactivos ayudando al
mojamiento de la molécula. Por lo tanto, al momento de hacer la extraccion en

fase sodlida, y eliminar la mayoria de los componentes del medio biorrelevante,
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la glimepirida puede encontrarse dentro de las micelas y atravesar con ellas la

columna o por accion de los surfactantes, impedir que interaccione con la fase

estacionaria. Haciendo un cambio en el pH, en el cual la glimepirida es soluble,

se considera que sale de la micela o se separa de los surfactantes,

y se

encuentra ionizada, lo que le permite retenerse en la columna de extraccion

(Figura 16) [20].

(Glimepirida )

=
{tiimepirida

Figura 16. Efecto del cambio en el pH sobre la carga en la glimepirida.

Se muestran cromatogramas tipicos que se obtienen con las condiciones
seleccionadas de ambos disefos. Figura 17.

Glimepirida

a) | b

Glimepirida

5670

c)

Glimepirida

5.528

Figura 17. Cromatogramas tipicos para a) el estandar de glimepirida; b)
glimepirida/metformina en medio de disolucion farmacopeico y c)
glimepirida/metformina en medio de disolucion biorrelevante.

tableta
tableta
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5.2 Validacién del método analitico

5.2.1 Validacién del sistema

Los cromatogramas mas relevantes se muestran en el Anexo 1.

Los resultados para los parametros de linealidad y precisidon se encuentran en
la tabla 14 y en la figura 18.

Tabla 14. Linealidad y precision

Concentracion Area FR
(pg/mL) (mAu*s)
1 85.092 85.092
3 251.779 83.926
5 423.055 84.611
7 582.639 83.234
10 829.441 82.944
1 84.183 84.183
248.31 82.770
5 421.026 84.205
7 570.165 81.452
10 826.623 82.662
Media 83.508
DE 1.091
Ccv 1.307
Calibracidn sistema y = 82.42x + 3.6475
R?=0.9997
900
800
700
2 600
=
i
o
& 300
200
100
0
0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (ug/mL)
Minimos Cuadrados |Estindar |Estadistico
Pardametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto  [3.64755 3.14714 [1.159 0.2799
Pendiente |82.42 0.518791 [158.869 0.0000

Figura 18. Curva de calibracidon del sistema y sus coeficientes.
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Error relativo debido a la regresion:

ERDR =

%

Los resultados de la prueba de estabilidad que se realizaron con las muestras

en el automuestreador por 3 dias a temperatura ambiente se muestran en la

tabla 15.

Tabla 15. Estabilidad

absoluta

Dia 1 Dia2 | Dia3
Concentracién Area
(pg/mL) (mAu*s)
1 81.686 80.978 84.818
3 251.552 247.279 251.258
5 415.76 417.789 424,99
7 586.898 587.021 583.726
10 836.71 833.32 834.884
%
Desviacion 0.559 0.666

Los resultados de la prueba de selectividad para el sistema se muestran en la

figura 19. El factor de pureza se encuentra dentro del limite calculado.

N\

Peak Spectra Peak Signals

193.0 nm 401.0 535 ity
The purity fFactor iz within the calculated threshold limit.

Figura 19. Selectividad para la glimepirida. Resultado del factor de pureza y el

espectro en 3D para los cromatogramas del farmaco.
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Tabla 16. Resumen de validacion del sistema

Parametro Crlterlo_clle Resultado Cumple con la
aceptacion prueba
Linealidad r’> 0.99 r> = 0.999 Si
Error relativo S S
debido a la Y2y, <20 XX 1.19% Si
regresion
Precision CVdeFR £ 2% CV de FR = 1.25% Si
A temperatura ,
Estabilidad Desviacion absoluta LS La curva Sels estable
< 3% Dia 2 = 0.56% or tres dias
Dia 3 = 0.67% P
Desviacion absoluta
. de 1 filtrado contra
Influgnma del la solucidn sin DE > 3% No, por I_o tanto no
filtro . se utiliza filtro
filtrar
< 3%
Se muestra la
Selectividad NO debe ha_ber pureza con el Si
interferencias .
analisis del DAD

En la prueba de influencia del filtro, la glimepirida presenta adsorcién en el
filtro, por lo tanto no se realiza este paso antes de tratar la muestra. Con la
extraccion en fase sédlida, la muestra pierde turbidez y puede analizarse sin
problemas en el cromatdgrafo. Se hizo la prueba para el medio biorrelevante y

presentd mas adsorcidn en ese caso. Por lo tanto el uso de filtro se descarto.

5.2.2 Validacion para método

Los cromatogramas mas representativos de la validacién del método en medio
de disolucidon farmacopeico y biorrelevante se muestran en el Anexo 2. Se
muestran los cromatogramas crudos, en las tablas siguientes se reporta el

valor del area corregida con respecto a las diluciones.
- Validacidén para las tabletas en medio de disolucién farmacopeico

Los resultados para los parametros de linealidad y precisidon se encuentran en

la tabla 17 y en la figura 20.
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Tabla 17. Linealidad y exactitud

Concentracién| Area |Conmcentracion .
(ng/mL) (mAu*s) calculada % Cuantificado
(pg/mL)
1 83.899 0.981 98.118
3 255.269 3.056 101.871
5 412.721 4.963 99.251
7 591.545 7.128 101.825
10 851.480 10.275 102.751
1 87.887 1.029 102.947
3 253.035 3.029 100.969
5 431.110 5.185 103.704
7 626.464 7.551 107.865
10 845.952 10.208 102.081
Media 102.138
DE 2.631
cv 2.58

Calibracién método en medio farmacopeico

y =85.364x + 0.0417

R?=0.9984
900
800
700
F 600
]
< 500
E
—~ 400
g
& 300
200
100
0
0 2 4 6 8 10 12
Concentracién (ug/mL)
Minimos Cuadrados |Estandar |Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto [0.0419508 7.43108 ]0.00564532 [0.9956
Pendiente |85.3643 1.22498 169.6865 0.0000

Figura 20. Curva de calibracidén para la glimepirida a partir de tabletas en medio
farmacopeico y sus coeficientes.
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Error relativo debido a la regresion:

ERDR = %

En la tabla 18 se muestran los resultados para repetibilidad y reproducibilidad
para el método en medio de disolucién farmacopeico del porcentaje

cuantificado en dos dias distintos.

Tabla 18. Repetibilidad y reproducibilidad

g A Concentracién
Dia COIZCGI}::‘:-C)IOH (mA;e: ) calculada | % Cuantificado
HI 7)1 (pg/mL)

1 10 852.317 10.285 102.852
1 10 855.207 10.320 103.202
1 10 854.757 10.315 103.147
2 10 863.344 10.419 104.187
2 10 868.004 10.475 104.751
2 10 868.323 10.479 104.790
Media 103.822
DE 0.862
Ccv 0.830

Los resultados de la prueba de selectividad para el método en el medio de
disolucidon farmacopeico se muestran en la figura 21. El factor de pureza se

encuentra dentro del limite calculado.

\ -

Peak Spectra

Peak Signals

153.0 nm 401.0 473
The purity Factor ig within the calculated threghold limit.

Figura 21. Selectividad para la glimepirida. Resultado del factor de pureza y el
espectro en 3D para los cromatogramas del farmaco.
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Tabla 19. Resumen de validacion del método en medio farmacopeico

Criterio de

Cumple con la

Parametro iy Resultado
aceptacion prueba
Linealidad r’> 0.99 r’ = 0.998 Si
Error relativo S S
debido a la YWy < 30 Yoy 75% Si
regresion
El promedio de lo
Exactitud cuantificado debe Media = 102.14% si
estar entre 97 y
103%
Precisién CV del porcentaje
(Repetibilidad) cuantificado CV = 2.58% Si
P < 3%
CV del porcentaje
Precision cuantificado entre 2 _ o .
(Reproducibilidad) |  dias distintos €V =0.83% St
< 3%
El espectro en 3D por
Selectividad No debe haber Detector de Arreglo de Si

interferencias

Diodos no muestra

interferencias

- Validacion para el método en medio de disolucion biorrelevante FaSSIF V2

Los resultados para los parametros de linealidad y precisidon se encuentran en

la tabla 20 y en la figura 22.
Tabla 20. Linealidad y exactitud

Concentracién| Area |Conmcentracion -
(ng/mL) (mAu*s) calculada % Cuantificado
(pg/mL)
1 88.408 1.036 103.631
3 243.657 2.916 97.184
5 394.071 4.737 94.735
7 550.652 6.633 94.752
10 825.673 9.963 99.626
1 84.526 0.989 98.878
250.084 3.002 100.069
5 407.102 4.895 97.890
7 576.016 6.940 99.139
10 830.697 10.023 100.234
Media 98.614
DE 2.663
cv 2.70
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Calibracion método biorrelevante y

=82.027x - 1.4495

Figura 22. Curva de calibracidon para la glimepirida a partir de tabletas en medio

R?=0.9985
900
800
700
¥ 600
E]
< 500
E
© 00
< 00
200
100
0
0 2 4 6 8 10 12
Concentracion (ug/mL)
Minimos Cuadrados Estandar |Estadistico
Parametro |Estimado Error T Valor-P
Intercepto  [-1.44943 6.90041 -0.210051 0.8389
Pendiente 82.0265 1.1375 72.1114 0.0000

FaSSIF V2 y sus coeficientes.

Error relativo debido a la regresion:

ERDR = 2.65%

En la tabla 21 se muestran los resultados para repetibilidad y reproducibilidad

para el

cuantificado en dos dias distintos.

método en medio de disolucion biorrelevante del

Tabla 21. Repetibilidad y reproducibilidad

iy A Concentracién
Dia Cor(lcel;il::‘a;-c.;lon (mAI:E:s) calculada | % Cuantificado
"9 (ug/mL)
1 10 830.697 10.023 100.230
1 10 845.889 10.207 102.780
1 10 825.673 9.963 99.630
2 10 799.965 9.651 96.510
2 10 812.415 9.802 98.020
2 10 792.078 9.556 95.560
Media 98.788
DE 2.643
Ccv 2.675

porcentaje
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Los resultados para la prueba de selectividad para el método en medio de

disolucidn biorrelevante se muestran en la figura 23. El factor de pureza se

encuentra dentro del limite calculado.

\

Peak Spectra

Peak Signals

et |

133.0

nm

The purity factor iz within the calculated threshold limit.

401.0 4.33

Figura 23. Selectividad para la glimepirida. Resultado del factor de pureza y el
espectro en 3D para los cromatogramas del farmaco.

Tabla 22. Resumen de validacion del método en medio FaSSIF V2

Parametro Crlterlo_c,le Resultado Cumple con la
aceptacion prueba
Linealidad r’> 0.99 r’ = 0.9985 Si
Error relativo
debido a la % < 3% %=2.65% Si
regresion
El promedio de lo
Exactitud cuantificado debe Media = 98.61% Si
estar entre 97 y
103%
Precisién CV del porcentaje
(Repetibilidad) cuantificado CV = 2.66% Si
P < 3%
CV del porcentaje
Precision cuantificado entre 2 _ o ,
(Reproducibilidad) | dias distintos CV = 2.675% S|
< 3%
El espectro en 3D por
Selectividad No debe haber Detector de Arreglo de Si

interferencias

Diodos no muestra
interferencias

Como se observa en las tablas de los resimenes, el método se valido tanto

para sistema como para método en ambos medios de disolucion. El método

demostré ser lineal, preciso, exacto y selectivo.
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5.3 Estudios de disolucion

Una vez validado el método analitico, se realizaron los perfiles de disolucion de

los productos A y B, tanto en medio de disolucién farmacopeico como en

medio de disolucion biorrelevante.

En el Anexo 3 se encuentran los cromatogramas para el perfil de disolucién de

una tableta de cada producto para cada medio de disolucion.

5.3.1 Estudios de disolucion en medio farmacopeico
Los perfiles se muestran en la Figura 24.

Perfiles de disolucién en medio farmacopeico
1201
-e- Producto A
- Producto B
100

80

60

% Disuelto

404

204

0 T T T T T
0 10 20 30 40 50

Tiempo (min)

Figura 24. Perfiles de disolucién del producto A y B en el medio de disolucién
farmacopeico (n = 12 para cada producto).

5.3.2 Estudios de disolucion en medio biorrelevante FaSSIF V2
Los perfiles se muestran en la Figura 25.

Perfiles de disolucién en medio biorrelevante FaSSIF V2

1209
-o- Producto A

-~ Producto B
1004

% Disuelto
g

204

T T T T T
0 10 20 30 40 50
Tiempo (min)

Figura 25. Perfiles de disolucién del producto A y B en el medio de disolucién
biorrelevante (n = 12 para cada producto).
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5.4 Analisis de los perfiles de disolucidn

Con el macro de Excel DDSolver se determind para cada perfil, el modelo

matematico que mejor describe a la curva del perfil de disolucion. El modelo

con la mayor r* ajustada, menor SSR y con el menor valor de criterio de

Akaike fue el seleccionado.

5.4.1 Modelaje matematico de los perfiles

Producto A en medio farmacopeico

De acuerdo a la tabla 23 el modelo que mejor ajusta para este perfil de

disolucidn es el Korsmeyer-Peppas con tiempo de retardo (Ec. 3) (Figura 26).

Tabla 23. Parametros comparativos para elegir modelo para el perfil del producto A en

medio farmacopeico.

Weibull Korsmeyer-Peppas Lag
Media DE Media DE
r? ajustada 0.98 0.02 0.99 0.01
SSR 117.27 118.29 37.88 26.99
AIC 30.06 5.93 24.94 7.54
Media
120 ]
® Observado
100 1 ——predicho
< 80 ]
<
S L
2 60 ]
© .
=
Ne)
3 ]
S 40 -
LL -
20 1
0e : : : : :
0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 26. Grafica de tiempo vs fraccién disuelta para el modelo matematico del
producto A en el medio farmacopeico. Se muestran los valores observados y los

predichos
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Los valores de los parametros ka, T|ag Y N se muestran en la tabla 24.

Tabla 24. Pardametros del modelo matematico del producto A en el medio farmacopeico

Parametro Media DE % CV

kKP 49.221 14.419 29.294
n 0.223 0.080 35.894
Tlag 8.827 2.477 28.056

Producto B en medio farmacopeico

Como se observa en la tabla 25, dos modelos describen bien la curva del perfil

de disolucién. Se eligi6 el modelo Korsmeyer-Peppas con tiempo de retardo

(Figura 27; Ec 3), debido a que no hay una diferencia significativa entre los

valores de este modelo y los obtenidos para Weibull. Ademas que Weibull

describe bien la curva pero no nos indica nada sobre como se da el proceso de

disolucion del farmaco. Ademas que la variacidon en los parametros calculados

para el modelo de Weibull (a y B) es mayor.

Tabla 25. Parametros comparativos para elegir modelo para el perfil del producto B en

medio farmacopeico.

Weibull Korsmeyer-Peppas Lag
Media DE Media DE
r’ ajustada 1.00 0.00 0.99 0.00
SSR 33.86 25.21 29.20 13.49
AIC 23.84 4.01 2541 3.73

Los valores de los parametros ka, T|ag Y N se muestran en la tabla 26.

Tabla 26. Parametros del modelo para el modelo matematico del producto B en el

medio farmacopeico

Parametro Media DE % CV

kKP 48.010 7.779 16.202
n 0.216 0.044 20.279
Tlag 9.545 0.531 5.560
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Figura 27. Grafica de tiempo vs fraccién disuelta para el modelo matematico del
producto B en el medio farmacopeico. Se muestran los valores observados y los

Producto A en medio biorrelevante FaSSIF V2

40 50

De igual manera que para el producto B en medio farmacopeico, se eligid el

modelo Korsmeyer-Peppas con tiempo de retardo (Ec. 3) (Figura 28) sobre

Weibull (Tabla 27).

Tabla 27. Parametros comparativos para elegir modelo para el perfil del producto A en

medio biorrelevante.

Weibull Korsmeyer-Peppas Lag
Media DE Media DE
R? ajustada 0.99 0.01 0.98 0.02
SSR 75.09 54.98 81.02 78.81
AIC 28.37 4.83 29.26 7.44

Los valores los parametros Kgp, T|ag Y N se muestran en la tabla 28.

Tabla 28. Parametros del modelo para el modelo matematico del producto A en el

medio farmacopeico

Parametro Media DE % CV

kKP 32.399 9.920 30.617
n 0.300 0.085 28.505
Tlag 8.134 2.338 28.746
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Figura 28. Grafica de tiempo vs fraccion disuelta para el modelo matematico del

producto A en el medio biorrelevante. Se muestran los valores observados y los
predichos

Producto B en medio biorrelevante FaSSIF V2

El modelo que mejor ajusta para este perfil de disolucién es el Korsmeyer-
Peppas con tiempo de retardo (Ec. 3; Tabla 29; Figura 29).

Tabla 29. Parametros comparativos para elegir modelo para el perfil del producto A en
medio biorrelevante.

Weibull Korsmeyer-Peppas Lag
Media DE Media DE
r? ajustada 0.98 0.02 0.99 0.00
SSR 88.63 80.73 23.63 17.29
AIC 26.90 9.10 22.68 6.28

Los valores de los parametros ka, T|ag Y N se muestran en la tabla 30.

Tabla 30. Parametros del modelo para el modelo matematico del producto B en el

medio biorrelevante

Parametro Media DE % CV

kKP 35.942 9.436 26.253
n 0.264 0.078 29.553
Tlag 9.435 0.570 6.045
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Figura 29. Grafica de tiempo vs fraccién disuelta para el modelo matematico del
producto B en el medio biorrelevante. Se muestran los valores observados y los
predichos

De acuerdo a los resultados, se puede observar que los cuatro perfiles ajustan
al modelo Korsmeyer-Peppas con tiempo de retardo tienen un coeficiente n
<0.5, lo que indica que tienen un proceso de difusion de Fick.

De acuerdo a lo mostrado por los resultados y con base en lo reportado en la
literatura, las tabletas pudieron haber sido formuladas con una matriz
polimérica, ya que el modelo al que ajustaron los perfiles sirve para conocer

como es la liberacién del farmaco en este tipo de formulaciones [10].

5.4.2 Comparaciéon de perfiles

Como se observa en la tabla 31, los perfiles exceden el 20% de coeficiente de
variacion en el primer punto de muestreo, por lo cual no se puede realizar una
prueba de factor de similitud. Se ha reportado la alta variacién en la
disolucién, debido a la dosis baja en la que se encuentra la glimepirida en la

tableta. También es el caso de la glibenclamida [39].
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Tabla 31. Perfiles de disolucion del producto A y B, en los dos diferentes medios de

disolucién.

Producto A (M Producto A (M Producto B (M Producto B (M

Tiempo Farmacopeico) Biorrelevante) Farmacopeico) Biorrelevante)
% Dis %CV % Dis %CV % Dis %CV % Dis %CV

0 0.00 0.00 0 0 0 0 0 0
10 43.66 21.05 32.56 18.01 37.06 29.72 27.57 28.39
20 79.26 10.94 61.74 9.66 76.64 6.26 63.76 10.37
30 97.07 6.52 82.43 9.18 94.30 3.88 79.86 7.17
40 103.16 3.78 89.78 3.20 100.90 2.09 88.88 9.80
50 106.24 5.26 91.60 4.27 103.22 3.04 89.01 2.91

Se hizo la comparacion entre el perfil del producto A y B en medio

farmacopeico por medio del alcance Regién de Confianza Multivariada. Se

utilizé el producto A como referencia para esta comparacion. De acuerdo a la

comparacion, los perfiles son similares (Figura 30) ya que el valor de MSD es

mayor que el limite del intervalo de confianza superior (MSD = 5.2948, IC
Superior al 90% MSD = 2.4767).

Fraccion disuelta (%)

120 ;

Perfiles de disolucién con DE

100 1
80
60 1
40 1

20 1

—o—A
—a—-B

30 40 50

Tiempo (min)

10 20

60

Figura 30. Comparacion de los perfiles del Producto A vs el Producto B en medio

farmacopeico.
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Posteriormente se analizo si los perfiles de disolucién de cada producto, en los
dos diferentes medios de disolucidon eran similares. Se compard el perfil del
producto A en medio farmacopeico contra el perfil del producto A en medio
biorrelevante para ver si eran similares o no (Figura 31). De acuerdo a la
comparacion, los perfiles no son similares ya que el valor de MSD es menor
que el limite del intervalo de confianza superior (MSD =5.3549, IC Superior al
90% MSD = 6.1658).

Perfiles de disolucién con DE
120 ]

—o—AF
100 - —=—AB

80 1

60 1

Fraccién disuelta (%)

40 1

20

0 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 31.Comparacion de los perfiles del Producto A en medio farmacopeico (AF) vs el
Producto A en medio biorrelevante (AB).

Se comparé el perfil del producto B en medio farmacopeico contra el perfil del
producto B en medio biorrelevante para comprobar similitud (Figura 32). De
acuerdo a la comparacién, los perfiles no son similares ya que el valor de MSD
es menor que el limite del intervalo de confianza superior (MSD = 4.6666, IC
Superior al 90% MSD = 5.5571).
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Figura 32.Comparacion de los perfiles del Producto B en medio farmacopeico (BF) vs el
Producto B en medio biorrelevante (BB).

Se hizo la comparacion de los perfiles en medio de disolucion biorrelevante. Se
muestran los resultados en la Figura 33.

Perfiles de disolucién con DE

120 ]
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Figura 33.Comparacion de los perfiles del Producto A en medio biorrelevante vs el
Producto B en medio biorrelevante.
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De acuerdo a la comparacién de Region de Confianza Multivariada, los perfiles
en medio biorrelevante son similares ya que el valor de MSD es mayor que el
limite del intervalo de confianza superior (MSD = 4.2218, IC Superior al 90%
MSD = 2.9434).

Con estas pruebas se comprueba que los perfiles de disolucion de cada
producto en medio farmacopeico no son similares a los del medio de disolucién
biorrelevante.

En el medio farmacopeico, en 30 minutos ya se llegd a mas del 85% de la
disolucidn del farmaco. En cambio para los perfiles en medio biorrelevante, la
disolucidon del 85% tarda aproximadamente 50 minutos. Como ya se habia
descrito, la glimepirida es ligeramente mas soluble en un pH = 7.8 que en un
pH neutro o acido [33]. El pH = 7.8 es el elegido para las pruebas de
disolucién debido a que la glimepirida se disolvera casi totalmente, lo cual es
adecuado para una prueba de control de calidad [38] pero puede carecer de
una relacién con lo que pasa fisiolégicamente. Por eso los perfiles de
disolucidn en medio biorrelevante, podrian reflejar mejor lo que pasa en la
disolucién in vivo.

Esta comparacion de perfiles de cada producto en los dos medios es
importante, ya que la prueba de disolucion en medio farmacopeico no refleja
lo que pasa in vivo (ya que en el organismo el pH del intestino no es 7.8) y los
perfiles podrian ser similares en estas condiciones, pero al momento de hacer
los estudios de bioequivalencia en humanos, los productos podrian no ser
bioequivalentes. Este no es el caso para los productos estudiados, ya que

resultaron similares para los dos medios de disolucion.

5.5 Correlacién in vitro in vivo

5.5.1 Obtencién de niveles de concentracién plasmatica

Con los datos farmacocinéticos en 4.5.1 se obtuvo una ka de 1.57 h™.

Con esta constante, en la ecuacion 8, se calcularon los niveles plasmaticos,

que se muestran en la tabla 32.
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Tabla 32. Niveles plasmaticos calculados para la ingesta de una tableta de 4mg de

glimepirida

T(min) | Cp(ug/L)
0 0.00
0.17 103.53
0.33 181.11
0.50 238.75
0.67 281.09
0.83 311.69

5.5.2 IVIVC para los perfiles de los productos A y B en medio de disolucién

farmacopeico

Con los datos de la tabla 32, se hicieron los calculos para la correlacion in vitro

in vivo para el producto A en medio de disoluciéon farmacopeico. El programa

arroja los siguientes resultados para los calculos realizados. Se muestran en la

tabla 33 los valores observados y en la tabla 34 los valores predichos.

Tabla 33. Resultados para los valores observados del producto A en medio de
disolucion farmacopeico.

Tiempo Conc Obs ABC obs (0-t) F obs FA Obs FRD ABC obs (0-o0)
(h) (ng/L) (ng/L-h) (%) (%) (ng/L-h)
0 0 0 0 0 0 2378.30
0.17 103.53 8.8 104.62 35.48 43.66
0.33 181.11 31.57 185.02 62.74 79.26
0.50 238.75 67.26 247.09 83.79 97.07
0.67 281.09 111.44 294,91 100.00 103.16

Tabla 34. Resultados para los valores predichos del producto A en medio de disolucion
farmacopeico.

Tiempo Conc Pred | ABC Pred (0-t) FA Pred ABC Pred (0-o°)
(h) (ng/L) (ng/L-h) (%) (ng/L-h)
0 0 0 3360.45
0.17 167.34 14.22 37.20
0.33 310.74 52.47 69.79
0.50 377.59 110.98 86.09
0.67 394.79 176.63 91.67

Como puede observarse en

concentracion plasmatica y el area bajo la curva son mayores a

las tablas 33 y 34, los valores predichos para la

los

observados. La glimepirida, al ser un farmaco BCS II, su absorcion esta en
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funcion de la disolucion, si la disolucién ocurre de manera rapida, la absorcion
serad rapida. Esto no correlaciona con los niveles plasmaticos observados y
puede observarse en los valores del porcentaje de error para Cmax y ABC (0-
o) que son 40.45 y 41.3 respectivamente. Esto puede considerarse un valor
de error alto, aunque no hay un parametro para las IVIVC de las
formulaciones de liberaciéon inmediata, el recomendado para las de liberacién
prolongada es del 15% [46]. La disolucion rapida de la glimepirida en medio
farmacopeico, tiene que ver con el pH del medio de disolucion, al ser casi de 3
unidades mayor que el pKa de la glimepirida, se asegura que casi el 100% de
la dosis esté en su forma ionizada y pueda disolverse facilmente, ademas de
gue a ese pH a 37°C la solubilidad aumenta [33]. En la literatura ya se habia
reportado que con las condiciones del método de disolucién establecido por
USP para tabletas de glimepirida (900 mL, pH = 7.8, 75 rpm) [38] no hay una
correlacién in vitro in vivo. Dado que en el sitio de absorcion, que es el

duodeno, no tiene ese pH.

Con los datos de la tabla 32, se hicieron los calculos para la correlacion in vitro
in vivo para el producto B en medio de disoluciéon farmacopeico. Se muestran

en la tabla 35 los valores observados y en la tabla 36 los valores predichos.

Tabla 35. Resultados para los valores observados del producto B en medio de
disolucién farmacopeico.

Tiempo Conc Obs | ABC obs (0-t) F obs FA Obs FRD ABC obs (0-o0)
(h) (ng/L) (ng/L-h) (%) (%) (ng/L-h)
0 0 0 0 0 0 2378.30
0.17 103.53 8.80 104.62 35.48 37.06
0.33 181.11 31.57 185.02 62.74 76.64
0.50 238.75 67.26 247.09 83.79 94.30
0.67 281.09 111.44 294.91 100.00 100.90
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a)

Fraccion absorbida (%)

Tabla 36. Resultados para los valores predichos del producto B en medio de disolucion
farmacopeico.

Tiempo Conc Pred | ABC Pred (0-t) FA Pred | ABC Pred (0-o0)
(h) (ng/L) (ng/L-h) (%) (ng/L- h)
0 0 0 0 3393.56
0.17 150.87 12.82 33.54
0.33 312.64 49.90 70.14
0.50 379.58 108.74 86.47
0.67 399.11 174.93 92.57

Al ser similares los perfiles de disolucion del Producto A y del producto B en
medio de disolucion farmacopeico, el analisis para los resultados es
equivalente también. Los valores del porcentaje de error para Cmax y ABC (0-
00) son 41.99 y 42.69 respectivamente.

En la figura 34, se muestran los modelos de las correlaciones in vitro in vivo
para ambos productos.

Modelo de correlacion in vitro in vivo b) Modelo de correlacién in vitro in vivo
100 e 100 o
_ o
a0 4 r2=009786 — a0 4 r2=0.9808
y =0.9155 X - 2.767 2 y=0.9248 X - 0.731
[1:]
T
0
5 60 -
7]
£
o
c
:©
[T} 40
AF ] BF
B
[T
20
D —
T T T T T T T
0 20 40 60 a0 100 0 20 40 60 80 100
Fraccion liberada (%) Fraccién liberada (%)

Figura 34. Resultados de la IVIVC: a) Producto A en medio farmacopeico; b) Producto
B en medio farmacopeico
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5.5.3 IVIVC para los perfiles de los productos A y B en medio de disolucién
biorrelevante
Con los datos de la tabla 32, se hicieron los calculos para la correlacion in vitro

in vivo para el producto A en medio de disolucién biorrelevante. Se muestran

en la tabla 37 los valores observados y en la tabla 38 los valores predichos.

Tabla 37. Resultados para los valores observados del producto A en medio de
disoluciéon biorrelevante.

Tiempo Conc Obs | ABC obs (0-t) F obs FA Obs FRD ABC obs (0-o0)
(h) (ne/L) (ng/L-h) (%) (%) (ng/L-h)
0 0 0 0 0 0 2672.48
0.17 103.53 8.80 104.62 31.57 32.56
0.33 181.11 31.57 185.02 55.83 61.74
0.50 238.75 67.26 247.09 74.56 82.43
0.67 281.09 111.44 294.91 88.99 89.78
0.83 311.69 158.87 331.39 100.00 91.60

Tabla 38. Resultados para los valores predichos del producto A en medio de disoluciéon
biorrelevante.

Tiempo Conc Pred | ABC Pred (0-t) FA Pred ABC Pred (0-o0)

(h) (ng/L) (ng/L - h) (%) (ng/L-h)
0 0 0 0 3327.96

0.17 139.64 11.87 31.05

0.33 269.79 44.62 60.57

0.50 358.34 98.02 81.51

0.67 384.31 161.14 88.95

0.83 385.05 222.69 90.79

Debido que a pH= 6.5, que es el pH que se encuentra en el intestino, la

glimepirida es practicamente insoluble, la disolucién dependera de Ila
interaccion de las sales biliares presentes en el medio con la tableta y
posteriormente con el farmaco [20]. Como se observa en las tablas 37 y 38,
los valores predichos para ABC (0-o) y para la concentracion plasmatica, son
mayores a los observados. En este caso, el error en la prediccion de Cmax y
ABC (0-00) es menor, con valores de 23.54 y 24.52 respectivamente. Esto
sugiere que con los datos de la disolucion en medio biorrelevante, la
prediccion es mas adecuada. Esto puede ser debido a que este medio simula

mejor las condiciones in vivo [4, 20].
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Esta correlacion (con base en la simulacion de los niveles plasmaticos en
sangre del farmaco) puede ayudar a predecir el comportamiento in vivo de

cambios en la formulacion.

Con los datos de la tabla 32, se hicieron los calculos para la correlacion in vitro
in vivo para el producto B en medio de disolucién biorrelevante. Se muestran

en la tabla 39 los valores observados y en la tabla 40 los valores predichos.

Tabla 39. Resultados para los valores observados del producto B en medio de
disoluciéon biorrelevante.

Tiempo Conc Obs | ABC obs (0-t) F obs FA Obs FRD ABC obs (0-o0)

(h) (ne/L) (ng/L-h) (%) (%) (ng/L-h)
0 0 0 0 0 0 2672.49

0.17 103.53 8.80 104.62 31.57 27.57

0.33 181.11 31.57 185.02 55.83 63.76

0.50 238.75 67.26 247.09 74.56 79.86

0.67 281.09 111.44 294.91 88.99 88.88

0.83 311.69 158.87 331.39 100.00 89.01

Tabla 40. Resultados para los valores predichos del producto B en medio de disolucion
biorrelevante.

Tiempo Conc Pred | ABC Pred (0-t) FA Pred ABC Pred (0-o0)
(h) (ng/L) (ng/L-h) (%) (ng/L - h)
0 0 0 0 3284.51
0.17 124.17 10.55 27.61
0.33 286.09 43.37 64.12
0.50 353.2 97.71 80.37
0.67 386.77 160.61 89.47
0.83 379.76 221.93 89.6

Al ser similares los perfiles de disolucién del Producto A y el del producto B en
medio de disolucion biorrelevante, el analisis para los resultados es
equivalente también. Los valores del porcentaje de error para Cmax y ABC (0-

o) son 24.09 y 22.9 respectivamente.

En la figura 35, se muestran los modelos de las correlaciones in vitro in vivo

para ambos productos.
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Figura 35. Resultados de la IVIVC: a) Producto A en medio biorrelevante y b) Producto
B en medio biorrelevante.

5.5.4 Comparacion de las correlaciones obtenidas de los perfiles de disolucién

farmacopeico y biorrelevante

En la tabla 41 estd la comparacién de todos los parametros obtenidos para la

evaluacion de las modelos de las correlaciones in vitro in vivo.

Tabla 41. Comparacidn de los parametros obtenidos para cada correlacién.

Producto A Producto B Producto A | Producto B

en medio en medio en medio en medio
farmacopeico | farmacopeico | biorrelevante | biorrelevante
Pendiente 0.9155 0.9248 1.012 1.009
Intercepto -2.767 -0.731 -1.901 -0.203
r’ 0.9786 0.9808 0.9774 0.9679
r 0.9892 0.9903 0.9886 0.9838
n 4 4 5 5
PE Cmax 40.45 41.99 23.54 24.09
PE ABC (0-o0) 41.3 42.69 24.52 22.9

Como se observa en la tabla 41, los perfiles hechos en el medio de disolucidn

biorrelevante presentan un mejor ajuste a una linea recta, su pendiente es de

1 y su ordenada al origen, estadisticamente, no es distinta de cero. Todas las
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correlaciones son significativas para el nimero de observaciones en cada uno
de los experimentos a un nivel de confianza del 95%. Sin embargo, los
porcentajes de error para Cmax y ABC (0-o) se encuentran al doble en el
medio de disolucion farmacopeico con respecto al biorrelevante, lo cual implica
que la correlacién con el medio de disolucién biorrelevante tendrad mas
impacto en la prediccion.

Como se puede observar, existe una tendencia de una correlacién in vitro in
vivo, por lo que es probable que este tipo de modelo, permitiera estimar los
perfiles plasmaticos de los dos productos empleados en este estudio.

Se esperaria que si existe un cambio en el perfil de disolucidn en el medio
biorrelevante, este se refleje en el perfil plasmatico del farmaco.

Ello permitiria seleccionar la mejor formulacién con base en el perfil de

disolucion en medio biorrelevante, antes de llevar a cabo el estudio in vivo.
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6. CONCLUSIONES

Se evalud el perfil de disolucidn de la glimepirida en tabletas conteniendo
glimepirida y metformina empleando el medio farmacopeico y un medio
biorrelevante (FaSSIF V2). Se encontré que en el medio biorrelevante la

disolucidon es mas lenta.

Se desarrolld y validdé un método analitico para la cuantificacion de la
glimepirida en un medio farmacopeico y un medio biorrelevante. El método

demostré ser lineal, exacto, preciso y selectivo.

Tomando como base los parametros farmacocinéticos disponibles en la
literatura, se investigd la posible correlacion in vitro in vivo para la glimepirida,
en ambos medios de disolucion. Se encontré una mejor correlacion al emplear

el medio biorrelevante.
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Anexo 1

En este anexo se muestran los cromatogramas de la linealidad y la estabilidad
(sblo para la concentracidon 10 ug/mL) para la validacion del sistema.
En orden se muestran:
1. Prueba del inyector
Blanco
1 pg/mL
3 pg/mL
5 pg/mL
7 pug/mL
10 yg/mL (dia 1)
10 pg/mL (dia 2)
10 yg/mL (dia 3)

W o N s~ WN
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Data File F:\7AGO#_L#\807LINO1.D

Sample Name: Cero

Acq. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
8/7/2013 12:41:56 PM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
6/21/2013 8:09:22 PM

Injection Date 8/7/2013 12:42:45 PM Seq. Line 1
Sample Name Cero vial 1
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 0 ul
Acqg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 8/7/2013 12:41:56 PM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 6/21/2013 8:09:22 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\7AGO#_L#807LINOT D)
mAU]
80|
60|
40|
20|
04
T T T T T
1 2 3 4 5 mir}
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!
*%% End of Report ***
Instrument 1 8/8/2013 2:38:11 PM
Data File F:\7AGO#_L#\807LINO03.D
Injection Date 8/7/2013 12:58:26 PM Seq. Line 3
Sample Name : ACN 1 vial 2
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 ul

Column Description : Waters Simmetry C18

Page 1 of 1

Sample Name: ACN 1

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\7AGO#_L#807LINO3 D)
mAU ]
80|
60|
40|
20
© -
= 8
- w
04
T T T T T
1 2 3 4 5 mir}

Area Percent Report with Performance

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height wWidth
[min] [mAU*s]
[-=ommomee- Rt Rl bbb Ry
62.93882 5.61281 0.56 0.1581 483
5.351 2.16 81.68616 4.01976 0.53 0.3200 1549

ut

ion

Plates Resol Select
ivity

*** End of Report ***

Instrument 1 8/8/2013 2:40:04 PM

Page 1 of 1

Data File F:\7AGO#_L#\807LIN02.D

sample Name:

Injection Date 8/7/2013 12:50:31 PM Seq. Line 2
Sample Name Blanco vial 1
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 pl
Acq. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 8/7/2013 12:41:56 PM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 6/21/2013 8:09:22 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, Sig=228 4 Ref=550,100 (F\7AGO#_L#807LINO2.D)
mAU ]
80
60
40
20
=
5
o /N
T T T T T
1 2 3 4 5 min
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
fffffff e B B P Py
1.471 - 61.80619 5.23813 0.55 0.1667 431 - -

*%* End of Report **
Page 1

Instrument 1 8/8/2013 2:39:39 PM

Data File F:\7AGO#_L#\807LIN04.D

Blanco

of 1

Sample Name: ACN 3

Injection Date 8/7/2013 1:06:20 PM Seq. Line 4
Sample Name ACN 3 vial 3
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 nl
Acq. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 8/7/2013 12:41:56 PM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 6/21/2013 8:09:22 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 um Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\7AGO#_L#B07LINO4 D)
mAU]
80|
60|
40|
©
20 5
= ©
S
o~
T T T T T
1 2 3 4 5 mi
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!
RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
|-omosesee- A
74.77412 6.13638 0.51 0.1689 421 - -
5.376 2.17 251.55238  12.50253 0.59 0.3067 1702 9.65 -
**% End of Report ** Page 1

Instrument 1 8/8/2013 2:40:37 PM

of 1
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Data File F:\7AGO#_L#\807LIN05.D

Injection Date 8/7/2013 1:14:15 PM Seq. Line : 5
Sample Name : ACN 5 vial : 4
Acq. Operator Ricardo Inj : 1

Sample Name: ACN 5

Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 nl
Acqg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 8/7/2013 12:41:56 PM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 6/21/2013 8:09:22 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure : 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\7AGO#_L#807LINO5 D)
mAU ]
80|
60|
40|
)
@
3
20|
w0
2
S
04
T T T T T
1 2 3 4 5 mir}

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1l A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
——————— e B B P B P g B B
1.475 - 69.29557 5.99169 0.49 0.1581 482 - -
5.361 2.16 415.76013  20.87779 0.60 0.3067 1693 9.82 -
*%% End of Report ***
Instrument 1 8/8/2013 2:40:55 PM
Data File F:\7AGO¥ L#\807LINO7.D
Injection Date 8/7/2013 1:30:06 PM Seq. Line : 7
Sample Name ACN 10 vial 6
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 nl

Acqg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
8/7/2013 12:41:56 PM by Ricardo
C: \HPCHEM\ 1\METHODS \RICARDO .M
6/21/2013 8:09:22 PM

Column Description : Waters Simmetry C18

Page 1 of 1

Sample Name: ACN 10

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\7AGO#_L#B07LINO7 D)
mAU ]
80|
60|
o
2
8
3
40|
20|
©
4
5
o AN
T T T T T
1 2 3 4 5 min}

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100

Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] ution ivity
R Rl Bt B err FEREEE e

64.71384 5.63330 0.46 0.1578 485 - -

5.353  2.16 835.48059 42.00015 0.58 0.3067 1688 9.81 -

*** End of Report ***

Instrument 1 8/8/2013 2:41:37 PM

Page 1 of 1

Data File F:\7AGO#_L#\807LIN06.D

Injection Date 8/7/2013 1:22:10 PM Seq. Line : 6
Sample Name ACN 7 vial : 5
Acq. Operator Ricardo Inj : 1

Sample Name: ACN 7

Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 nl
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 nl
Acq. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 8/7/2013 12:41:56 PM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 6/21/2013 8:09:22 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure : 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\7AGO#_L#807LIN0G D)
mAU ]
80|
60|
40| g
8
6
20|
0
2
5
o0
T T T T T
1 2 3 4 5 mir}

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier : 1.0000
Dilution 1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

Page 1 of 1

Sample Name: ACN 10

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
——————— e B B P B P e By Pt
1.475 - 61.52725 5.58429 0.43 0.1543 506 - -
5.356 2.16 586.89850 29.37443 0.61 0.3033 1727 9.97 -

#%% End of Report ***
Instrument 1 8/8/2013 2:41:14 PM
Data File F:\8AGO#7FY\808LINO7.D
Injection Date 8/8/2013 1:07:19 PM Seq. Line : 7
Sample Name ACN 10 vial 6
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 nl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 8/8/2013 12:18:53 PM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 6/21/2013 8:09:22 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\6AGO#7F Y\80BLINO7 D)
mAU ]
80|
60|
o
2
©°
40|
20
N
8
5
T T T T T
1 2 3 4 5 mi

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A,

S5ig=228,4 Ref=550,100

Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
s B
59.85961 5.10009 0.48 0.1676 427 - -
5.503 2.25 830.22150 41.28392 0.60 0.3067 1784 9.99 -

*** End of Report ***

Instrument 1 8/8/2013 2:52:01 PM

Page 1 of 1
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Data File F:\9AGO#Y~U\809LINO7.D

Injection Date 8/9/2013 12:22:44 PM Seq. Line
Sample Name : ACN 10 vial
Acqg. Operator : Ricardo Inj
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M

Last changed

8/9/2013 11:41:35 AM by Ricardo

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M

Last changed 6/21/2013 8:09:22 PM

<

30 pl

Sample Name: ACN 10

5.429

Column Description : Waters Simmetry C18
Product# : WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# : 02613120613806
Diameter : 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size : 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure : 400 bar Maximum pH 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment. : UAC 004
DAD1 A, Sig=228.4 Ref=550,100 (F\9AGOAY~UB09LINO7 D)
mAU ]
80|
60|
40|
20|
i g
- S
9
o
T T T T
1 2 4

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

01/01/2000 06:23:44 a.m.

RetTime k' Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
R e PR B B
1.461 - 56.00488 5.41096 0.41 0.1371 629 - -
2.972  0.75  19.91985 1.28804 0.37 0.2400 849 4.71 -
5.429  2.20 835.43701 41.69956 0.59 0.3067 1737 5.28 2.93
.

*** End of Report

Instrument 1 8/9/2013 3:07:08 PM

Page 1 of 1
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Anexo 2

En este anexo se muestran los cromatogramas de la linealidad, repetibilidad y

reproducibilidad para

farmacopeico.

En orden se muestran:

Se

1.

W o N s~ WN

e e
N = O

13.

la validacion del

Prueba del inyector

Blanco

1 pg/mL

3 pg/mL

5 pg/mL

7 pug/mL

10 pg/mL

10 pg/mL (dia 1)

10 yg/mL (dia 1)
. 10 pg/mL (dia 1)
. 10 pg/mL (dia 2)
. 10 pg/mL (dia 2)
10 pg/mL (dia 2)

método en medio de disolucion

muestran esos mismos cromatogramas para el medio biorrelevante.

14.Prueba del inyector

15

16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.

. Blanco

1 pg/mL

3 pg/mL

5 pg/mL

7 pg/mL

10 pg/mL

10 pg/mL (dia 1)
10 yg/mL (dia 1)
10 pg/mL (dia 1)
10 yg/mL (dia 2)
10 pg/mL (dia 2)
10 yg/mL (dia 2)
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Data File F:\25SE#V1@\25SEP001.D

Sample Name: Cero

Page 1 of 1

Sample Name: 1 1

Injection Date 9/25/2013 11:39:38 AM Seq. Line : 1
Sample Name Cero vial : 1
Acq. Operator Ricardo Inj : 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 0 pl
Acqg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 9/25/2013 11:38:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 9/25/2013 3:15:44 PM
(modified after loading)
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=226.4 Ref=550,100 (FAZ5SE#V1 D)
mAU ]
80|
60|
40
20|
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 min
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!
**% End of Report **
Instrument 1 9/25/2013 3:28:33 PM
Data File F:\25SE#V1@\25SEP003.D
Injection Date 9/25/2013 11:55:20 AM Seq. Line 3
Sample Name 11 vial : 2
Acq. Operator Ricardo Inj
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS \GLIM6 .M
Last changed 9/25/2013 11:38:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 9/25/2013 3:15:44 PM
(modified after loading)
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\255E#VI@\Z55EP003 D)
mAU ]
80|
60|
40|
20| ~
=
P
ol ) >
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 min}

Area Percent

Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height Symm wWidth Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
e R vl Bl Bt e s FEEEE e
1.434 - 1042.90027  97.46349 0.1467 530 - -
5.417 2.20 155.36888 8.16854 0.63 0.2967 1847 10.56 -

*** End of Report ***

Instrument 1 9/25/2013 3:29:16 PM

Page 1 of 1

Data File F:\25SE#V1@\25SEP002.D

sample Name:

Blanco

of 1

Sample Name: 1 3

Instrument 1 9/25/2013 3:35:50 PM

Injection Date 9/25/2013 11:47:24 AM Seq. Line 2
Sample Name Blanco vial 1
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 9/25/2013 11:38:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 9/25/2013 3:15:44 PM
(modified after loading)
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure : 400 bar Maximum pH 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\255E#VI@\255EP002.D)
mAU ]
80|
60|
40|
20|
2
2
<
ol o~
T T T T T
1 2 3 4 5 mir}
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier : 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!
RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
——————— e B B PP PRl
1.469 - 58.48790 5.77382 0.49 0.1448 570 -
*** End of Report **
Page 1
Instrument 1 9/25/2013 3:28:57 PM
Data File F:\25SE#V1@\25SEP004.D
Injection Date 9/25/2013 12:03:14 PM Seq. Line 4
Sample Name 13 vial 3
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 9/25/2013 11:38:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 9/25/2013 3:15:44 PM
(modified after loading)
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume :  68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\255E#VI@\255EP004 D)
mAU ]
80|
60|
40|
©
=
o
20
ol ) >
T T T T T
1 2 3 4 5 mi
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!
RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
[ozmoooee [-=menommnee I---
1.434 - 1679.30334 157.96954 0.44 0.1467 529 -
5.416 2.19 472.72046 24.65196 0.62 0.2933 1889 10.63
**% End of Report ** Page 1

of 1
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Data File F:\25SE#V1@\25SEP005.D

sample Name:

Injection Date 9/25/2013 12:11:09 PM Seq. Line : 5
Sample Name 15 vial : 4
Acq. Operator Ricardo Inj
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 9/25/2013 11:38:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 9/25/2013 3:15:44 PM
(modified after loading)
Column Description : Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure : 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\255E#VI@\255EP005.D)
mAU] 3
<
80|
60|
©
3
40| 0
20|
ol >
T T T T T
1 2 3 4 5 mir}

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified

Multiplier
Dilution

Signal 1: DAD1 A,
Results obtained

01/01/2000 06:23:44 a.m.

1.0000
1.0000

Sig=228,4 Ref=550,100
with enhanced integrator!

Page 1 of 1

Sample Name: 1

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [maU] [min] ution ivity
——————— R P B L Py P P ey B
1.434 - 2430.97656 231.27151 0.44 0.1440 549 - -
5.413  2.19 764.29840  40.03917 0.62 0.2933 1887 10.69 -

*%% End of Report ***
Instrument 1 9/25/2013 3:36:09 PM
Data File F:\25SE#V1@\25SEP007.D
Injection Date 9/25/2013 12:26:59 PM Seq. Line 7
Sample Name 110 vial : 6
Acq. Operator Ricardo Inj
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS \GLIM6 .M
Last changed 9/25/2013 11:38:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 9/25/2013 3:15:44 PM
(modified after loading)
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\255E#VI@\Z55EP007 D)
mAU ] 3
<
A o
8
<
P
80|
60|
40|
20
o —
T T T T T
1 2 3 4 5 min}

Area

Percent Report with Performance

Calib. Data Modified

Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] ution ivity
|-ooneess-- et Bl Eeee s FEEE e
1.434 - 4586.11377 434.53275 0.44 0.1433 555 - -
5.403  2.19 1578.43762  81.64135 0.61 0.2933 1879 10.68 -

Instrument 1 9/25/2013

*** End of Report ***

3:36:50 PM

Page 1 of 1

Sample Name:

Page 1 of 1

15 Data File F:\25SE#V1@\25SEP006.D
Injection Date 9/25/2013 12:19:03 PM Seq. Line : 6
Sample Name 17 vial : 5
Acq. Operator Ricardo Inj
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 9/25/2013 11:38:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 9/25/2013 3:15:44 PM
(modified after loading)
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, Sig=228 4 Ref=550,100 (F\255E#VI@\255EP006 D)
mAU ] 3
<
80|
<
8
<
60 o
40|
20|
ol J >
T T T T T
1 2 3 4 5 mir}
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
——————— e P Bl e e O P ey Bt
1.433 - 3508.97949 335.52533 0.44 0.1440 549 - -
5.406  2.19 1095.45349  57.04937 0.61 0.2933 1882 10.67 -

#%% End of Report ***
Instrument 1 9/25/2013 3:36:33 PM
10 Data File F:\25SE#V1@\25SEP008.D Sample Name: 1
Injection Date 9/25/2013 12:34:54 PM Seq. Line : 7
Sample Name 110 vial : 6
Acq. Operator Ricardo Inj

Acq. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Desarrollo Analitico
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
9/25/2013 11:38:36 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS \RICARDO.M
9/25/2013 3:15:44 PM

(modified after loading)

Inj Volume : 30 pl

Column Description

Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\255E#VI@\255EP008 D)
mAU ] 8
2
80|
60|
40|
20
0] =~
T T T T T
1 2 3 4 5 mi
Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified

Multiplier
Dilution

Signal 1: DAD1 A,

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

S5ig=228,4 Ref=550,100

Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
[-ozemoeee B I---
1.436 - 4549.47852 435.68439 0.45 0.1413 572 - -
5.412  2.19 1578.36536  81.62405 0.61 0.2933 1886 10.75 -

Instrument 1 9/25/2013

*** End of Report ***

3:37:16 PM

Page 1 of 1

8 8

17

10



Data File F:\25SE#Vie\

Injection Date
Sample Name

Acg. Operator
Acq. Instrument
Acg. Method

Last changed
Analysis Method
Last changed

25SEP009.D

9/25/2013 12:42:49 PM Seq. Line
110 vial
Ricardo Inj

Desarrollo Analitico
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
9/25/2013 11:38:36 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\ 1\METHODS \RICARDO .M
9/25/2013 3:15:44 PM

(modified after loading)

Inj Volume

<

30 pl

Column Description
Product#

Serial#

Diameter

Particle size
Maximum Pressure
Maximum Temperatur:
Comment

Waters Simmetry C18

WAT045905 Batch#: 026131206
02613120613806
4.6 mm Length 150.0 mm
5.0 um Void volume 68.0 %
: 400 bar Maximum pH : 8
e: 40 °C

1

Sample Name: 1

: UAC 004
DADT A, Sig=228.4 Ref=550,100 (FA\2Z55E#V1@\25SEP009.D)
mAU 2

80

60

40

20

Ar

ea Percent Report with Performance

Calib. Data Modifi
Multiplier
Dilution

Signal 1: DAD1 A,
Results obtained

ed 01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000

1.0000

Sig=228,4 Ref=550,100
with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height Symm. Width Plates
[min] [mAU*s] [maU] [min]

******* R et bbbl Rhbbid Rt bbbl Rty
1.439 - 4572.28125 435.71960 0.44 0.1433 558
5.391  2.18 1583.71753  81.78217 0.60 0.2933 1871

Resol Select
ution ivity

10.63 -

Instrument 1 9/25/2013

Data File F:\23SE#PYH\

*** End of Report ***

3:37:32 PM

23SEP003.D

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Acq. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Seq. Line
vial

Ricardo Inj

Desarrollo Analitico Inj Volume

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M

9/24/2013 1:43:50 PM by Ricardo

C:\HPCHEM\1\METHODS \RICARDO.M

9/25/2013 3:15:44 PM

(modified after loading)

9/24/2013 2:00:27 PM
E1l

w

30 pl

Column Description

Waters Simmetry C18

Page 1 of 1

Sample Name:

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100 (F\23SEAPYH\Z3SEP003 D)
mAU ] 8
< @
hd 8
8
6
80|
60|
40|
20|
0o ———— — S
T T T T T
1 2 3 4 5 miry

Ax

ea Percent Report with Performance

Calib. Data Modified

Multiplier
Dilution

Signal 1: DAD1 A,

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Sig=228,4 Ref=550,100

Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height width Plates
[min] [mAU*s]

P el Bl B EE

1.436 - 4697.03955 455.81885 0.45 0.1367 611

5.328 2.14 1598.78638  82.56761 0.60 0.2933 1828

Resol Select
ution ivity
. ‘ - -

10.64 -

Instrument 1 9/25/2013

*** End of Report ***

3:20:38 PM

Page 1 of 1

10

E1

Data File F:\25SE#vVie\

25S8EP010.D

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Acq. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Seq. Line
vial

Inj

Inj Volume

9/25/2013 12:50:44 PM
110

Ricardo

Desarrollo Analitico
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
9/25/2013 11:38:36 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS \RICARDO . M
9/25/2013 3:15:44 PM

(modified after loading)

<

30 pl

Column Description

Waters Simmetry C18

Sample Name: 1

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, Sig=228 4 Ref=550,100 (F\255E#VI@\255EP010.D)
mAU ] 3
3
80|
60|
40|
20
04 ~
T T T T T
1 2 3 4 5 mir}
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified : 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier : 1.0000
Dilution 1.0000

Signal 1: DAD1 A,
Results obtained

Sig=228,4 Ref=550,100
with enhanced integrator!

Page 1 of 1

Sample Name:

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
——————— R D B e e
1.441 - 4582.52393 436.48895 0.44 0.1400 587 - -
5.380 2.17 1582.88342  81.73484 0.61 0.2933 1863 10.68 -
#%% End of Report ***
Instrument 1 9/25/2013 3:38:05 PM
Data File F:\23SE#PYH\23SEP004.D
Injection Date 9/24/2013 2:08:21 PM Seq. Line 3
Sample Name E1 vial 2
Acq. Operator Ricardo Inj 2
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 9/24/2013 1:43:50 PM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 9/25/2013 3:15:44 PM
(modified after loading)
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\23SE#PYH\23SEP004 D)
mAU ] 8
i ©
o
©
80|
60|
40|
20|
N
8
©
04
T T T T T
1 2 3 4 5 mi

Ar

ea Percent Report with Performance

Calib. Data Modified

Multiplier
Dilution

Signal 1: DAD1 A,

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

S5ig=228,4 Ref=550,100

Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width
[min] [mAU*s] [mAU] [min]
|--ommmae |-----
1.435 - 4752.23877 454.73901 0.44 0.1400 582
2.622  0.55 6.95213 1.23048 0.37 0.1067 3347
5.318 2.14 1607.41479  82.36803 0.61 0.2967 1780

Plates Resol Select
ution ivity

Instrument 1 9/25/2013

*** End of Report ***

3:20:59 PM

Page 1 of 1

89

10

E1l



Data File F:\23SE#PYH\23SEP007.D Sample Name: E1

Injection Date : 9/24/2013 2:32:04 PM Seq. Line : 3
Sample Name : E1 vial : 2
Acqg. Operator : Ricardo Inj :
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed : 9/24/2013 1:43:50 PM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed : 9/25/2013 3:15:44 PM
(modified after loading)
Column Description : Waters Simmetry C18
Product# : WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# : 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length : 150.0 mm
Particle size : 5.0 pm Void volume : 68.0 %
Maximum Pressure : 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, Sig=228 4 Ref=550,100 (F:\23SE#PYH\23SEP007.D)
mAU ] 3
< ©
- &
s
80
60
40
20
od B —
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 min
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution : 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [maU] [min] ution ivity
——————— R D B L B P e B B
1.438 - 4744.32617 459.62833 0.45 0.1367 613 - -
5.316 2.14 1608.00647 83.06841 0.61 0.2933 1819 10.60 -

*%* End of Report *** Page 1 of 1

Instrument 1 9/25/2013 3:21:52 PM

90



Data File F:\090C#5MU\090CT001.D

Sample Name: Cero

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
10/9/2013 11:24:36 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\ 1\METHODS \RICARDO.M
10/11/2013 11:45:29 AM

(modified after loading)

Column Description : Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 026
Serialif 02613120613806

Diameter 4.6 mm Length : 150
Particle size 5.0 pm Void volume : 68
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH
Maximum Temperature: 40 °C

Comment

1312061
.0 mm
L00%
8

Injection Date 10/9/2013 11:26:03 AM Seq. Line : 1
Sample Name Cero vial : 1
Acq. Operator Ricardo Inj : 1
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 0 pl
Acq. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 10/9/2013 11:24:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/3/2013 2:21:28 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length : 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume : 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, Sig=228 4 Ref=550,100 (F\090C#5MU\090CT001.D)
mAU ]
80|
60
40|
20|
o
T T T T T
1 2 3 4 5 min}
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!
*** End of Report **
Instrument 1 10/10/2013 10:50:15 AM
Data File F:\090C#5MU\090CT010.D
Injection Date 10/9/2013 12:37:06 PM Seq. Line : 5
Sample Name 11 vial : 3
Acq. Operator Ricardo Inj
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul

Page 1 of 1

Sample Name:

: UAC 004
DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100 (F\090CH5MUW0S0CT010.D)
mAU s

80
60
40

20

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width
[min] [mAU*s] [mAU] [min]
1.447 - 4069.77393 372.91025 0.43 0.1520
5.595 2.30 81.85995 4.34024 0.69 0.2933

Plates Resol Select
ivity

ution

502 -
2016 10.94

*** End of Report ***

Instrument 1 10/11/2013 11:45:37 AM

Page 1 of 1

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width
[min] [mAU*s] [mAU] [min]

_________________ |_.__.___._‘_____ R —
1.445 - 9197.23535 849.71893 0.43 0.1433
5.561 2.28 225.60898 11.97189 0.63 0.2867

01/01/2000 06:23:44 a.m.

Plates Resol Select
ution ivity

563 - -
2085 11.25 -

*** End of Report ***

Instrument 1 10/10/2013 11:16:06 AM

Page 1

Data File F:\090C#5MU\090CT002.D Sample Name: Blanco
Injection Date 10/9/2013 11:33:50 AM Seq. Line : 2
Sample Name Blanco vial : 1
Acq. Operator Ricardo Inj
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS \GLIM6 .M
Last changed 10/9/2013 11:24:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/3/2013 2:21:28 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length : 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume :  68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 51g=228 4 Ref=550,100 (F090C#5MU090CT002.0)
mAU ]
80|
60|
40|
20|
<3
[
=
o4 A
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 miny
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!
RetTime k' Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
-------- R T e [
44.94553 4.10844 0.44 0.1581 485 - -
**% End of Report ***
Page 1 of 1
Instrument 1 10/10/2013 11:09:08 AM
Data File F:\090C#5MU\090CT012.D Sample Name: 1 3
Injection Date 10/9/2013 12:52:55 PM Seq. Line : 7
Sample Name 13 vial : 5
Acq. Operator Ricardo Inj
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 10/9/2013 11:24:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/3/2013 2:21:28 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serialf 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length : 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume : 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 51g=228 4 Ref=550,100 (F\090C#5MU0S0CT012.0)
mAU 7] 2
3
80|
60|
40|
20|
od A
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 miny

of 1

91



Data File F:\090C#5MU\090CT014.D

sample Name:

Injection Date 10/9/2013 1:08:46 PM Seq. Line 9
Sample Name 15 vial 7
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 10/9/2013 11:24:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/3/2013 2:21:28 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DAD1 A, 5ig=228,4 Ref=550,100 (F1090CHSMUW0SOCT014.D)
mAU ] S
3
80|
60|
40|
©
L
]
20 0
o4
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 min}
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!
RetTime k' Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [maU] [min] ution ivity
-------- R ) EEE T Pt PR
1.447 - 1.20294e4 1116.34265 0.44 0.1467 539 - -
5.576 2.29 364.88058 19.11696 0.66 0.2900 2048 11.11 -
**% End of Report ***
Page 1 of 1
Instrument 1 10/10/2013 11:16:56 AM
Data File F:\090C#5MU\090CT024.D Sample Name:
Injection Date 10/9/2013 2:20:47 PM Seq. Line 19
Sample Name vial 18
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acqg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul
Acqg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\GLIM6 .M

Last changed
Analysis Method
Last changed

10/9/2013 11:24:36 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS \RICARDO.M
10/3/2013 2:21:28 PM

Column Description

Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806

Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C

Comment

: UAC 004
DADT A, Sig=228.4 Ref=550,100 (F\09OC#5MU\090C 1024 D)

mAU

1.445

80

60

40+

20

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width
[min] [mAU*s] [maU] [min] ut
|=oommmmne- |
1.445 - 1.99198e4 1847.59741
5.528 2.26 769.16498 41.76905 0.66 0.2833 2109 11

Plates Resol Select
ion

ivity
‘._

.16 -

*** End of Report ***

Instrument 1 10/10/2013 11:36:12 AM

Page 1 of 1

1

1

Data File F:\090C#5MU\

090CT016.D

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Acq. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Seq. Line
vial

Ricardo Inj

Desarrollo Analitico Inj Volume

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M

10/9/2013 11:24:36 AM by Ricardo

C:\HPCHEM\1\METHODS \RICARDO.M

10/3/2013 2:21:28 PM

10/9/2013 1:24:36 PM
17

30 pl

Column Description

Waters Simmetry C18

sample Name: 1

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 51g=228 4 Ref=550,100 (F\090C#5MU0S0CT016.D)
mAU ] =
3
80|
60|
40 )
o
o
o
20|
o4 R —
T T T T T
1 2 3 4 5 miny

Ar

ea Percent Report with Performance

Calib. Data Modifi
Multiplier
Dilution

ed 01/01/2000 06:23:44 a.m.
B 1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

Page 1 of 1

Sample Name: 10

RetTime k' Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
[-mmnnssee B ety [
1.449 - 1.51552e4 1406.20422 0.43 0.1422 575 - -
5.558 2.28 509.86386  27.13703 0.64 0.2867 2083 11.26 -
**% End of Report ***
Instrument 1 10/10/2013 11:17:40 AM
Data File F:\090C#5MU\090CT019.D
Injection Date 10/9/2013 1:48:24 PM Seq. Line 14
Sample Name 10 R vial 12
Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul
Acqg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS \GLIM6 .M
Last changed 10/9/2013 11:24:36 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/3/2013 2:21:28 PM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 51g=228 4 Ref=550,100 (F090C#5MU0I0CT019.0)
mAU ] b
A
80|
60|
3
]
w
40|
20|
o] = -
T T T T T
1 2 3 4 5 miry

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.

Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100

Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k! Area Height  Symm. Width
[min] [mAU*s] [maU] [min]
|=oommmmne- [ tttitl REb ety
1.453 - 1.84750e4 1715.19043 0.44 0.1422 579
5.541  2.27 764.52124  40.91675 0.65 0.2833 2119

11.29

Plates Resol Select
ution ivity

*%* End of Report ***

Instrument 1 10/10/2013 11:18:33 AM

Page 1 of 1
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Data File F:\090C#5MU\

090CT022.D

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Acq. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

10/9/2013 2:12:10 PM Seq. Line 17
10 R vial 14
Ricardo Inj 1
Desarrollo Analitico Inj Volume 30 pl

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
10/9/2013 11:24:36 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS \RICARDO.M
10/3/2013 2:21:28 PM

Column Description

Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806

Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C

Sample Name:

10

Comment

: UAC 004
DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100 (F1090CHSMUW0IOCT022.0)
mAU ]
80|
60|

40+

20

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 um Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 0
DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100 (F1090C#5MU0I0CT024 D)
mAU ] ]
]
80
60
40
20
o0 S
T T T T T
mi 1 2 3 4 5 mi

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

R

Data File F:\090C#5MU\090CT024.D

Injection Date 10/9/2013 2:20:47 PM Seq. Line 19
Sample Name 10 R Vial 18
Acg. Operator Ricardo In 1
Acqg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 nl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS \GLIM6 .M

Last changed
Analysis Method
Last changed

10/9/2013 11:24:36 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\ 1\METHODS \RICARDO .M
10/3/2013 2:21:28 PM

Column Description

Waters Simmetry C18

sample Name: 10

R

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

Page 1 of 1

10

RetTime k! Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select RetTime k! Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [maU] [min] ution ivity [min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
-------- R ) EEEEE e Bty B e B ELEeeey I---
1.449 - 2.07787e4 1914.96863 0.45 0.1467 541 - - 1.445 - 1.99198e4 1847.59741 0.45 0.1467 538 - -
5.541  2.27 783.23151  42.15152 0.65 0.2833 2119 11.18 - 5.528 2.26 769.16498 41.76905 0.66 0.2833 2109 11.16 -
**% End of Report *** **% End of Report **
Page 1 of 1
Instrument 1 10/10/2013 11:35:37 AM Instrument 1 10/10/2013 11:36:12 AM
Data File F:\080C#9-Q\080CTB03.D Sample Name: 10 R Data File F:\080C#9-Q\080CTB12.D Sample Name:
Injection Date 10/8/2013 4:36:41 PM Seq. Line : 3 Injection Date 10/8/2013 5:02:15 PM Seq. Line : 7
Sample Name 10 R vial : 2 Sample Name : 10 R vial : 5
Acq. Operator Ricardo Inj : 1 Acq. Operator Ricardo Inj
Acqg. Instrument Desarrollo Analitico Inj Volume 30 pl Acqg. Instrument Desarrollo Analitico Inj Volume 30 pl
Acq. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 10/8/2013 1:00:14 PM by Ricardo Last changed 10/8/2013 1:00:14 PM by Ricardo
Analysis Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS\RICARDO .M Analysis Method C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/3/2013 2:21:28 PM Last changed 10/3/2013 2:21:28 PM
Column Description Waters Simmetry C18 Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061 Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806 Serialf 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 um Void volume 68.0 % Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8 Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C Maximum Temperature: 40 °C
Comment. : UAC 004 Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F:080C#9-QI080C TB03.D) DADT A, 51g=228.4 Ref=550,100 (F1080C#9-QI080CTB12.D)
mAU ] Q mAU 7] o
3 3
80| 80|
60| 60|
©
<
<
40 by 40
20| 20|
0 0+ —
T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 min 1 2 3 4 5 miny
Area Percent Report with Performance Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [maU] [min] ution ivity
|==ommmmne- | BRI R
1.446 - 1.98576e4 1855.55225 -
5.645 2.33 740.70874  38.76888 0.64 0.2900 2099 11.41 -

*** End of Report ***

Instrument 1 10/8/2013 6:12:50 PM

Page 1 of 1

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
|=ommmmmne- R Rttt Rttt EE Rl EEE
1.445 - 1.9785le4 1857.04419 0.43 0.1422 572 - -
5.639  2.33 752.23602  38.77422 0.63 0.2900 2095 11.40 -

*** End of Report ***

Instrument 1 10/8/2013 6:13:44 PM

Page 1 of 1
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Data File F:\080C#9

-Q\080CT019.D

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Acq. Instrument
Acg. Method
Last changed
Rnalysis Method
Last changed

10/8/2013 3:37:13 PM Seq. Line : 14
10 R vial : 11
Ricardo Inj : 1

: Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl

C:\HPCHEM\ 1\METHODS\GLIM6 .M
10/8/2013 1:00:14 PM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS \RICARDO.M
10/3/2013 2:21:28 PM

Sample Name: 10

Column Description : Waters Simmetry C18
Product# : WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length : 150.0 mm
particle size : 5.0 pm Void volume :  68.0 %
Maximum Pressure  : 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment. : UAC 004
DADT A, Sig=228,4 Ref=550,100 (F108OCH9-QI08OCT019.0)
mAU 5
3
80
60
«
3
o
40 I
20
o0
T T T T T
1 2 3 4 5 min

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified

Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution
________ ‘._._. e .__.___‘_ -
1.441 - 1.98510e4 1844.65649 0.43 0.1422 569 -
5.593  2.30 733.40668 38.56608 0.67 0.2900 2061 11.29

*** End of Report ***

Instrument 1 10/8/2013 6:09:07 PM

ivity

Page 1 of 1

R
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Anexo 3

En este anexo se muestran los cromatogramas del perfil de disoluciéon de una
tableta de cada producto. Se muestran los cromatogramas para los tiempos:
cero, 10, 20, 30, 40 y 50 minutos.

Los cromatogramas del 1 al 6 corresponden al perfil de una tableta del
producto A en medio de disolucion farmacopeico y los cromatogramas del 6 al

12, a una tableta del producto B en este mismo medio.
Los cromatogramas del 13 al 18, corresponden al perfil de una tableta del

producto A en medio de disolucion biorrelevante, y del 19 al 24 para una

tableta del producto B en este mismo medio.
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Data File F:\21NO#DBS\21NOV015.D

Sample Name:

Injection Date 11/21/2013 11:24:58 AM Seq. Line : 10
Sample Name BO vial : 9
Acq. Operator Ricardo Inj : 1

Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 nl
Acq. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 11/21/2013 9:13:49 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100 (F\21NO#DBS\21NOV015.D)
mAU ]
80|
~
=
60 =
40|
20
o4 J
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 min}

Area

Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
——————— e e B L B P e e B
1.447 - 616.56146  54.20466 0.47 0.1578 466 - -
*** End of Report **
Page 1 of 1
Instrument 1 11/21/2013 6:17:52 PM
Data File F:\21NO#DBS\21NOV017.D Sample Name:
Injection Date 11/21/2013 11:40:49 AM Seq. Line : 12
Sample Name B2 vial : 11
Acq. Operator Ricardo Inj : 1
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 pl
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 nl

Acqg. Method
Last changed
Analysis Method

C:\HPCHEM\1
11/21/2013
C:\HPCHEM\1

\METHODS\GLIM6 .M
9:13:49 AM by Ricardo
\METHODS\RICARDO.M

Last changed

10/11/2013 11:39:57 AM

Column Description

Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806

Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 um Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C

Comment

mAU

80

60

40+

20

: UAC 004
DADT A, Sig=228,4 Ref=550,100 (F\21NO#DBS\21NOV017.D)

Area

Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width
[min] [mAU*s] [mAU] [min]
‘ ,,,,,,,,,,,,,
2486.83765 227.35136 0.42 0.1493
6.023 2.55 772.31714 38.45972 0.64 0.3033

Plates Resol Select
ution ivity

. ‘,,
517 - -
2184 11.89 -

*** End of Report ***

Instrument 1 11/21/2013 6:18:29 PM

Page 1 of 1

BO

B2

Data File F:\21NO#DBS\21NOV016.D

Sample Name: Bl

Injection Date 11/21/2013 11:32:53 AM Seq. Line : 11
Sample Name Bl vial : 10
Acg. Operator Ricardo Inj : 1

Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 nl
Acqg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 11/21/2013 9:13:49 AM by Ricardo
Analysis Method C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serialf 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 um Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\21NO#DBS\2INOV016 D)
mAU ]
80|
60|
40|
@
)
o
20 2
od B
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 min}

Area

Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.

1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
——————— e P B L P P o ey P
1.445 - 1591.08960 145.92300 0.43 0.1493 519 - -
6.038 2.56 392.67929 19.67528 0.63 0.3033 2195 11.92 -
**% End of Report ** Page 1 of 1
Instrument 1 11/21/2013 6:18:11 PM
Data File F:\21NO#DBS\21NOV018.D Sample Name: B3
Injection Date 11/21/2013 11:48:45 AM Seq. Line : 13
Sample Name B3 vial : 12
Acq. Operator Ricardo Inj : 1
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 nl

Acq. Method
Last changed
Analysis Method

11/21/2013

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M

9:13:49 AM by Ricardo

C:\HPCHEM\ 1\METHODS \RICARDO .M

10/11/2013 11:39:57 AM

Last changed

Column Description
Product#

Serial#

Diameter

Particle size
Maximum Pressure
Maximum Temperature:
Comment

Waters Simmetry C18

WAT045905 Batch#: 0261312061
02613120613806

4.6 mm Length 150.0 mm
5.0 pm Void volume 68.0 %
400 bar Maximum pH 8

40 °C

mAU

80

60

40+

20

: UAC 004
DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100 (F\21NO#¥DBS\21NOV018.D)
I

1.44;

Area

Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k'
[min]

Area
[mAU*s]

Height
[mAU]

Symm

1.442 - 3056.44116
2.55 1030.47192

282.39151 0.42
51.99170 0.64

0.1493
0.3000

517

Plates Resol Select
ution ivity

2224 11.95 -

*** End of Report ***

Instrument 1 11/21/2013 6:18:46 PM

Page 1 of 1
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Data File F:\21NO#DBS\21NOV019.D

Sample Name: B4

Data File F:\21NO#DBS\21NOV020.D

Sample Name: BS

Injection Date 11/21/2013 11:56:42 AM Seq. Line 14 Injection Date 11/21/2013 12:04:37 BM Seq. Line 15
Sample Name B4 vial 13 Sample Name BS vial 14
Acq. Operator Ricardo Inj : 1 Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 pl Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 5 ul
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 ul Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 30 ul
Acq. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 11/21/2013 9:13:49 AM by Ricardo Last changed 11/21/2013 9:13:49 AM by Ricardo
Analysis Method C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M Analysis Method C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM
Column Description Waters Simmetry C18 Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061 Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806 Serialf 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 % Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8 Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004 Comment : UAC 004
DADT A, Sig=228 4 Ref=550,100 (F\21NO#DBS21NOV019.D) DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F\21NO#DBS\21NOV020.D)
mAU e} mAU g
= =
80| 80|
<
N
<
60| © 60
40| 40|
20| 20|
0+ = 0 —_
T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 min} 1 2 3 4 5 6 min}
Area Percent Report with Performance Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m. Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000 Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000 Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100 signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator! Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select RetTime k' Area Height Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity [min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
——————— e P B L P P e ey B L e P e B B By Sty b
1.443 - 3653.04980 334.97665 0.41 0.1467 537 - - 1.447 - 3652.15674 334.56290 0.42 0.1467 539 - -
6.024  2.55 1152.21313  58.31723 0.62 0.2967 2284 12.14 - 6.031 2.56 1156.17786  58.29979 0.64 0.3000 2239 12.06 -

*** End of Report ** Page 1 of 1 #%* End of Report *** Page 1 of 1
Instrument 1 11/21/2013 6:19:03 PM Instrument 1 11/21/2013 6:19:24 PM
Data File F:\06DI#3R0\05DIC031.D Sample Name: DO Data File F:\06DI#3R0\05DIC032.D Sample Name: D1
Injection Date 12/5/2013 2:01:22 PM Seq. Line : 26 Injection Date 12/5/2013 2:09:18 PM Seq. Line 27
Sample Name DO vial : 6 Sample Name D1 vial 7
Acq. Operator Ricardo Inj : 1 Acq. Operator Ricardo Inj 1
Acg. Instrument Desarrollo Analitico Inj Volume 30 ul Acg. Instrument Desarrollo Analitico Inj Volume 30 ul
Acqg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 12/5/2013 10:02:51 AM by Ricardo Last changed 12/5/2013 10:02:51 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM
Column Description Waters Simmetry C18 Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061 Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serialf 02613120613806 Serialf 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 um Void volume 68.0 % Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8 Maximum Pressure 400 bar Maximum pH 8
Maximum Temperature: 40 °C Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004 Comment : UAC 004
DADT A, 51g=228,4 Ref=550,100 (F106D#3RO0\05DIC031.0) DADT A, 51g=228.4 Ref=550,100 (F06D#3R0W05DIC032.D)
mAU ] mAU ]
80| 80|
60| 60|
0
@
b
40| 40|
20| 20|
0 0
T T T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 min 1 2 3 4 5 6 miny

Area

Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
R [-=--- Rt R [--- -

1.465 - 503.93909  44.08047 0.48 0.1600 465 - -

Instrument 1 12/5/2013 7:

*** End of Report ***

53:28 PM

Area

Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100

Results obtained wit!

h enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
----------------- R Rt Rt Bkt EEE bl EEbeEl
1.463 - 2480.24365 224.71312 0.45 0.1520 513 - -
5.630 2.32 585.02893  30.53093 0.65 0.2900 2088 11.08 -

Page 1 of 1

*** End of Report ***

Instrument 1 12/5/2013 7:54:21 PM

Page 1 of 1
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Data File F:\06DI#3R0\05DIC033.D

Sample Name: D2

Injection Date 12/5/2013 2:17:13 PM Seq. Line
Sample Name D2 vial
Acq. Operator Ricardo Inj

Acq. Instrument
Acg. Method

Last changed
Analysis Method :
Last changed

Desarrollo Analitico
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
12/5/2013 10:02:51 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO .M
10/11/2013 11:39:57 AM

Inj Volume

30 pl

Column Description Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 026131206
Serial# 02613120613806

Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C

Comment

1

: UAC 004
DADT A, Sig=228.4 Ref=550,100 (F\06D#3R0\05DIC033.D)

mAU

1.465

80

60

40+

20

Area Percent Report with Performance

Data File F:\06DI#3R0\05DIC034.D

Injection Date 12/5/2013 2:25:10 PM Seq. Line : 29
Sample Name D3 vial : 9
Acg. Operator Ricardo Inj

Acq. Instrument
Acg. Method
Last changed
Znalysis Method :
Last changed

Desarrollo Analitico
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
12/5/2013 10:02:51 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
10/11/2013 11:39:57 AM

Inj Volume

30 pl

Column Description Waters Simmetry C18

Sample Name: D3

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5i1g=228.4 Ref=550,100 (F06D#3R0W05DIC034 D)
mAU ] S
=
80|
60|
40|
20|
o4
T T T T T
1 2 3 4 5

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select

[min] [mAU*s] [maU] [min] ution ivity
-------- B et o) EEEE T Pty PR
1.465 - 3440.07031 307.62656 0.43 0.1533 506 - -
5.615 2.31 891.74768  47.36919 0.63 0.2933 2030 10.92 -
**% End of Report ***
Page 1 of 1
Instrument 1 12/5/2013 7:54:39 PM
Data File F:\06DI#3R0\05DIC035.D Sample Name: D4

Injection Date 12/5/2013 2:33:05 PM Seq. Line 30

Sample Name D4 vial 10

Acq. Operator Ricardo Inj 1

Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul

Acqg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS \GLIM6 .M

Last changed 12/5/2013 10:02:51 AM by Ricardo

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M

Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM

Column Description Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061

Serialf 02613120613806

Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm

Particle size 5.0 um Void volume 68.0 %

Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8

Maximum Temperature: 40 °C

Comment

: UAC 004
DADT A, Sig=228.4 Ref=550,100 (FA06DI#3R0\05DIC035.0)
mAU ]
80
60

40+

20

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates
[min] [mAU*s] [mAU] [min]
|-zommmmne- |
1.468 - 3768.45801 340.13776
5.627 2.32 1185.68616 63.07523 0.64 0.2867 2135

Resol Select
ution ivity

11.19 -

*** End of Report ***

Instrument 1 12/5/2013 7:55:14 PM

Page 1 of 1

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
[-oomnssee R et
1.467 - 3172.31470 281.39941 0.44 0.1533 507 - -
5.625 2.32 1086.44861 56.95162 0.66 0.2900 2084 11.02 -
**% End of Report ***
Instrument 1 12/5/2013 7:54:56 PM
Data File F:\06DI#3R0\05DIC036.D
Injection Date 12/5/2013 2:41:02 PM Seq. Line : 31
Sample Name D5 vial : 11
Acq. Operator Ricardo Inj : 1

Desarrollo Analitico
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
12/5/2013 10:02:51 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
10/11/2013 11:39:57 AM

Acg. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Inj Volume

30 pl

Column Description Waters Simmetry C18

Page 1 of 1

Sample Name: D5

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
particle size 5.0 pm void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DAD1 A, Sig=226.4 Ref=550,100 (F06D#3RO0\05DIC036 D)
mAU] £
<
80
60
40
20
o0
T T T T T
1 2 3 4 5

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution
----------------- Rt Rt R B b h b EEEbl
1.465 - 4602.09375 411.84760 0.45 0.1500 529 -
5.621  2.32 1232.08911  65.62260 0.66 0.2867 2130 11.18

Select
ivity

*** End of Report ***

Instrument 1 12/5/2013 7:55:30 PM

Page 1 of 1

98



Data File F:\27NO#B~E\27NOVB16.D

Injection Date 11/27/2013 9:19:16 PM Seq. Line : 16
Sample Name K0 vial : 18
Acg. Operator Ricardo Inj : 1

Sample Name:

Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 11/27/2013 10:37:06 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100 (F127NO#B~E27NOVB16 D)
mAU b

80|

60|

40|

20|

o4 B

T T T T T
1 2 3 4 5 min}

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

Page 1 of 1

Sample Name:

RetTime k' Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [maU] [min] ution ivity
R e P B
1.451 - 1089.85889  93.85455 0.47 0.1600 456 - -
**% End of Report **
Instrument 1 11/28/2013 11:49:39 AM
Data File F:\27NO#B~E\27NOVB18.D
Injection Date 11/27/2013 9:35:09 PM Seq. Line : 18
Sample Name K2 vial : 20
Acq. Operator Ricardo Inj : 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul
Acqg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS \GLIM6 .M
Last changed 11/27/2013 10:37:06 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serialf 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 um Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DAD1 A, 5ig=228,4 Ref=550,100 (F127NO#B~E27NOVB18.D)
mAU ]
80|
60|
40|
©o
«©
~
20| 0
o0
T T T T T
1 2 3 4 5 min}
Area Percent Report with Performance
Calib. Data Modified 01/01/2000 06:23:44 a.m.
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!
RetTime k' Area Height ~Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
[-oomnesee \ - -
1.448 - 9175.60449 806.89178 - -
5.786  2.41 337.71710 17.33618 0.64 0.2967 2107 11.24 -

*** End of Report ***

Instrument 1 11/28/2013 11:50:18 AM

Page 1 of 1

X0 Data File F:\27NO#B~E\27NOVB17.D

Sample Name:

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator
Acq. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Seq. Line
vial

Inj

Inj Volume

11/27/2013 9:27:13 PM
K1

Ricardo

Desarrollo Analitico
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
11/27/2013 10:37:06 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
10/11/2013 11:39:57 AM

17
19

30 pl

Column Description Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 51g=228 4 Ref=550,100 (F\27NO#B~E\27NOVB17.0)
mAU ]
80|
60|
40|
20|
o4
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 miny

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height Symm. Width Plates
[min] [mAU*s] [mau] [min]
bttt Rt Rty
1.458 - 5621.61377 485.99844 0.47 0.1633 441
5.838 2.44 252.59392 13.05620 0.66 0.2733 2527

Resol Select
ution ivity

11.79 -

*** End of Report ***

Instrument 1 11/28/2013 11:49:58 AM

K2 Data File F:\27NO#B~E\27NOVB19.D

Page 1 of 1

Sample Name:

Injection Date
Sample Name
Acq. Operator
Acg. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Seq. Line
vial

Inj

Inj Volume

11/27/2013 9:43:08 PM
K3

Ricardo

Desarrollo Analitico
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
11/27/2013 10:37:06 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
10/11/2013 11:39:57 AM

19
21

30 pl

Column Description Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
particle size 5.0 pm void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, Sig=228.4 Ref=550,100 (F127NO#B~E\27NOVB19.0)
mAU]
80
60
40
20
o0
T T T T
1 2 3 4

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates
[min] [mAU*s] [mAU] [min]

Rt Bt R R by

1.450 - 1.05636e4  926.78796 0.43 0.1567 474

5.801 2.42 463.17776  23.78706 0.67 0.3000 2072

Resol Select
ution ivity

11.20 -

*** End of Report ***

Instrument 1 11/28/2013 11:50:35 AM

Page 1 of 1

99
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K3



Data File F:\27NO#B~E\27NOVB20.D

Injection Date 11/27/2013 9:51:03 PM Seq. Line : 20
Sample Name K4 vial : 1
Acg. Operator Ricardo Inj

Acq. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Desarrollo Analitico
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
11/27/2013 10:37:06 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
10/11/2013 11:39:57 AM

Inj Volume : 30 pl

Column Description Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806

Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C

Comment

: UAC 004
DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100 (F127NO#B~E27NOVB20.D)
mAU ] S
80|
60|

40+

20

Area Percent Report with Performance

Sample Name:

K4 Data File F:\27NO#B~E\27NOVB21.D

Sample Name: K5

Injection Date 11/27/2013 9:58:57 PM Seq. Line : 21
Sample Name K5 vial : 2
Acq. Operator Ricardo Inj
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS \GLIM6 .M
Last changed 11/27/2013 10:37:06 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 51g=228 4 Ref=550,100 (F\27NO#B~E\27NOVB21 D)
mAU ] 2
s
80|
60|
40 =
<
~
w
20|
0 — —
T T T T T
1 2 3 4 5 miny

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [maU] [min] ution ivity
-------- B ] EEEE T Bty B
1.447 - 1.09819e4  968.46588 0.42 0.1556 480 -
5.786  2.41 519.59186  26.71005 0.64 0.3000 2061 11.19 -
**% End of Report ***
Page 1 of 1
Instrument 1 11/28/2013 11:50:52 AM
Data File F:\10DI#X#Q\10DIF006.D Sample Name:
Injection Date 12/10/2013 8:16:18 PM Seq. Line : 6
Sample Name 30 vial : 6
Acq. Operator Ricardo Inj : 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul
Acqg. Method C:\HPCHEM\ 1\METHODS \GLIM6 .M
Last changed 12/10/2013 10:16:25 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serialf 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 um Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F:\10DHX#Q\0DIF006.D)
mAU ]
80|
60|
~
©
i
40|
20|
o4 _
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 min}

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
|=ommmmmen- Rt Rt [------
1.445 - 1.20488e4 1052.73425 0.43 0.1556 478 - -
5.791 2.42 521.74902 26.80415 0.65 0.2967 2111 11.29 -

*** End of Report ***

Instrument 1 11/28/2013 11:51:13 AM

J0 Data File F:\10DI#X#Q\10DIF007.D

Page 1 of 1

Sample Name: J1

Injection Date 12/10/2013 8:24:12 PM Seq. Line : 7
Sample Name a1 vial : 7
Acq. Operator Ricardo Inj
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 pl
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 12/10/2013 10:16:25 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serialf 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 51g=226.4 Ref=550,100 (F\10DX#Q\I0DIF007.D)
mAU] e}
]

80|

60|

40|

E
20| IS
o
od A
T T T T T
1 2 3 4 5 miny

Area Percent Report with Performance

Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k'

Area
[mAU*s]

562.34277

Height
[mAU]

width Plates Resol Select
[min] ution ivity

Symm.

43.73548 0.52

*** End of Report ***

Page 1 of 1

Instrument 1 12/11/2013 3:34:26 PM

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area
[min] [mAU*s]
1.513 - 3457.16040
5.270 2.11 144.05083

Height Symm. Width Plates Resol Select

[mAU] [min] ution ivity
---------- R ) EEE T Bty B
284.26804 0.58 0.1667 457 - -

10.60420 0.79 0.2027 3746 11.95 -

**% End of Report ***
Page 1 of 1

100

Instrument 1 12/11/2013 3:34:55 PM



Data File F:\10DI#X#Q\10DIF008.D

Sample Name:

Injection Date 12/10/2013 8:32:09 PM Seq. Line : 8
Sample Name a2 vial : 8
Acq. Operator Ricardo Inj
Acg. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul
Acg. Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
Last changed 12/10/2013 10:16:25 AM by Ricardo
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
Last changed 10/11/2013 11:39:57 AM
Column Description Waters Simmetry C18
Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228 4 Ref=550,100 (F:\10DHX#Q\0DIF008.D)
mAU ] S
<

80|

60|

40|

S
20| S
o
0
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 min}

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height ~ Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [maU] [min] ution ivity
-------- B et o) EEEE T Bty B
1.486 - 6410.18359 543.45654 0.43 0.1600 478 -
5.201 2.07 249.78094 12.79585 0.67 0.2967 1703 9.56
**% End of Report ***
Instrument 1 12/11/2013 3:35:16 PM
Data File F:\10DI#X#Q\10DIF010.D
Injection Date 12/10/2013 8:48:00 PM Seq. Line : 10
Sample Name J4 vial : 10
Acq. Operator Ricardo Inj : 1
Acq. Instrument : Desarrollo Analitico Inj Volume : 30 ul

Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
12/10/2013 10:16:25 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\ 1\METHODS \RICARDO.M
10/11/2013 11:39:57 AM

Column Description Waters Simmetry C18

Page 1 of 1

Sample Name:

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial#f 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment. : UAC 004
DADT A, Sig=228.4 Ref=550,100 (F\TODX#QVI0DIF0T0.0)
mAU ]
80
60
40
20
o0
T T T T T T
1 2 3 4 5 6

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates Resol Select
[min] [mAU*s] [mAU] [min] ution ivity
|=mmmmmmnee | - -
1.487 - 1.20492e4 1030.58154 - -
5.168 2.05 509.21152 26.98126 0.62 0.2933 1720 9.64

*** End of Report ***

Instrument 1 12/11/2013 3:35:49 PM

Page 1 of 1

J2

Ja

Data File F:\10DI#X#Q\10DIF009.D

Sample Name: J3

Injection Date 12/10/2013 8:40:04 PM Seq. Line
Sample Name J3 vial
Acg. Operator Ricardo Inj

Acq. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Desarrollo Analitico
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M
12/10/2013 10:16:25 AM by Ricardo
C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M
10/11/2013 11:39:57 AM

Inj Volume

©

30 pl

Column Description Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
Particle size 5.0 pm Void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228.4 Ref=550,100 (F\10DX#Q\I0DIF009.D)
mAU ]
80|
60|
40|
20|
o4
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 miny

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height Symm. Width Plates
[min] [mAU*s] [mau] [min]
Rt et R
1.485 - 1.12283e4 962.21802 0.44 0.1556 505
5.177 2.05 485.26648 25.74404 0.61 0.2933 1726

Resol Select
ution ivity

*** End of Report ***

Instrument 1 12/11/2013 3:35:32 PM

Data File F:\10DI#X#Q\10DIF011.D

Injection Date
Sample Name
Acq. Operator
Acg. Instrument
Acg. Method
Last changed
Analysis Method
Last changed

Seq. Line
vial

Ricardo Inj

Desarrollo Analitico Inj Volume

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIM6 .M

12/10/2013 10:16:25 AM by Ricardo

C:\HPCHEM\1\METHODS\RICARDO.M

10/11/2013 11:39:57 AM

12/10/2013 8:55:56 PM
Js

9.66 -
Page 1 of 1
Sample Name: J5
11
11
1
30 pl

Column Description Waters Simmetry C18

Product# WAT045905 Batch#: 0261312061
Serial# 02613120613806
Diameter 4.6 mm Length 150.0 mm
particle size 5.0 pm void volume 68.0 %
Maximum Pressure 400 bar Maximum pH : 8
Maximum Temperature: 40 °C
Comment : UAC 004
DADT A, 5ig=228,4 Ref=550,100 (F\10DFX#QI0DIF011.0)
mAU] 53
<
80
60
40
20
o0 S
T T T T T T
1 2 3 4 5 6 mir

Area Percent Report with Performance

Calib. Data Modified
Multiplier
Dilution

01/01/2000 06:23:44 a.m.
1.0000
1.0000

Signal 1: DAD1 A, Sig=228,4 Ref=550,100
Results obtained with enhanced integrator!

RetTime k' Area Height  Symm. Width Plates
[min] [mAU*s] [mAU] [min]

----------------- Rttt Bl il Bkl
1.490 - 6656.34473 568.49829 0.46 0.1600 481
5.194 2.06 562.40582  29.55629 0.64 0.2900 1777

Resol Select
ution ivity

*** End of Report ***

Instrument 1 12/11/2013 3:36:09 PM

Page 1 of 1
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