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Estudio de bioequivalencia de
clonazepam, tabletas de 2 mg, en
voluntarios sanos colombianos

FANNY CUESTA GONZALEZ!?, GLORIA HOLGUIN MARTINEZ!3,

ROSENDO RICARDO ARCHBOLD JOSEPH'#, SERGIO PARRA'S, MARGARITA MARIA RESTREPO GARAY'*,
LINA MARIA PENA ACEVEDO'’, BLANCA CECILIA MONTOYA BELTRAN'®, JUAN CARLOS RiOS TORO'®,
VICTORIA EUGENIA TORO PAREJA''°, OMAR DE JESUS CORREA CANO'!!,

ADRIANA MARIA RUIZ CORREA'-'2

| RESUMEN

on el fin de determinar la bioequivalencia de dos formulaciones de tabletas

de 2 mg de clonazepam: Sedatril®/Clonazepam MK (Tecnoquimicas S. A.,

Cali, Colombia) como producto de prueba y Rivotril® (Roche Quimicos e
Farmacéuticas S. A., Rio de Janeiro, Brasil), como producto de referencia, se realizé
un estudio de bioequivalencia en 26 voluntarios sanos. Los productos de prueba y
de referencia se administraron en condiciones de ayuno de acuerdo con un diseno
cruzado aleatorio de dosis Unica, con dos secuencias, dos tratamientos y un periodo
de lavado de 28 dias. Las muestras de sangre se obtuvieron desde las O hasta las 96
horas después de la administracion del medicamento. Los niveles plasmaticos de
clonazepam se determinaron con un método validado por cromatografia liquida de
alta eficiencia con deteccién ultravioleta (HPLC/UV, siglas en inglés). Los parametros
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farmacocinéticos ABC, ., ABC, .C__.T .t »»and
k, se determinaron de los perfiles plasmaticos
concentracién-tiempo por el método no
compartimental. El test de bioequivalencia se realizd
con los datos transformados a logaritmo natural (In)
de ABC,_and C__ . Los intervalos de confianza del
90% para la relacién producto de prueba/producto
de referencia fueron de 87,9% a 103,6% y 84,4%
a 104,0%, respectivamente. Estos resultados
estuvieron dentro de los rangos de aceptacion del
80,0% al 125%, establecidos por la FDA y se
concluyé que ambos productos son bioequivalentes.

| PALABRAS CLAVE

BIODISPONIBILIDAD
CLONAZEPAM
FARMACOCINETICA

HPLC (del inglés High Perfomance Liquid
Chromatography)

| SUMMARY

BIOEQUIVALENCE STUDY OF CLONAZEPAM 2 mg
TABLETS IN COLOMBIAN HEALTHY
VOLUNTEERS

In order to determine the bioequivalence of two
formulations of clonazepam 2 mg tablets: Sedatril®/
Clonazepam MK (Tecnoquimicas S. A., Cali,
Colombia) as a test product and Rivotril® (Roche
Quimicos e Farmacéuticas S. A., Rio de Janeiro,
Brazil) as a reference product, a bioavailability study
was performed in 26 healthy volunteers. Test and
reference products were administered under fasting
conditions following a single dose, two-sequences,
two treatments, crossover randomized design with
a 28-day-washout period. Blood samples were
obtained from O to 96 hours after dosing. Plasma

clonazepam levels were determined by a validated
high performance liquid chromatography with UV
detection method (HPLC/UV). ABC, .. ABC, _.C__.
T T @and K, pharmacokinetic parameters were
determined from plasma level-time profiles by a non-
compartmental method. In-trasformed ABC, _ and
C,., were tested for bioequivalence. 90%-confidence
intervals for test/reference ratio of these parameters
were 87.9% to 103.6% and 84.4% to 104.0%,
respectively. These results were within the FDA
acceptance range of 80% to 125% and it was
concluded that both products were bioequivalent.

| KEY WORDS

BIOAVAILABILITY

CLONAZEPAM

HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
PHARMACOKINETICS

| INTRODUCCION

El clonazepam es un derivado de las
benzodiazepinas, utilizado para el tratamiento de la
ansiedad, el trastorno de pénico y como coadyuvante
en el control de varios tipos de ataques
epilépticos (espasmos infantiles, epilepsias
mioclénicas y crisis de ausencias).!? Este farmaco
facilita la transmisién GABAérgica en el cerebro por
un efecto directo sobre los receptores GABA, '

Los parametros farmacocinéticos del clonazepam
muestran una alta variabilidad; después de la
administracién oral las concentraciones maximas se
alcanzan dentro de 1 a 8 horas® y su
biodisponibilidad es alrededor del 90%. El
clonazepam se une a las proteinas plasmaticas
aproximadamente en un 85%* y muestra un
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volumen de distribucién entre 1,8 y 4,4 L/kg.5 Este
farmaco se metaboliza en el higado y las vias
metabdlicas incluyen oxidacién, reduccién y
reacciones de fase Il. La biotransformacién produce
cinco metabolitos inactivos. La depuracién
plasmaética del clonazepam es alrededor de 1,55 mL/
min/kg,' mientras que su vida media de eliminacién
terminal varia de 19 a 39 horas,® aunque algunos
autores han publicado valores entre 24 y 60 horas.>
En el mercado colombiano se pueden encontrar
clonazepam de la marca innovadora y formulaciones
genéricas; esta Ultimas son asequibles a un mayor
ndmero de pacientes. Las autoridades colombianas
aprueban la comercializacién de las versiones
genéricas con base en un estudio de bioequivalencia
en seres humanos sanos. De este modo, se prueba
que la calidad biofarmacéutica y las propiedades de
la formulacién genérica son similares a las del
producto de referencia, lo que garantiza su
intercambiabilidad. El objetivo de este estudio fue
evaluar la bicequivalencia del producto de prueba
Sedatril®/Clonazepam MK (Tecnoguimicas S. A., Cali,
Colombia) y el producto de referencia Rivotril®
(Roche Quimicos e Farmacéuticas S. A., Rio de
Janeiro, Brasil).

| MATERIALES Y METODOS

Formulaciones de estudio

Producto de prueba: Sedatril®/Clonazepam MK, 2
mg tabletas.

Lote N° EX3H17 (E), fecha de caducidad: 03/2006.
Fabricante: Tecnoquimicas S. A., Cali Colombia.

Producto de referencia: Rivotril®, 2 mg tabletas.
Lote N° RJO112, fecha de caducidad: 03/2008.
Fabricante: Roche Quimicos e Farmacéuticas S. A.,
Rio de Janeiro, Brasil para Productos Roche S.A.
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Protocolo del estudio

Este estudio se llevé a cabo en 26 voluntarios (17
mujeres y 9 hombres), no fumadores. Todos ellos
estuvieron dentro del peso ideal para su estatura
de acuerdo con las tablas de la Metropolitan Life
Insurance. Todos fueron seleccionados con base en
su historia médica, examen fisico y pruebas de
funcién hepatica, renal y hematoldgica. Todos fueron
negativos para el antigeno de la hepatitis B y para
VIH y las mujeres para la prueba de embarazo. Se
les indicé que se abstuvieran de tomar bebidas
alcohdlicas, bebidas o alimentos con xantinas o
cualquier tipo de medicamento desde dos semanas
antes y durante el periodo del estudio. Para el
desarrollo de la investigacién se tuvieron en cuenta
la declaracién de Helsinki revisada con sus
enmiendas, la resolucién del Ministerio de Salud de
Colombia ¢ y las Buenas Précticas Clinicas.” El
protocolo del estudio fue aprobado por el Comité
de Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad
de Antioquia. Antes de ingresar al estudio, a los
sujetos se les informé sobre su papel en la
investigacion y los posibles riesgos; finalmente,
después de leer el protocolo, firmaron el
consentimiento informado.

El estudio se llevd a cabo siguiendo un disefio
cruzado aleatorio con dos tratamientos, dos
secuencias y un periodo de lavado de 28 dias. Los
participantes en el estudio se distribuyeron al azar
en ambas secuencias de administracién de los
productos. Una dosis Unica de 4 mg (2 tabletas) de
cada formulacién se administré con 240 mL de agua,
después de un periodo de ayuno de 12 horas y de
la determinacién de ausencia de alcohol y sustancias
psicoactivas en muestras de orina de cada uno de
ellos. La alimentacién fue estandarizada para los dos
perfodos. Se les suministraron desayuno, almuerzo,
refrigerio y cena 2, 5, 8, y 11 horas después de la
administracion del medicamento. Estuvieron bajo
supervisién médica continua y debieron permanecer
en el sitio del estudio, en posicién supina o en
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declbito lateral izquierdo hasta las primeras 24
horas. Posteriormente, abandonaron el hospital y
durante los tres dias siguientes regresaron cada
mafana para la recoleccién de las muestras de
sangre; éstas se obtuvieron en tubos con heparina
de 10 mL (Becton Dickinson, NY), a través de un
catéter, antes de la administraciéon del medicamento
y,1,1%,2,2%, 3,4, 6,8, 12, 24, 36, 48, 72
y 96 horas después de la administracién del mismo.
Las muestras se centrifugaron a 2.500 rpm para
obtener el plasma, que fue almacenado a -20 °C
hasta el momento del anlisis.

Determinacién de los niveles plasmaticos
de clonazepam

La separacion del clonazepam del plasma se llevé a
cabo por extraccion liquido-liquido siguiendo el
método propuesto por Robertson y Drummer.® Un
mL de la muestra de plasma se mezclé con 10 uL
de estandar interno acuoso (lorazepam, 200 ug/
mL), luego se alcalinizé con solucién de carbonato
de sodio 0,2M (pH 11,5) y se extrajo con 6 mL de
n-butil acetato. La capa organica se separd y evapord
a sequedad a 60 °C. El residuo seco se reconstituyd
en 300 uL de fase mdvil y se inyectaron alicuotas
de 100 pL al sistema cromatografico.

La separacién de los compuestos se hizo en una
columna C18 y se llev6 a cabo de acuerdo con el
método reportado por Chauhan y col.® Se utiliz6 un
cromatdgrafo de marca Agilent, modelo HP 1100
(California, USA). La fase movil consistié en fosfato
de potasio dibasico, 50 mM (pH 3.6) y acetonitrilo
(32:68) y se bombed a través del sistema a un flujo
de 1.5 mL/min. El efluente de la columna se
monitorizé a 330 nm. El método se validé siguiendo
los criterios establecidos en la gufa de la FDA.'°

Andlisis farmacocinético

El anélisis farmacocinético se realizé mediante un
modelo independiente utilizando el programa MS

Excel y los resultados se comprobaron con el
programa PK solutions 2.0™. La concentracién
plasmatica maxima (C__) y el tiempo para alcanzarla
(T_..) se determinaron por inspeccion de las curvas
individuales de concentracién plasmatica-tiempo. La
constante de velocidad de eliminacion (k) se obtuvo
por regresién log-lineal de la fase de decaimiento
terminal y el tiempo de vida media (t, ,) se calculd
al dividir el In de 2 por k. El drea bajo la curva de
concentracion plasmatica-tiempo (ABC, ) se
obtuvo por la regla de los trapecios y el area bajo la
curva de cero a infinito (ABC, ) se hall6 adicionando
al ABC_ .. el resultado de dividir la Gltima

0-96
concentracién por K.

Anélisis estadistico

Para la evaluacién estadistica de los datos se aplicé
el analisis de varianza (ANOVA) utilizando el
programa Statistica 6.0 (Statsoft Inc., 2001) para
un diseno cruzado. Se determinaron los efectos del
tratamiento, periodo, secuencia y sujetos sobre los
datos transformados a In de ABC, y C__ vy sobre
los datos no transformados de T, '' Para evaluar
la bioequivalencia entre las dos formulaciones se
calcularon los intervalos de confianza del 90% con
un nivel de significancia del 0,05 de la relacién
producto de prueba/producto de referencia, de
ABC, _y C__. utilizando el enfoque propuesto por
Schuirmann (prueba de hipdtesis unilateral doble).'?
Los datos se presentan como medias = desviacién
estandar (DS).

| RESULTADOS Y DISCUSION

Anélisis cromatografico

El método analitico que se utilizé fue adecuado para
la determinacién de clonazepam en plasma. Los
tiempos de retencién para el lorazepam y el
clonazepam fueron de 8,1 y 9,1 minutos,
respectivamente. La relacién entre la concentracién
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y la proporcién de areas (clonazepam/lorazepam)
fue lineal dentro del rango de 2,5 a 40,0 ng/mL
(r > 0,998). Los coeficientes de variacién intradia
e interdfa de la pendiente de la linea de regresién
fueron 9,55% y 10,02%, respectivamente. La
recuperacion media de la extraccion de clonazepam
del plasma fue 79,7% y este fue estable al menos
por 4 horas a temperatura ambiente y después de
tres ciclos de congelacién y descongelacién cuando
fue almacenado a -20 °C. La exactitud interdia vario
de 0,38% a 13,01% mientras que la intradia varié
de 0,52% a 12,62%. De otro lado, la precisién
interdia vari6 de 9,53% a 17,54% y la intradia de
10,28% a 14,58%.

Andlisis farmacocinético

Las edades de los participantes en el estudio estaban
comprendidas entre 19 y 30 anos (21,7 = 2,4).
Sus pesos variaron entre 47,1y 77,1 kg (61,8 =
7,2) y la media de su estatura fue 1,69 = 0,07
(rango de 1,54 a 1,84 m). Todos los sujetos que
iniciaron el estudio lo concluyeron en buen estado
de salud. Durante la administracién de los
medicamentos, varios individuos reportaron efectos
adversos con ambos productos que incluyeron:
vémito, mareo, hipo, nauseas, ataxia, amnesia,
mialgias y ardor ocular. En tres voluntarios
ocurrieron episodios de vémito, dos horas después
de la administracién del medicamento por lo que es
poco probable que la absorcién del principio activo
haya sido afectada por este efecto adverso.
Generalmente un periodo de dos horas es suficiente
para que un medicamento de liberacién inmediata
se desintegre en el tracto gastrointestinal y libere el
principio activo.

El examen de los perfiles de cada voluntario mostré
valores de T__ entre 1y 12 horasy de C__ entre
11,8 y 42,42 ng/mL. También se observaron picos
secundarios en los perfiles de 20 individuos. Algo
similar a lo observado por Crevoisier y col.'® después
de la administracién intramuscular e intravenosa de

2102

una dosis Unica de 2 mg de clonazepam. Los autores
postularon que la excrecién biliar de una fraccién
de la dosis de clonazepam esta sujeta a recirculacién
enterohepatica; el glucurénido del clonazepam
puede ser desconjugado por las glucuronidasas y
reabsorbido desde el intestino en la forma de
farmaco activo ' y es posible que los resultados
obtenidos en este estudio también se expliquen por
este mismo mecanismo.

Los valores obtenidos por analisis farmacocinético
para t, , mostraron mucha variabilidad (de 24 a 64
horas). Esta situacién se ha descrito anteriormente
51314y juystifica la individualizacién de la terapia con
este principio activo. No obstante, los perfiles medios
de concentracién plasmatica para las dos
formulaciones fueron muy similares, como se puede
observar en la Figura N° 1.

Los pardmetros farmacocinéticos medios + (DS) y
la prueba de bioequivalencia para el producto de
prueba y el producto de referencia (n=26) se
resumen en la Tabla 1. El ajuste del ANOVA para
éstos, después de la transformacién In de los datos,
revel6 que ninguno de los efectos examinados fue
estadfsticamente significativo excepto para la
variabilidad intersujeto del ABC, . lo que confirma
la gran variabilidad observada. El intervalo de
confianza del 90% para ABC,,y C__ (Tabla N° 1)
se encuentra dentro del rango de aceptacion de
bioequivalencia de 80,0 a 125%:; esto sugiere que
las dos formulaciones son similares.

| CONCLUSION

Basados en los resultados obtenidos se puede
afirmar que el Sedatril®/Clonazepam MK 2 mg
tabletas, fabricado por Tecnoquimicas S. A.,
Colombia es bioequivalente con el Rivotril® 2 mg
tabletas, fabricado por Roche Quimicos e
Farmacéuticas S.A., Brasil y que puede ser
considerado intercambiable.
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Figura N° 1
PERFILES PLQSMATICOS MEDIOS DE CLONAZEPAM 2 MG TABLETAS DESPUES
DE LA ADMINISTRACION ORAL DE UNA DOSIS UNICA DE 4 MG DEL PRODUCTO DE PRUEBA (e)
Y EL PRODUCTO DE REFERENCIA (o), A 26 VOLUNTARIOS SANOS

30

a de clor

(ng/mL)

o

itracion pl

10 20 30

40
Tiempo (horas)
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Tabla N° 1
PARAMETROS FARMACOCINETICOS MEDIOS + (DE) Y PRUEBA DE BIOEQUIVALENCIA
PARA EL PRODUCTO DE PRUEBA Y EL PRODUCTO DE REFERENCIA (N=26)

Producto de

Intervalo de confianza

Parémetro Producto de

referencia

C,., (ng/mL) 26,21 = 6,47

AUC, _ (ng.,h/mL) 1075,55 + 305,67

AUC,, (ng.h/mL) | 866,22 + 223.15

k, (h) 0,0182 = 0,0047

t,, (h) 40,39 + 9,80

T.. () 2,61 = 2,42
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