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Tras la admindradon od de Suxibuzona, é&ta £ trandorma en d
organigmo  inmediagtamente en  Fenilbutezona, no  detectandose ni en 4
pesma ni en d liqudo dnovid, lo que sugee que s comporta como
prodroga de la Fenilbutazonaen € cabdlo.

Al compaar las concentraciones plaamdicas de Fenilbutazona y su principd
metebolito  Oxifenbutezona  tras adminigraciones  equimoleculaes de
Suxibuzona y Fenilbutezona s obsava que édas son ligaramente inferiores
tras la adminidracdon de Suxibuzona y en ambos casos s hdlan dentro dd
margen tergpéutico antiinflameatorio durante mas de 24h.

Cuando = adminigra Suxibuzona a cabdlos 2 ha podido obsavar un rgpido
metabolismo a Fenilbutazona que da lugar a un T, ¥ MRT que presentan
vdores con un liggo reras0 en rdadon a cuando £ aminigro
Fenilbutazona y una digminudon de la G, Yy AUC, lo cud edaia de
acuerdo con lardacion entre adminigrar un famaco y su profarmaco.

No s obsavan diferendias entre d comportamiento farmecocinético de la
Fenilbutazona y de la Oxifenbutezona entre cabdlos machos y hembras tras
la adminigradon de Suxibuzona o de Fenilbutazona, y tampoco entre
animaes con edades entre 3.5 a 18 afios.

Tanto, cuando = aminidra a cabdlos Suxibuzona como Fenilbutazong, la
vida media de diminaddon de la Fenilbutazona es de 75 hores, lo cud
giere que d pao de Swxibuzona a Fenlbutezona no  intefiere la
diminacion de este fameco.
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La adminigracon de Suxibuzona o Fenilbutezona junto con la diga hebitud
provoca una digminucion en d AUC vy C,.c Y Un retraso en la aosorcion de
ambos famacos Sendo dgo més sodenida la adsorcion de la Suxibuzona a
los dimentos, fendOmeno que fadlitad una pemenencda dd famaco en d
organismoy  un dargamiento dd efecto tergpéutico.

Tras la adminidracon ord de Suxibuzona s obsava que en un rango de
concentraciones plaamdticas entre 2 y 10 pg/mL para Fenilbutazona y entre 1
y 2 pgmL para la Oxifenbutazona, la rdadon entre los nivdes plasmdicos y
d liqudo gsnovid de edos famecos s mantiene entorno a tres lo cud
ugiere que a eda doss no exide sauracion dd paso de edtos famecos a
través de las membranas hesta dcanzar d liquido Snovid.

En d ligudo gnovid los nivdes maximos de Fenlbutazona o de
Oxifenbutazona £ dcawzan dgnifictivamente més tade que en d plaamg,
lo cud sugiere que d equilibrio entre ambos compatimentos e produce de
maneralenta

La diminacidn de la Fenilbutazona y de la Oxifenbutazona desde d liquido
dnovid < rediza més lentamente que en d plaama lo cud sugiere que los
farmacos quedan retenidos en estos tgidos periféricos.

La gmilitud dd pefil dnéico paa la Fenilbutazona y Oxifenbutazona en d
traamiento con Suxibuzona y ocon  Fenlbutezona pemite  gaattiza  la
eficadia dinica de ambos traamientos frente a dteradones que cursan con
inflamacion.
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A1 . METODO ANALITICO

A1.1. Preparacion de muestras

Las muestras plasmaticas y de liquido sinovial se dejaron descongelar a temperatura
ambiente. A 500 ni. de la muestra se le afiadidé 25 nk. de una solucién metanolica de
estandar interno (Indometacina; 100 ng/mL) y 700 ni de tampon citrato a pH 2. Se agitd
5 segundos en un vortex y en caso de observarse turbidez se centrifugd a 3000 rpm
durante 10 minutos. Siguiendo el método descrito por Caturla et al. 1992 con ligeras
modificaciones.

Diariamente se prepard una curva de calibracion. La tabla de concentraciones (ng/mL)
utilizadas para las distintas sustancias a determinar fue la siguiente:

Patron Oxifenbutazona Suxibuzona Fenilbutazona
A 0.1 0.2 0.1
B 0.5 0.5 0.5
C 1 1 1
D 5 5 5
E 10 10 10
F 25 25 25
G 50 50 50
A1.2. Extraccion de las muestras

La extraccion de las muestras de caballo se realizd haciendo uso del sistema de
extraccion solido-liquido, utilizando cartuchos con relleno de C18.

1 Caturla, M.C., Cusido, E. (1992) Solid-phase extraction for the high-performance liquid chromatographic
determination of indomethacin, suxibuzone, phenylbutazone and oxyphenbutazone in plasma, avoiding
degradation of compounds.J Chromatogr. 2;581(1):101-107.
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Al cartucho previamente acondicionado con 5 mL de metanol y 5 mL de agua, se le
paso la muestra previamente tratada y a la que se le habia afiadido el estandar interno.

Posteriormente, se lavo el cartucho con 5 mL de agua y se dejo secar.

Los productos retenidos se eluyeron con 5 mL de hexano:éter (50:50, v/v) en un tubo
de fondo cdnico para evaporarlo a sequedad en corriente de N2 a 40°C. El residuo seco
se redisolvio en 200 m de metanol y se introdujo en el vial del inyector automatico para
su analisis.

A1.3. Cromatografia liquida de alta resolucion

Para el analisis de las muestras se utilizd un equipo de cromatografia liquida
consistente en: Inyector automatico de muestras (Waters 717), bomba de alta presién
(Waters 515), detector ultravioleta (Waters 486); utilizando un equipo informatico
(Venturis FX computer Digital) con una impresora HP Laserjet 4L, Hewlett Packard.

La adquisicion e integracion de los datos fue realizada con la ayuda del software
Millenium32 Chromatography Manager, version 3.05.01, Waters.

La fase movil usada fue una mezcla de agua y acetonitril en una proporcién de 56:44,
vlv ajustado a pH 3 con acido sulfurico. La velocidad de flujo fue de 1.5 mL/min. En estas
condiciones el tiempo de retencién de la Suxibuzona fue de 7.4 min., de 4.7 min. para la
Oxifenbutazona, de 11 min. para la Fenilbutazona y sobre los 9 min. para el estandar
interno (Indometacina), aproximadamente.

La lectura de las muestras se realiz en un detector UV/Visible a la longitud de onda
de 250 nm.

En los cromatogramas, los picos de los productos a determinar y el estandar interno
se cuantificaron y se archivaron mediante el software antes mencionado. La
cuantificacion se realizé mediante la integracion de las areas bien de forma automatica o
manual, obteniéndose la concentracion plasmatica por medio de la curva de calibracion
incluida en el método.
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A1.4. Controles de calidad

A1.4.1. Controles de calidad del sistema cromatografico

Cada dia se inyectd por duplicado una solucién metandlica que contenia una
concentracion conocida de los patrones de Oxifenbutazona, Suxibuzona y Fenilbutazona,
junto a la Indometacina y se calculd la concentracion con la curva que se realiz6 al inicio
de la preparacién de todas las soluciones. El valor de la concentracion debia figurar entre
el 80-120% del valor tedrico del patron preparado.

A1.4.2. Controles de calidad de las muestras

Los controles de calidad de las muestras fueron preparadas afiadiendo a plasma sin
producto, cantidades conocidas de Suxibuzona, Oxifenbutazona, Fenilbutazona y
estandar interno. Estos controles fueron colocados de forma intercalada entre las
muestras y su concentracion real fue determinada con la ayuda de la recta de calibracién
diaria. El valor de concentracion obtenido para estas muestras debia de encontrarse
entre el 75-125% del valor teérico del patrén preparado.

A1.5. Analisis del liquido sinovial

Para el analisis del liquido sinovial se ha utilizado el mismo método analitico que el
descrito y validado para el plasma, previa confirmacién de que no existian interferencias
debida a la matriz, utilizando controles con estandar interno para la cuantificacion de
Suxibuzona, Fenilbutazona y Oxifenbutazona.

En las figuras A-1 a la A-4 se pueden observar los cromatogramas obtenidos en los
blancos de plasma y a distintas concentraciones de Suxibuzona, Fenilbutazona y
Oxifenbutazona.
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Fig. A-1: Cromatograma obtenido de una muestra de plasma blanco de caballo.
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Fig. A-2: Cromatograma obtenido de una muestra de plasma blanco de caballo al que se le ha
afiadido el estandar interno (Indometacina).
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Fig. A-3: Cromatograma obtenido de una muestra de plasma blanco de caballo al que se le han
afiadido la concentracion de 0.5 pug/mL de Suxibuzona, Fenilbutazona y Oxifenbutazona.
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Fig. A-4: Cromatograma obtenido de una muestra de plasma blanco de caballo al que se le han
afiadido la concentracion de 25ug/mL de Suxibuzona, Fenilbutazona y Oxifenbutazona.
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A2. VALIDACION ANALITICA

Para la validacion del método de andlisis cromatografico de Suxibuzona,
Fenilbutazona y Oxifenbutazona se han determinado los siguientes parametros:

- Linealidad

- Precision y exactitud intra-dias
- Precision y exactitud inter-dias
- Limite de cuantificacién

- Especificidad

- Estabilidad

- Recuperacion

A2.1. Linealidad

Para establecer la linealidad, se ha calculado la ecuacidn de la curva de calibracién
entre el cociente de areas (substancia test/estandar interno) frente a la concentracion
tedrica de la substancia test por regresion lineal de minimos cuadrados ponderando por
1/x2.

Se calculd el coeficiente de correlacién para cada curva en el rango de
concentraciones siguientes: 0.2-50 ng/mL para Suxibuzona vy 0.1-50 ng/mL para
Oxifenbutazona y Fenilbutazona (Tablas A-1, A-5 y A-9) y la exactitud para cada
concentracion utilizada (Tablas A-2, A-6 y A-10).

A2.2. Precision y exactitud intra-dia y entre-dias

La precision refleja la variabilidad en los resultados obtenidos en el anélisis de las
muestras de la misma concentracion dentro del mismo dia y en distintos dias siguiendo el
mismo método.

La exactitud refleja la proximidad entre el valor medido y el tedrico.
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La precision y la exactitud del método se expresan como el coeficiente de variacion
(C.V. %) y la media del error relativo (e%) de los valores obtenidos en el mismo dia (intra-
dia) o en diferentes dias (entre-dias).

La precision y la exactitud se determinaron a partir de los controles de calidad a tres
concentraciones diferentes en tres dias distintos, realizandolos por quintuplicado el
primer dia y por triplicado los dias segundo y tercero.

Los resultados obtenidos diariamente se engloban en las Tablas A-3, A-7 y A-11. En
las Tablas A-4, A-8 y A-12 se observan los resultados globales de los tres dias.

A2.3. Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion se corresponde con la concentracion méas baja de la curva
de calibracién cuya precision y exactitud es aceptable, siendo de 0.2 ng/mL para
Suxibuzona, 0.1 ng/mL para Oxifenbutazona y Fenilbutazona. Tal como se muestra en
las Tablas A-3, A-7 y A-11 en ningun caso los coeficientes de variacion ni la exactitud
calculada tuvieron una variacién superior al 20%.

A2.4. Especificidad

La especifidad del método fue verificada a lo largo del estudio mediante el anélisis del
plasma basal (blanco) de cada caballo.

No se detectaron interferencias significativas para Suxibuzona, Oxifenbutazona y

Fenilbutazona en los tiempos de retencion del plasma blanco obtenido de dos caballos
diferentes y analizado durante el proceso de la validacion.
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A2.5. Estabilidad

Durante el almacenaje, Suxibuzona, Oxifenbutazona vy Fenilbutazona fueron
estables en plasma a 25°C (aprox.). A fin de poder verificar dicha estabilidad en esas
condiciones se prepararon controles de calidad en plasma (de baja, media y alta
concentracion) y se almacenaron en las mismas condiciones que las muestras de
caballo. Los controles y las muestras se analizaron simultaneamente.

A2.6. Recuperacion

El método de recuperacion se calculd a diferentes concentraciones comparando
extractos de plasma.

El método de recuperacion para Suxibuzona, Oxifenbutazona y Fenilbutazona entre
0.1y 50 ng/mL fue del 76.6%, 70.7% y 72.6% respectivamente.

Estos valores fueron suficientes para la lectura de los limites de cuantificacion.

En las tablas siguientes se resumen los resultados obtenidos en la validacion:
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SUXIBUZONA
Linealidad
Tabla A-1
Curvan® 1 Curvan® 2 Curvan® 3
Concentracion | Concentracion Exactitud Concentracion Exactitud Concentracion Exactitud
tedrica medida e (%) medida e (%) medida e (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0.2 0.195 2.3 0.195 -2.2 0.208 4.0
0.5 0.53 5.6 0.54 7.5 0.48 -4.8
1 1.02 25 0.96 -3.6 0.88 -12.0
5 4.57 -8.6 4.84 -3.3 5.35 7.1
10 9.34 -6.5 10.12 1.2 9.89 -1.1
25 25.48 1.9 25.17 0.7 25.56 2.3
50 53.70 7.4 49.83 -0.3 52.25 4.5
Tabla A-2
Coeficiente de
Pendiente Interseccion correlacion
(r2)
| Curvan° 1 | Curvaentre 0.2 50 g/ 0.169 -0.020 0.995
[Cuvan®2 | Curvaentre02 50ngml | 0.180 | -0.023 |  09% |
| Curvan® 3 | Curvaentre 0.2 50 ng/mL | 0.185 | -0.031 | 0.994 |
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Precision y exactitud intra-dia (Suxibuzona)

Tabla A-3
Resultados dia 1:
Concentracion teorica Conc_entracpn Coeficiente de Exactitud
(mgimL) medida media DS. variacion (%) e (%)
0 (ng/mL) ° °
0.2 0.19 0.003 1.5 -6.0
5 4.67 0.06 1.2 -6.6
50 54.72 0.35 0.6 94
Resultados dia 2:
Concentracion tedrica Congentracpn Coeficiente de Exactitud
(ng/mL) medida media DS. variacion (%) e (%)
9 (my/mL) ° °
0.2 0.19 0.002 0.8 -4.2
5 494 0.03 0.7 -1.2
50 49.34 0.22 04 -1.3
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Resultados dia 3:

Concentracion tedrica Congentracpn Coeficiente de Exactitud
(/L) medida media DS. variacion (%) & (%)
0 (ny/mL) ° °
0.2 0.21 0.002 0.8 35
5 5.26 0.07 1.4 52
50 51.70 0.45 0.9 3.4
Precision y exactitud inter-dia (Suxibuzona)
Tabla A-4
Concentracion Cosficiente d Exactitud
Concentracion tedrica medida media D.S. vgﬁ ;gg:]e(o/? 23(00) l)J
(ny/mL) (ny/mL) ° °
0.2 0.20 0.01 5.1 22
5 4,96 0.30 6.0 -0.9
50 51.92 2.70 5.2 3.8
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ANEXO: METODO Y VALIDACION ANALITICA

OXIFENBUTAZONA
Linealidad
Tabla A-5
Curvan® 1 Curvan® 2 Curvan® 3
Concentracion | Concentracién Exactitud Concentracion Exactitud Concentracion Exactitud
tedrica medida e (%) medida e (%) medida e (%)
(ngy/mL) (ngy/mL) (ngy/mL) (ngy/mL)
0.1 0.104 38 0.104 38 0.101 1.0
0.5 0.43 -145 0.43 -14.3 * *
1 0.91 -9.0 0.92 -8.0 0.93 -7.3
5 4.84 -3.2 4.44 -11.2 4.31 -13.7
10 10.24 2.4 10.41 4.1 9.65 -35
25 27.64 10.6 28.10 12.4 27.50 10.0
50 54.98 10.0 56.61 13.2 56.77 13.5
Tabla A-6
Coeficiente de
Pendiente Interseccion correlacion
(r?)
| Curvan° 1 | Curva entre 0.1 50 ng/mL 0.222 -0.015 0.990
| Curvan° 2 | Curva entre 0.1 50 ng/mL | 0.226 | -0.018 | 0.986 |
[Cuvan®3 | Cuvaentre 01 50ngml | 0.240 | -0.022 | o099 ]
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ANEXO: METODO Y VALIDACION ANALITICA

Precision y exactitud intra-dia (Oxifenbutazona)

Tabla A-7
Resultados dia 1:
Concentracion tedrica Conqentracpn Coeficiente de Exactitud
(mg/mL) medida media DS. variacion (%) e (%)
" (ng/mL) : :
0.1 0.10 0.001 1.2 4.0
5 4,90 0.07 15 -2.0
50 56.13 0.55 1.0 12.3
Resultados dia 2:
Concentracion tedrica Conqentracpn Coeficiente de Exactitud
(mg/mL) medida media DS. variacion (%) e (%)
9 (ng/mL) ° °
0.1 0.11 0.002 2.2 6.7
5 4.50 0.03 0.7 -10.1
50 56.28 0.25 0.4 12.6
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ANEXO: METODO Y VALIDACION ANALITICA

Resultados dia 3:

e Concentracion - )
Conce(ntrallzi? tedrica medida media DS (i/c;eﬁ;‘;c&?grt]e(g/e) E)éa(c;yt;Jd
"9 (ng/mL) ° °
0.1 0.10 0.001 0.6 2.7
5 4.44 0.01 0.1 -11.1
50 56.15 0.55 1.0 12.3
Precision y exactitud inter-dia (Oxifenbutazona)
Tabla A-8
Concentracion teorica Congentracpn Coeficiente de Exactitud
(ny/mL) medida media DS. variacién (%) e (%)
9 (my/mL) ° °
0.1 0.11 0.002 2.0 47
5 4.61 0.25 54 1.7
50 56.19 0.08 0.1 12.4
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ANEXO: METODO Y VALIDACION ANALITICA

FENILBUTAZONA

Linealidad
Tabla A-9
Curvan® 1 Curvan® 2 Curvan® 3
Concentracion | Concentracion Exactitud Concentracion Exactitud Concentracion Exactitud
tedrica medida e (%) medida e (%) medida e (%)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0.1 0.104 35 0.104 43 0.101 1.4
0.5 0.43 -13.3 0.43 -14.0 * *
1 0.91 -8.6 0.85 -145 0.87 -13.1
5 477 -4.6 4.29 -14.2 4.48 -10.5
10 10.15 15 11.04 10.4 10.21 2.1
25 27.65 10.6 28.33 13.3 26.70 6.8
50 55.43 10.9 57.32 14.6 56.61 13.2
Tabla A-10
Coeficiente de
Pendiente Interseccion correlacion
(r2)
| Curvan° 1 | Curva entre 0.1 50 g/l 0.216 -0.015 0.990
[Cuvan®2 | Cuvaentre 0.1 50ngml | 0.209 | -0.020 | o979 |
| Curvan® 3 | Curvaentre 0.1 50 ng/mL | 0.210 | -0.019 | 0.989 |
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ANEXO: METODO Y VALIDACION ANALITICA

Precision y exactitud intra-dia (Fenilbutazona)

Tabla A-11
Resultados dia 1:
Concentracion tedrica Conqentracpn Coeficiente de Exactitud
(mg/mL) medida media DS. variacion (%) e (%)
0 (ng/mL) ° °
0.1 0.11 0.003 2.6 5.6
5 484 0.07 15 -3.3
50 56.87 0.58 1.0 13.7
Resultados dia 2:
Concentracion tedrica Congentracpn Coeficiente de Exactitud
(mg/mL) medida media DS. variacion (%) e (%)
" (ng/mL) : :
0.1 0.12 0.004 3.0 15.3
5 4.60 0.03 0.7 -8.1
50 57.25 0.11 0.2 14.5
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ANEXO: METODO Y VALIDACION ANALITICA

Resultados dia 3:

Concentracion teérica Concentracion . ,
il medida media DS Coeficiente de Exactitud
(ng/mL) (mymL) e variacion (%) e (%)
0.1 0.10 0.004 39 37
5 5.10 0.14 27 2.1
50 55.84 0.12 0.2 117
Precision y exactitud inter-dia (Fenilbutazona)
Tabla A-12
Concentracion Coeficient q Exactitud
Concentracion tedrica medida media D.S. oe ICI-PTn eo/ ¢ xaco/l .
(ny/mL) (mymL) variacion (%) e (%)
0.1 0.11 0.01 5.4 8.3
5 4.85 0.25 52 -3.1
50 56.66 0.73 1.3 13.3
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