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Introduccion ¥ Objetivos

1. INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

Hasta hace pocos afios, se prestaba muy poca atencidn al efecto de la forma
farmacéutica en la que estaba contenida un principio activo, podia tener sobre la accion
terapéutica de éste. Se pensaba que s1 el firmaco se encontraba presente en la cantidad correcta
v no contenia impurezas, la preparacion resultante tenfa gue ser efectiva, Esto no siempre es el
caso y exsie evidencia que la forma farmacéutica puede afectar profundamente 1a accidn
farmacologica, En la actualidad se sabe que ¢l micio, la intensided y 1a duracién de la respuesta
terapéutica producida por Ia mayoria de los medicamentos cstdn sujetos a grandes variaciones
dependiendo tanto de factores inherentes al sistema bioldgico como a la forma farmacéutica,
por lo que es necesario llevar a cabo otro tipe de prucbas para garantizar la equivalencia
terapéutica entre productos confeniendo ¢l mismo principio activo.

La ghbenclamida es un firmaco ampliamente utifizado para el trataruento de la
hipoglucemia que actia estimulando Ja liberacién de insuhina a partir de las células pancredticas
beta

La ghibenclannda es poco soluble en agua y existen reportes donde se evidencia que
presenta problemas de absorcidn (1).

Considerando que en la actualidad existen en nuestro pajs diferentes marcas
comerciales contemiendo esté firmaco v que también es comercializado por Farmacia de
Similares, se llevo a cabo ¢l sigwente trabajo cuyos objetivos fueron:

a0 Conocer la equivalencia farmacéutica de los medicamentos conteniendo
glibenclamida existentes en el mercade nacional.

o Evaluar el perfil de disolucidn de los lotes conteniendo esté fArmaco.
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el sitio de absorcion, en otras palabras, la velocidad de disolucion frecuentemente es el paso de

velocidad limitante, como se observa en la signiente secuenciz (2):

Farmaco en
forma sohida

Disolucion

Farmaco en
solucion

Absorcion ]

"

Figura No.l Paso limitanfe de una
forma farmacéutica en el organismo.

Farmaco
absorbido

Dado a que el proceso de disolucion antecede al proceso de abseroion, cualquier factor que

afecte Ia velocidad de disolucion tendrd también influencia en la velocidad de absorcién y por

1o tanto puede afectar &l mmicio de la Tespuesta biologica (2).

Las aphicaciones principales de una prueba de disolucién son:

O Prueba fisicoquimica rutinana de control de calidad, el cual es un indicador sencillo v

eficaz de las buenas pricticas de fabricacidn, indicandonos si la materia pnima 6 el proceso

de produccion estan controlados. Bs por ello que las pruebas de disolucion farmacopeicas

tienen un objetivo cuantitativo (3,4,5}

T Durante e desarrollo de productos, siendo posible determmnar o evaluar ia posible

interferencia de excipientes o del método de fabricacion, liberacién y disolncidn del

principio activo a pariir del medicamento.

o  Los perfiles de disolucidn obtenrdos durante los estudios de desarrolio del medicamento

son titiles para mtentar establecer correlacion de pardmetros de disolucién “m vitro” con

resuitados de biodisponibilidad, a efecto de establecer la bicequivalencia de productos
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genéricos.
o EBn el dreag de investigacion, para productos que actuzlmente no estin sujetos a la norma de
o disolucién farmacopeica como las suspensiones, supositorios, productos veterinaros,

et (3,4,5).
2.2 Especificaciones de disolucién {0.7).

Las especificaciones de disolucién “in vitro” se establecen para asegurer la consistencia
de lote a lote y para identificar problemas potenciales de biodisponibilidad. Las
especificaciones de disolucién deben basarse en:

+ Lotes a los que se les ha realizade 1a prueba de biodisponibilidad o bivequivalencia v la
disolucién refleja 1o que sucede *“1n vivo”.

« Expenencia obtenida durante e] proceso de desarrollo del firmaco y el desempefio
“In-vitro” de los lotes de prueba.

1- Existen tres categorias de especificaciones  de disolucién  para  produclos
farmacéuticos de liberacién inmediata, los cuales son:

« Especificaciones de un solo punto comeo prugba de control de cahdad rutinana. Esto se lleva
a cabo para productos farmacéuticos sue se disuelven ripidamente y que son altamente
solubles

« Especificaciones de dos puntos. Estas s realizan con el {in de caracienzar la calidad del
preducto farmacéutico para cierto tipe de productos farmacéuticos (productos de lenta
disolucién y poco solubles en agua, como carbamazepina).

»  Comparacion de perfiles de disolucion Esia prueba se lleva acabo con el fin de aceptar la
semgjanza entre los productos analizados asi como para exentar de los estudios de

bicequivalencia a potencias mas bajas de la musma formulacion.



Generalidades.

2 - Una vez que las especificaciones para el aseguramiento de la calidad lote por lote se
publican en la USP (Farmacopea de los Estados Unidos de América) éstas se convierten ¢n las
especificaciones oficiales para todos los productos subsecuentes con el mismo activo. En
general, estos estindares de disolucion compendiados no son perfiles sino pruebas de
disolucién de un solo punto.

3.~ Las especificaciones se confirman evaluando el perfil de disolucién del producto

farmacéutico genérico a partir de un estudio de bioequivalencia $i la disolucion del producto

genérico es sustanciaimente diferente que 1o del medicamento de referencia y los daios “m-

vivo™ son aceptables, debe establecerse una especificactén de disolucién distinta para el

producto genérico. Una vez establecida la especificacion de disolucion, el preducto
farmacéutico debe cumplir con esa especificacion durante su vida de anaquel
Para el caso de fairmacos nuevos, €s necesano establecer las caracteristicas de la
disolucidn del producte farmacéutico v debera desarrollarse con base 2 12 solubihidad, el pKa
del farmaco v a diferentes pH
Los métodos para establecer las pruebas de disoluctén para producios genénicos son las
siguientes

« Prueba de disolucién dispenible en la USP 6 FEUM 7' edicion para productos
farmacéuticos.

s Prueba de disolucién disponible en la USP para productos farmacéuticos. prueba de
disolucién para productos farmacéutcos, prueba de disolucion para productos
farmacéuticos meluidos en Ja lista de referencia disponible para el plblico

o Prueba de disolucién no dispomble en la USP para productos farmacéuticos meluidos en la

hsta de teferencia no disponible para el piblico
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En: algunos casos especiales se emplea la prueba de disolucién de dos puntos. Esto
generalmente se lleva a cabo con firmacos poco solubles en agua, 2 fin de asegurar el
desempefio del producte “in-vivo™. De manera alternativa, puede emplearse un perfil de
disolucién con propositos de control de calidad (6,8)

Cuando se quiere reahzar una prugba de disolucién de dos punios, necesarios para reflejar
con mayeor exactitud las condiciones fisiologicas del tracto gastrointestinal, puede emplearse
una prueba de disolucién de dos mveles en fluido gastrico sunulado con y sin pepsma ¢ en
fludo intestinal simulado con y sin pancreatina, 2 fin de evaluar lz calidad del producto lote por
lote, slempre vy cuando se mantengz la bioequivaiencia.

Con base en lo antentor a 1a fecha se considera que la disolucién es un parérnetre muy
1myortante para ¢! control de calidad de los medicamentos.

Asi mismo, se sabe que para gue un farmace pueda ser absorbido es necesarie que pase
través de las membranas, es por ello que en los Gltimos afios se ha propuesto la sigwiente
clasificacion biofarmacéutica tomando como base la solubildad v permeabilidad de un
farmaco(9):
¢ Caso 1: Farmacos con altz solubilidad - alta permeabilidad.

e (aso 2: Frmacos con baja solubilidad — alta permeabilidad.

e Caso 3: Firmacos con alta selubilidad - baja permeabilidad.

e Caso 4. FArmacos con baja solubilidad — baja permeabihidad.

Esta clasificacion puede utilizarse como base para sstabiecer especificaciones de disclucion

“in vitro” y puede asimismeo proporcionar una base para predecir la probabilidad de obtener una
correlacién “in-vitro — in-vive” &xtitosa. La solubilidad del fanmaco se determina disolviendo la
miaxima dosis contenida en una forma farmacéutica er 250 mL de solucién amortiguadora
ajustada a un pH entre 1.0 ¥ 8 0 Una sustancia farmacéutica se considera altamente soluble

cuzando el volumen de solucion para solubihizar fa dosis es menor o igual que 256 mL Los
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farmacos de alta permeabilidad son generalmente aquellos con un grade de absorcion mayor de
90%.

Para aquéllos farmacos de alta solubilidad, alta permeabilidad en que dado que el
tiempo del vaciamiento gastico es de 15 min. a 20 min en condiciones de ayuno existe un
tiempo medio de vaciammento géstrico, en dénde el 85 % del firmaco se disuelve en
HCL 0.1 N en que a los 15 minutos no tendréd problemas de biodisponibilidad. $1la disolucién
es més lenta que el vaciannento gsirico, se recomienda un perfil de disolucidn a diferentes
tiempos uhlizando diferentes medios de disolucion.

En el caso de farmacos de baja solubilidad / alta permeabilidad, la disolucion del
farmaco s el paso Jirmtante para la absoteién. Para aquélios productos farmacéuticos que se
encuentran en estd categoriz, se recomienda realizar el perfil de disolucion en diferentes medios
de disolucién. En cuanto a los firmacos de alta soluhilidad / baja permeabilidad, la
permeabilidad es el paso de control de velocidad y es dificil de encontrar una prueba de
disolucién que permita reflejar lo que sucede “m vivo”. Los firmacos de baja soiubilldéd / baja
permeabilidad presentar: problemas para su liberacion de una forma farmacéutica y para su
absorcidn por via oyal
2.3 Comparacién de perfiles de disolucidn (6,7,8.9)

£in fechas recientes, los perfiles de diselucidn han sido utthzados para evaluar los
sigwienies cambios:

Escalamiento
Cambios en el sitio de fabricacion.

Cambios de componentes y composicion.
Cambio ¢n eguipos y proceso.

i
2
3
4

Con el fin de demostrar el comportammento de disolucidn entre los lotes que se

comportan de forma similar conocidos como factor de diferencia y factor de simihitud, los

cuales se muesiran a continuacion
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fi={{ZwinRe-Te]]/[Ee=1nRe]} v 100
donde n es el mimezo de puntos en el tiempo, R1 es ¢l valor de disolucidn del lote de referencia
en el tiempo t, Tt es el valor de disolucién del lote de prucba en el tiempo t.

El factor de similitud (f 2} es una transformacion logaritmica de fa raiz cuadrada
reciproca de la suma del error cuadrado, y es una medicién de la similitud en el porcertaje (%)
de disolucidn entre las dos curvas (6,7):

£,=50 log {[1+(1/m) T t=1n (Rt Tt)" ] 5 x 100 }

Se considera que las curvas son sumilares, cuando el vaior de {1 al aproxamarse a cero y
el valor de 2 se cerca a 100. Por lo general, valores de f1 de hasta 15 (0-15) y valores de f2
mayores de 50 (50-100), aseguran Iz igualdad o equivalencia de Ias dos curvas y, en
consecuencia, del comportamiento de los productos de prueba y de referencia. Para el calculo
de £2 se deben utilizar valores promedio del % disuclto de cada medicamento, siempre v
cuando el coeficiente de varacion del primer fiempo de muestreo sea nienor o iguala 20% y
que los valores de % de CV. De subsecuentss tiempos sean menores o 1guales al 10%. En caso
de que la variabilidad sea mayor que la especificada sélo en el medicamento prueba se
considera no similar. St ambos tienen una variabilidad mayor, se debe utilizar otra prucba
estadistica.

Esté método es modelo imdependiente v es el més adecuado para la comparacitn de
perfiles de disolucién cuando se cuenta con mds de tres tiempos de muestreo. Como sugerencia
adicional, también deberian considerarse las siguienies recomendaciones:
¢ Lasmediciones de disolucién de los lotes de prueba y de referencia deben reahizarse

exactamente en las mismas condiciones. Los iempos de muestreo de disolucion para ambos

perfiles deben ser los mismos.
e Sdlo debe considerarse una medicién después del 85% de disolucién de ambos productos.

«  Para permitir el uso de datos promedio, €] porcentaje del coeficiente de variacién en el
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prmer iiempo de muestreo no debe de rebasar el 20%, mientras que los otros puntos en ¢l
tiempo no deben ser mayores que el 10%,
» Los valores promedio de disolucién para Rt pueder: obtenerse ya sea de:

1. Elultimo lote de referencia.
2. Los dltimos dos 6 mds lotes de referencia consecutivamente fabricados.

» En casos en que la vanacion dentro del lote es mayor que 15% CV, se recomienda utilizar
ur: método modelo independiente, para la comparacién de perfiles de disolucién. Se
sugieren 1os siguientes pasos:

1. Determiner los limites de similitud en términos de la distancia estadistica multivariable
basadas en las diferencias de disolucién inter-lotes con rtespecto a los lotes de
referencia

2. Estimar la distancia estadistica multivariable entre las disoluciones promedio de prueba

v de referencia.

3. Comparar el limite superior dei mtervalo de confianza con €] limite de similitud. El lote
de prueba se considera similar al lote de referencia si el limite superior del intervalo de
conflanza es menor o igual que el limite de simulitud.

2.4 Correlacidn “in vivo —in vitro™ {10,11,12)

Productos con caracteristicas de disolucién equivalentes al estindar o a la forma de
dosificacién por comercializar. Los lotes futuros deberan ser equivalentes entre si. Este enfoque
puede verse como la verificacion de los lirmtes marcados en fas especificaciones de disolucion.
L as especificaciones de disolucién del producto se establecen utitizande un enfoque de mapeo,
en ef que se proporcionard la méxima probabilidad de asegurar la estzbilidad, calidad y
comportamento del producto. Dependiendo de la cantidad de productos evaluados, el estudio
de mapeo puede proporcionar informacién sobre las correlaciones “in-vitro — in-vivo” y/o sobre
una relecién de orden jerarquico entre los datos “in-vitro - in-vivo™ (6,7)

El mapeo se define como un proceso para determinar la relacion entre las variables de

17
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fabricacién criticas y una superficie de respuesta derivadas de un perfil de disolucién “in-vitro”
y de un conjunto de datos de biodisponibilidad “in-vivo™. Las variables de fabricacion criticas
incluyen cambios de fc;nnu_lacién, proceso, equipo, materiales y métodos para el producto
farmacéutico los cuales pueden afectar de manera significativa la disolucién. La meta es
desarrollar especificaciones de producto que aseguren la bioequivalencia de lotes futuros

preparados dentro de los limites de especificaciones de disolucién aceptables. Se dispone do
varios disefios experimentales para estudiar la influencia de las variables de fabricacién criticas

en ¢l comportamiento del producto. Uno de los enfoques para examunar y evaluar el proceso de
mapeo incluve (6,7):

s Preparar dos o mis formulaciones utilizando Ias variables de fabricacidn criticas para
estudiar sus caracteristicas de disolucidn “in-vivo™.

«  Probar los productos con las caracteristicas de disolucion més répidas y mas lentas junto
con &l estindar o la forma de dosificacidn por comercializar en pequefios grapos de sujetos.

Ademés de las pruebas de control de cahdad rutinarias, las pruebas de disolucidn
comparativa s¢ han empleade como sustituto de un estudio de bioequivalencia para una forma
de dosificacién determinada. Un perfil de disolucion debe generarse y evalvarse whilizando los
métodos descritos en fa “comparacién de perfiles de disolucién™
Para productos y farmacos de cinética lineal, o1 estudio de bioequivalencia puede realizarse
con 1a potencia mas alta, el cual requerird la prueba de perfil de disolucion.

25 Aparatos y condhciones para llevar a cabo las pruebas de disolucidn (1,6,7,9,13,14).

A continuacion se resumen los aparatos mas utilizados v Ias condiciones necesarias para
llevar a cabo esta prueba:

Los métodos mas comunes para llevar a cabo las pruebas de disolucion som

» Eimétodo de canastilla (Aparato 1).
+ El método de paleta (Aparaio 2).

Estos dos métodos son sunples, Tobustos, bien estandarizados y empleados para (odas
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las pruebas de disolucion. Asimismo, tienen la suficiente flexibilidad para permitir la
realizacidn de pruebas de disolucidén a una variedad de productos farmacéuticos. Sies
necesario, pueden considerarse otros aparatos, como el cilindro reciprocante (Aparato 3) y el
sistema de celda de flwyo (Aparato 4) descritos en la USP. Estas metodologias u otras
alternativas / modificaciones deben considerarse sobre la base de su probada superioridad para
un producto en particular. Estos apavatos pueden utilizarse con muesireo manuai o con
procedinuentos automatizados. El equipo v la metodelogia de disolucién deber incluir las
instrucciones de operacida relacionadas con el producto

Los aparatos 3 y 4 rara vez se utilizan para evaluar la disolucién de productos
farmacéuticos de liberaci6n mmediata

El aparato 4 también puede adoptarse para un cambio en ¢l medio de disolucidn durante
la prueba de diselucion

Medio de disolucién. Las pruebas de disolucién deben llevarse a cabo de ser posible,
bajo condiciones fisioldgicas, con el fin de poder :nterpretar los datos de disolucién con
respecto al comportamiento “in-vive” del producto. S embargo. no es necesano usar la
adherencia estricta al ambiente intestinal en las pruebas de disolucidn rutinarias. Las
condiciones de prueba deben basarse en las caracteristicas fisicoquinitcas de la sustancia
farmacéurtica y en las condiciones ambientaies a las que las formas de dosificacién podrian
exponerse para una posterior administracion oral. El volumen del medio de disolucién
generalmente es de 500, 900 o 1000 mhilitros.

Las condiciones “sink” son deseables pero no obligatonas, Para sumalar el fluido
intestinal, debe emplearse un medio de disolucidn con un pH de 6.8. Un pH mayor debe
justificarse caso por caso v, en general, no deberd exceder un pH de 8.0. Para simular flurdo

gastrico, debe ulilizarse un medio de disolucién con unpH de I 2, sin enzima. La necesidad
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de emplear enzimas debe evaluarse caso por caso. Experiencias recientes con capsulas de
gelatina indican que podria ser necesario utilizar enzimas {pepsina con fluido gastrico
simulado v pancreatina con fluido intestinal) para disolver pelicnlas, de manera que se pueda
disolver el firmaco El us0 del agua como un medio de disolucién es una de las mds empleadas
parz condiciones de la prueba de disolucién debido al pH y la tension superficial, aunque puede
variar el medio de disolucién debido a la influencia de los princip10s activos y excipientes En
el caso de los productos farmacéuticos insolubles o escasamente solubles en agua, s¢
recomienda el uso de un agente tensoactivo. La necesidad de una gente tensoactivo debera
justificarse. No se recomienda el uso de un medio hidroalcohdhico.

Las pruebas de disolucién deben llevarse a cabo en condiciones moderadas, empleando
el método de carastilia a 50/100 r.p.m 6 el método de paleta a 30/75 rp.m., en mtervalos de 15
minutos, para generar un perfil de disolucidn. Para productos de rapida disciucién, puede ser
necesaric generar un perfil adecuado haciendo un muestreo en intervalos de 5 o 10 minutos
Para productos farmacéuticos que se disuelven rapidamente y que son altamente solubics, una
especificacion de disolucidn de un solo punte de 85% (Q=80%) en 60 minutos 0 menos es
suficiente como prueba de control de calidad rutinaria para asegurar la umformidad de lote 2
lote. Para farmacos de lenta disolucién o poco solubles en agua, se recomienda una
especificacidn de disolucién de dos puntos, uno a ios 15 mmutos para incluir un rango de
disolucién v el otro en un momento postenor (30, 45 o 60 minutos) a fin de caracterizar la
calidad del producto. Se espera que &l producte cumpla con las especificaciones de disolucidn
a lo largo de su vida de anaquel S1 las caracteristicas de disolucidn del producto farmaceunco
cambian con ¢l tiempo, entonces la decision de si las especificaciones deben alierarse o no
dependera de ia evaluacion de la bioequivalencia del lote piloto. Para dernostrar ia
equivalencia de lote a lote del producto después del escalamiento, los perfiles de disolucion

deben permanecer comparables a aquellos dei lote aprobado o a los del lote o lotes de pruebas
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cifnicas piloto.

Temperatura. Las pruebas deberdn realizarse a 37 0.5 °C. El uso del aparato 3 permite
cambiar con facilidad el medio.

FH Elmétodo de canastilla y paleta puede utilizarse para realizar pruebas de disolucion

en las que utilizan medios con pH diferente.

Agitacién. En general, deben mantenerse condiciones de agitacién moderadas durante
1as pruebas de disolucién para permitr un peder de discrimmacion maximo y deteciar
productos con un pobre comportamiento.

Calibracién Estos deberan calibrarse al menos dos veces 2l afio o bien cuédndo se
cambia de lugar el equipo. En algunos casos, un cambio de canastilla a paleta o viceversa
puede requerir calibracion.

Todos los productos v formutaciones farmacéuticas son sensibles al aire disuelto en ¢l
medio de disolucion y requerird desgasificasion.

2.6  Cahficacion del aparato y vahdacidn de la metodologia de disolucion: g2

Para calificar el aparato v validar la metodelogfa de disolucion se requiere llevar a cabo
las siguientes pruebas:

Prueba de adecuabilidad del sistema utilizando calibradores.
Desgasificacién.
Vahdacion entre los procedimientos manual y sutomético.

Yahdacién del método anakitico para cuantificar el finmaco en el medio de disolucidn a ser
ermpleado.

b e

Esto debe incluir todos los pasos y procedimientos apropiados de 1a validacion de métedos

analiticos.

27 Uso dela prueba de perfil de disolucion en México y medicamentos genericos {25):
En México fue hasta 1997, en que ¢} Congreso aprobé las reformas que marcatian las

pautas para los medicamentos al introducir en Ia legislacién Ia obligatoriedad de la
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denominacién genérica para el uso, comercializacién y prescipcion.

Precisamente en Junio de 1997 la Secretaria de Salud cred la Nomma de emergencia
NOM-EM-003-S8A 1-1998 siendo publicada en €l dianio oficial del 25 de Marzo de 1998. En
dénde se.cstablecieron los criterios y requisitos de las pruebas, para demostrar la
intercarbiabilidad y requisitos que deberan sujetarse los laboratories tercercs autorizados para
1a realizacidn de las prucbas. Posteriormente la Norma de Emergencia fue sustituida por 1a
Norma Oficial Mexicana NOM-177-SSA-1-1998 publicada en el Diano Oficial el dia 26 de
Enero de 1999 demostrando la intercambiabilidad de medicamentos, cuya version fue
modificada el 7 de Mayo de 1999
A continuacién se presentan la lista de formas farmacéuticas sélidas que requieren de la prueba
de perfit de disolucién para demostrar su intercambiabilidad:

0 Acido acetilsalicilico, Acido asedrbico, Acido flico, Aloputinel, Ambroxol,

Bromhexina, Bezofibrato, Bufilhiosima, Clortalidona, Dimenhidnnato,

Penazopiridina, Furosemida, Tndometacina, Ketoprofeno, Loratadina, Metamizol,
Metocarbamol, Naproxeno, Omeprazol, Paracetamel, Ranitidina, Sulindaco.

2.8  Monografia de la ghibenclamida (16,17,18,25)

¢ Propedades quinmcas de Ja ghbenclamda:

Estructura:
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50,-NH-CO-NH

CO-NH-CH,CH,
D-CH,

Cl

Figura No.2 Estructura Quimica de la Glibenclamida

+ Nombres quimicos®

. 5-Cloro-N—[2-[4-[{{(ciclohexilamino)carbomi]amino]sulfony]]fenil}en‘l]-}
metoxibenzamida.

s 1-{fp-[2-(5-cloro-o-anisamido)etil feniljsulfonil]-3-c iclohexilurea

o N-[4-(B-(2-metoxy-5-clorobenzamida)-etil)-benzosulfoml}-N -ciclohexilurea

¢ N'-[4-[B-{2-metoxi-5-clorobenzoamine)eti]]-benzenosutfomi]-N2-
ciclohexilurea.

»  1-{4]2-(5-Cloro-2-metoxibenzamido)etil]hencensulfonil}-3-ciclohexilurea

¢  Sinommos: Glibenclamida; Glibunda, Glicbenzeyelamida

» Nombres comerciales:  Dzonil; DiaBeta; Evglucon; Libam!; Malix; Miglucan.

Formula condensada, CaaH2CIN3OsS

e Peso Molecular: 494.01 g/ mol.

« Punto de fusidn® De 169° a 170°; asi como también esta reportado de
17292 174°.

e Solubihdad: Ligeramente soluble en agua y éter, soluble en solventes

Organicos, ligeramente soluble en aloohol. Se disuelve en
sotuciones alcalinas.

= Constante de disociagién {(pKal: 5.3

« Espectro al UV: En .01 de HCT en metanol muestra méximos de
229.4 nim {A=600), 275 nm {A=29.6) y 300 4 nm (A=63.5). En
NaOH 0.1 M, el espectro muestrz un méximo de 226 nm
(A=480), 274 nm (A=23) y 300 nm (A=53}.Ver figura 3.
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2.9  Farmmacologia (16,19).

En contraste con los estudios sistémicos que condujeron al aislamiento de la insulina,
Ias sulfonilureas se descubrieron de manera accidental. En 1942, Janbon y colaboradores
notaron que algunas sutfonilureas cansaban hipoglucemia en animales de experimentacién, por
1o que 1a F-butil-3-sulfonilurea {carbutamnida) se convirtié en la primera sulfonilurea atil en el
tratamiento de la diabetes, Mas tarde esté firmaco se abandond debido a las reacciones
adversas sobie la médula dsea. A prineipio de 1950, se utilizo la folbutarmida, en swetos con
diabetes no insulodependientes. Desde esa época se han usado unos 20 compuestos de esta
¢lase en todo el mundo.

Los miembros de este grupo de medicamentos son arilsulfonilureas sustituidas. Difieren
por sustituciones en la posicidn —para- del anilio benceno, y en un residuo de nitrégeno de la
mitad de urea. El primer grupo de las sulfonilureas in¢luye tolbutamida, acetohexamida,
tolazamida y clorpropamida. Con lo que respecia al segundo grupo estos son la
ghburida[glibesnclarmda], glipizida y ghclazida los cuales son mucho més potentes que los
farmacos del primer grupo.

La concentracidn de receptores de insulina zumenta en monocitos, adipocitos y
eritrocitos en personas con diabetes no insulodependientes que reciben hipoglucemiantes
orales Las sulfonilureas aumenta el efecto de la msulina en células en cultivo y estimula Ia
sintesis de transportadores de glucosa. También se ha demostrado que suprimen la
gluconeogénesis hepdtica; de cualquier modo, no ests claro si éste es un efecto directo del
medcamento o un reflejo del aumento de la sensibilidad a ta insutiva. Avin cuando es posible
demostrar acciones extra-pancréaticas de las sulfonilureas, tienen importancia ¢linica menor en

fa terapéutica de individuos con diabetes no insulodependientes.
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FARMACODINAMIA (16,17,20,.21).

La glibenclamida reduce valores de glucosa en sangre, mediante la estimulacion de la
liberacién de insulina por células beta funcionales en el pancreas. Después de la administracion
prolongada, los efectos hipoglucémicos del firmaco se relacionan con efectos
extrapanct éaticos, incluyendo posiblemente reduccién de la produccidn basal de glucesa
hepatica y aumento de la sensibilidad periféricz a la insulina. Esto dltimo resulta por el
aumento del niimero de receptores de insulina o por cambios en los acontecimientos
subsecuentes a la unidn de insulina.

La administracion aguda de sulfonilurea a pacientes con diabetes no insulodependientes
aumenta la liberaci6n de msulina desde el pancreas. Las sulfonilureas también pueden
incrementar las cifras de insulina al redugir la depuracién de la hormona en el higado. En el
transcurso de los meses iniciales de la terapéutica con sulfonilurea, hay aumento de jas
concentraciones plasmaticas de insulina en ayuno, asi como de las respuestas con insulina ante
exposicidn a glucosa por via oral. Con la administracién crénica, la insulina conserva cifras
plasméticas reducidas de glucosa, lo cual permite que [a insulina circulants tenga efectos mas
pronungciados sobre tejidos blandos, ¥ con el hecho de que Ja hiperglucerma crénica en sf altera
la secrecion de insulina.

FARMACOCINETICA (16,17,20,21).

Después de ser administrado por via oral, la ghbenclamida se absorbe casi
completamente en el tracto gastrointestinal. Su accidn inicia dentro de las primeras dos horas;
mientras que los efectos hipoglucémicos maxinos se presentan despues de 3 a 4 horas. Los
alimentos disnunuyen su absorcion.

E1 99 % de ta glibenclamida se encuenira unida a proteinas plasmaticas. El volumen de
distribucion es de 0.20 + 0.11 L/Kg.

La glibenclamida se metaboliza completamente por el higado a metabolitos wacihivos.
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Se han identificado dos metabolitos hidrolizades y un tercero no especificado que carece de
actividad hipoglucemiante significativa.

Su concentracién plasmética méaxima se alcanza a las 2 § 4 horas posteriores a su
administracion.

El 72% de la dosis se excreta por heces y ef 23 % se excreta por urina.

El tiempo de vida media promedio es de 4-10 & 1 horas (22).
CONTRAINDICACIONES Y PRECAUCIONES (20,23).

La glibenclamida estd contraindicada en pacienies con hipersensibilidad conocida a
sulfonilureas 6 tiacidas y en aquellos con células beta pancréaticas no funcionales. No se usard
en personas con quemaduras, acidosis, coma diabético, infeccidn grave, fraumatismo ntenso o
en pacientes que requieran cirugia mayor, ya que estos trastornos de estzés fisioldgico 1ntenso
requieren insulma para el control adecuado de 1a gluicemia.

La glibenclamida debera ser usada con precaucion en pacientes con insuficiencia
hepatica o renal y en aquellos con deterioro de la funcién suprarrenal, hipofisiaria o tiroidea.
INTERACCIONES (16,21,23).

El uso conjunto de ghbenclapmda con alcohol puede producir néusea, vémito, calambre
abdominales y cefalea. Su uso con anticoagulantes aumenta los valores plasmaticos de ambos
farmacos, y después de un tratamiento continuo los niveles plasmaticos y el efecto
anticoagulante. Se puede reducir el uso de cloranfenicol, guanetidina, insulina, inhimdores de la
MAQ, salicilatos o sulfonamidas puede aumentar el efecto hipoglucémico despiazando la
glibenclamida de sus sitios de unidn a las proteinas.

El uso simultines de glibenciamida con farmacos bloqueadores adrenergicos beta
puede aumentar el riesgo de hipoglucemia, enmascarar ios sintomas de aumento de pulso y de

presién arterial, prolongando sus efectos blogueando la gluconeogeénests.
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En el caso del tabaguismo se aumenta Ia liberacién de corticosteroides, por io que los
fumadores requerird una dosis mas altas de glibenclamida.

ADMINISTRACION Y DOSIS (16,17,21).

1.- La dosts diaria micial de 12 glibenclamida es de 2.5 a 5 mg, en tanto no se recomienda dosis
diarias mayores de 20 mg. Fn general 1a terapia con las sulfonilureas debe guiarse por la
respuesta del paciente en una forma individual, que ha de vigilarse con frecuencia.

2.- Algunos pacientes que toman glibenclamida pueden controlarse con eficacia, bajo el
régimen de una vez al dia, en tanfo que otros responden mejor e dosis fraccionadas.

La glibenclamida fiene efecto diurético, que puede ser til en pacientes con insuficiencia
cardiaca o cirrosis.

3 - Para mejorar ei control en pacientes se administre el firmaco dos veces al dia, generalmente
antes del desayuneo y cena.

1.a dosis letal media (oral) en ratas y ratones es de hasta 15 g/Kg. Mienfras que la dosis
letal media (intraperitoneal) en ratas es de 6.3 a2 8.4 g/Kg. Su duracién-de accion es de
24 horas.
USOS (16,17.21).

Para el tratamiento de la diabetes mellitus no insulodependientes {tipo 2), cuando los
miveles de glucosa sanguinea no puedan ser controlados adecuadamente z Iravés de la dieta,

gjercicio fisico v reduccidn de peso.
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NI,  PARTE EXPERIMENTAL.
34 Selecctén de productos.

Para el estudio, se seleccionaron 10 lotes, conteniendo 5 mg de glibenclamida como
{inico prmeipio activo, los cudles fueron adquiridos directamente en las farmacias de similares a
excepcion del producto del IMSS, el cudl fue donado por el Tmsmo. En la tabla 1 se presentan
los lotes estudiados.
A cada lote se le asigné una clave, la cudi fue empleada durante todo el estudio.

PRODUCTOS FARMACEUTICOS QUE SE UTILIZARON DURANTE EL
ANALISIS. (GLIBENCLAMIDA).

Tabla 1. Productos de glibenclamida en el que se realizd el estudio de disolucidn.

Condicidn Proveedor Fecha de caducidad | Presentacion al piblico
tider Lakeside 1/Ene/2002 Caja ¢/ 50 tabs.
lider Lakeside Caja ¢/ 50 tabs.
Similarazul | Chema 11/Nov/G0 Caja ¢/ 50 tabs.
Similar azul | BEST S.A. 08/Tun/2002 Frasco ¢/ 50 tabs
Simularrojo | Ind Quimica | 14/Ene/2001 Caja ¢/ 50 tabs,

Farm. Americanas
Aurrera Valdecasas 12/Ene/02 Frasco ¢/ 50 tabs.
Aurrera Valdecasas 23/Feb/02 Frasco ¢f 50 tabs.
TMSS Bruluart 16/Feb/01 Envase ¢/ 50 tabs |
Genérico 1 Silanes 27/0ct/20G1 Caja ¢/ 50 tabs.
Genérico | Silanes 14/Feb/2002 Caja ¢/ 50 tabs

3.2 Control de cahdad
3.2 1  Pruebas realizadas de control de calidad (1,16,24,26,27).

Ensayo de Identidad
Uniformidad de contemido.
Valoracidn

Tiempo de desintegracion.
Porciento de Friabilidad.
Dureza.

Variacion de peso.
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3.2.2  Reactives.

Sustancia de referencia de glibenclanmda. Con 99.95% de pureza.
Acido clothidrico. 1. T. Baker.

Metancl anhidro. J. T. Baker.

Agua destilada.

Agpua deionizada.

3.2.3 Eguipo
Balanza analitica. Sartorius, modelo AZ10P, serie-40040065.
Espectrofotdmetro. Schimadzu UV-1601, modelo-UV1601, serie-60121R.
Friabilizador ELECSA MOD.FE 30 A
Probador de dureza F P.L TN 112008 SICOMA. Schleumger.
Desmtegrador ELECSA MOD. FE 30 A,

3.2.4  Soluciones.

HC10.1 M en MeQOH (analisis guimico). En un matraz velumétnco de 1000 mi, colocar

8 ml de agua, v adicionar & 5 m! de 4cido clorhidrico, aforar con metanol.

Solucién del estandar de glibenclamida para el andlisis quimico. Pesar 10 mg de la
sustancia de referenciz a un matraz volumétnico de 160 ml. Agitar manualmente por 5 minutos
con S ml de HC1 0.1 en metanol, y llevar a volumen con HCI 0.1 en metanol. Obteniendo una
concentracion final de 100 pg / ml
32  Metodologia para las prueba de control de calidad.

3.2.2  Ensayo dedentidad.

o Preparacién de la solucion de referencia
Se pesaron 10 mg de Sustancia de referencia de glibenclarmda y se aford a 100 mL, con

solucion 0.1 M de HCl en metanol, para obtener una concentractén final de 100 ng Jml.

e Prepgracién de la solucion de la muesira

Moler hasta polvo fino no més de 20 tabletas de ghbenclamida, en el que s peso el
polvo obtenido para obtener una cantidad equivalente a 20 mg de glibenclamida, se transfirio a
un vaso de precipitados de 100 mL, se agregaron 40 mL de solucion 0.1 M de HCI en metanol,

se calentd Iigeramente durante 3 minutos y se centnfugé durante 5 rmnutos. El Hguido
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sobrenadanie se separd con una pipeta “pastewr” pasindolo a un matraz volumétrico de 260
mL, se repitio la extraccién con 3 porciones de 20 mL de solucién 0.1 M de HCl en metanol. Se
reunieron los exiractos combinados y se llevd al aforo con 0.1M de HCl en metanol, para
ohtener una concentracién final de 100 pg / mi.

[l espectro al UV de la muestra, deberd corresponder la solucidn de referencia,
utilizando celdas de 1 cm v solucién 0.1 M de HCI en metanol como blanco de ajuste.

3.3.2 Uniformidad de contenido.

e Preparacién de la solucion de referencia.
Pesar 10 mg de la sustancia de referencia de glibenclamuda y aforar a 100 ml con

solucién 0.1 M de HC en metanol, para obtener una concentracion final de 100 pug / mEL

s Preparacién de la solucion de la muyestra.
Pesar 10 tabletas v sacar el peso promedio. Posteriormente a cada una de las tabletas

pasarlas 4 un vaso de precipitades de 100 mL, agregar 10 mL de 0 1M de HCl en metanol,
calentar ligeramente por 3 minutos, centrifugar durante 5 munutos y separaz el liqurdo
sobrenadante. Pasar el liquido sobrenadante a un matraz volumétnico de 50 mL Repetir ia
extracei6n en 3 porciones de 10 mi. cada una, con la solucién de 0.1 de HC1 en metanol Reumr
tos extractos combinados en el msmo matraz y Hevar al aforo con 0.1 de HCl en metanol, ¥
agitar, para obtener una concentracidn final de 100 pg {mL
»  Procedimienio.

Determinar las absorbancias de ambas soluciones en celdas de I ¢m, a la longitud de
onda maxima absorbancia de 360 nm, atilizando la solucién de 0.1 M de HCI en metanol como
blanco de ajuste.

e Cdleulo
Para obtener el porciento de glibenclamuda, se utiliza la siguients ecuacion:

Abs Muesita x 10mg % 30mi  x Pese promedio x 100
Abs. Std. 100 ml Peso tab. 5mg

(¥
(o8}



Paite Experimental

e [Especificaciones.
No debe contener menos de 85 % y mas del 115 % de la cantidad de

C23 H28 C I N3 05 8, indicada en €]l marbete. El coeficiente de variacidén no deberd difenr
en mas del 6.0 %
3.3.3  Valoracidn
o Solucidn de referencia

Pesar 10 mg de Sustancia de referencia de ghbenclamida y aforar a 100 ml, con
solucién ¢ 1 M de HCI en metanol y agitar, para obtener una concentracion final

de 106 pg /mi.

v Solucion de la muestra

Pulverizar finamente las tabletas y pesar una cantidad de polvo equivalente a 20 mg de
ghbenclamida, pasar a un vaso de precipitados de 100 mL, agregar 40 mL de solucior 0.1 M de
HC1 en metanot, calentar ligeramente durante 3 minutos ¥ centnfugar durante 5 mmutos.
Separar ¢l Hiquido sobrenadante con una pipeta “pasteur” pasandole a un matraz volumetrico de
200 mL, repetir la extraceidr en 3 porciones de 20 mL cada una. con solucién O 1 M de HCl en
metanol, reunir los extractos combinados en el mismo matraz v llevar al aforo con 0.1 M de
HCI en metano! y aforar, para obtener una concentractén final de 100 ug / mililitro,

*  Proceduniento.
Determinar las absorbancias de ambas soluciones en celdas de I cm, a la longitud de

onda de maxima absorbancia de 300 nm, utthzande solucion de ¢ 1 M de HCl en metanol como
blanco de ajuste.

o Chiculo
Parz obtener el porciento de glibenclamida se utiliza la siguiente ecuacion

Abs Muestra x 10mg x 200ml  x Peso promedio x 100
Abs. Std. 100ml  Peso Mta. Smg

s FEspecificaciones.
No debe contener mencs del 90% vy mas del 110% de la canndad de

C23 H28 CIN3 05 S, indicada en el marbete.
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3.34  Desintegracion
*  Procedimiento

Colecar las 6 tabletas en cada uno de los cilindro correspondiente a cada una de las
tabletas. Al mismo tiempo accionar el equipo ¥ tomar el tiempo hasta que la ultima tableta
pierda su forma original, el medio utlizade en el que se sumergiran las tabletas seré agua
destilada, a una temperatura de 37 °C en un velumen de 600 mi en ¢l vaso correspondiente al
equipo. El tiempo maximo de desintegracion serd de 15 minutos para las 6 tabletas.
3.35 Friabilidad
«  Procedimiento.

Pesar con exactitud 10 tabletas, colocarlas en el friabihizador, el cudl se de)é
funcionando durante 3 minutos (25 rpm x 4 minutos). Una vez transcurrido e tiempo se volvid

a pesar con exactitud las tabletas, calculando el porcentaje de pérdida por abrasién, tomando el

106 % el peso micial.

s Céleulo
Peso imicial - Peso final x 100
Peso inicial

s Especificaciones.

Para esta prueba la pérdida de peso no deberd ser mayor dei 1%

3.36 Dureza
*  Procedimiento.
Colocar cada una de las tabletas en el durdmetro, hasta completar 10 tabletas, midiendo

la fuerzz en Kp.
3.4  Estudio de perill de disolucién para tabletas de glibenclamida.
3.4 1 Reactivos.

Sustancia de referencia de ghbenclamida, Con 99.95% de pureza.
Acido clorhidrico. I. T. Baker.

Hidrdxido de sodio, 98.8 %. J.T. Baker.

Acido bérico J. T Baker.

Clorure de potasio. J. T. Baker.

Agua destilada.

Agua defonizada.

L
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3.42 Eguipo,

Balanza analitica. Sartorius, modelo AZ10P, serie-40040065.
Espectrofotdmetro  Schimadzu UV-1601, modelo-UV1601, serie-60121R.

Potenciometro
Disolutor. Vanke! VK 7000.

3.4.3 Soluciones:

o Medio de disclucion: Solucién amortiguadora de boratos 0.05 M, pH=9 5
Pesar 3.0925 g de dcido bérico y 3.7275 g de KCl1 y aforar con agua a 1 litro. De esta
solucion pasar 125 ml a un matraz aforado de 2000 ml, y agregar 86 ml de NaOH 0.05 M,
ajustar pH s1 es necesario.

o NaOH 0.05 M {medio de disclucién). Pesar 0.2 g de NaOH y aforar con agua a 1 Iitro.

s Solucidn Stock de glibenclamida. Pesar 20 mg de la sustancia de referencia colocar en un
matraz volumétnco de 100 ml. Agregar 5 ml de metano] anhidro y sonicar por 10 minutos
Llevar a volumen con medio de disolucidn (buffer de boratos 0.05 M, pH=9.5) y mezclar.

34.4 Método Analitico para cuantificar ghbenclamida en solucidn amortiguadora de boratos
00! NpH=9.5

Vahdaci6n del métopdo para cuantificar la glibenclamida en el medio de disolucidn,

Peso tedrico del estandar de glibenclammda (Solucion Stock) = 20.01 mg

345 Linearidad del sistema.

Se preparé una curva de calibracidn en el rango de concentraciones de 1 — 12 pg/mi
Preparacion de la curva de calibracidn:

Solucion Stock = ( 20 mg / 100 ml).

Pureza del estandar = 99.95 %

Peso equivalente = 20.01 mg de ghbenclanuda.

Concentracién = 200.1 pg/ml.

A= 227.00 nm.

Blanco = Medio de disolucion.

Calcular = Pendiente, ordenada al origen y coeficiente de correlacidn
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Tabla 2. Pesos y diluciones para la curva estindar de glibenclamida en un método
espectrofotométrico.

Conc. (ug / ml). |{Alicuota. (ml). |Afore (ml). Cantidad (ug). | % Real
1 0.5 100 100 10
2 1.0 100 200 20
4 1.0 . 50 200 40
6 3.0 160 600 60
8 2.0 50 400 80
10 5.0 100 1000 100
12 3.0 50 600 120

3.4.6 Precision del sistema.

Precisién intra-andlisis  Se prepararon varias curvas de calibracion a las mismas
concentraciones que las empleadas para determinar la lingalidad del método. Las curvas se
prepararon en diferentes dias, bajo las mismas condiciones, utihizando el método
espectrofotométrico a una longitud de onda de 227.0 nm. Para cada una de las concentraciones
de 1z curva de hinearidad se calculo ¢l coeficiente de vanacion.

34.7 Estabiidad de la muestra a temperatura y luz ambiente.

Con el fin de comprobar que duranie la prueba de perfil de disolucién, la ghbenclamuda
se mantene estable, se prepararon soluciones a 2, 8 y 12 ug/ml. Las cudles se mantuvieron &
temperatura ambiente durante un tiempo de 6 horas y una tltima a 48 horas. Las muestras se
leyeron cada hora durante las siguientes 6 horas y postenormente a las 48 horas. Se uso come
blance el medio de disolucién, En el que con los datos obienidos se calould el coeficiente de
varjacién
34.8 Influencia del filtro.

Para determinar la influencia del filtro se ufilizaron filtros con diferente tamafio de poro
las cuales se leyerona 227 0 nm. Se prepard a partir de una solucion estandar de 200.1 pg/mL
soluctones de 4 pg/mL, Sug/ml. De cada una se separd una parte que no se fittro v por medio
de una jeringa con muestreador se determinaron las absorbancias antes y después del filtrado.

El filtro utilizado es de teflén con 2.5 pun de poro, limpie ¥ seco.
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349 Especificidad del método

Para lievar a cabo esta prueba, se coloco una tableta de giibenclamida en un matraz
volumétrico de 50 mL agitandose con vortex, s¢ aforo con la solucion amortiguadorz de boratos
001N apH=9.5 de esta solucién pasar una alicuota de 1& mL a un matraz aforado de 100 mL,
aforar con medio de disolucién y agitar, para obtener una concentracién de 10 pg/mL Se
realizd un barride de 190.0 nm - 350.0 nm v se compard con el espectro obtenido al leer la
solucién estandar. Esta solucién estandar se preparo, pesando 20 mg de ghbenclamida en un
matraz aforado de 200 ML aforar con medic de diselucidn, de esta solucion tomar une alicuocta
de 10 mL y llevar al aforo a 100 ml con medie de disolucion. De esté forma se tendi4 la misma
concentracién tanto para ei estdndar como para la muestra. Usando como blanco el medio de
disolucion.
3.5 Estudio del perfil de disolucién.
3.5.1 Soluciones:

Medio de disolucion” Selucion amortiguadora de borgtos 0 05 M, pH=93
Pesar 3.0925 g de daido borico y 3.7275 g de KCl y aforar con agua a | litto. De esta solucién
pasar 125 ml 2 un matraz aforado de 2000 ml, y agregar 86 ml! de NaOH 0.05 M, ajustar pH s1
€5 IeCEsario.
NaOGH 003 M (medio de disolucion). Pesar 02 g de NaOH y aforar con aguaa 1 litro

Solucion Stock de ghbenclamida Pesar 20 mg de la sustancia de referencia colocar en
un matraz volumétrico de 100 mt  Agregar 5 mi de metanol anhidro y sonicar por 18 minutos
Llevar a volumen con medio de disolucién (buffer de boratos 0.05 M, pH=9.5) y mezclar.
3.52 Prueba de disolucion

La Prueba de disolucidn se llevo a cabo de acuerdo a lo especificado en el Primer

Suplementio de la USP-NF XXII1, (Es una prueba no ¢ficial para la USP, pero es una

prueba recomendada por la FDA)con las siguientes condiciongs { 14y
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Medio Solucién amortiguadora de boratos 0.05 M, pH=9.5

Volumen 500 mL.

Aparato: Paletas.

Velocidad: 75 rpm.

Tiempo para el perfil: 15, 30, 45 y 60 minutos. (Se le aumento el tiempo a los 5 min. y 10 min.)

Temperatura: 37 +/- 0.5 °C

Método" Espectrofotométrico a 227.0 nm.

3.5.2 1 El perfil de disolucion se llevd a cabo de la siguiente manera:

e Preparar el medio de disolucién (solucidn amortiguadora de boratos 0.05 M, pH=9 5)
desgasificar al vacio 10 veces. Colocar 500 mL en cada uno de los 6 vasos disolutores.

« Encender e equipo aproximadamente 30 minutos antes de la primera prueba del dia,

programarlo para que la femperatura del medio se caliente a (37 +/- 0.5 °C).
s Preparar 6 jeringas de 10 mL succionadoras con los filtros de papel, y una jeringa sin filtro,

a ser utilizada para reconstituir €l medo a cada uno de los vasos disclutores.

» Tomar muestras de 10 mL. Colocar las tabletas en cada une de los vasos a fos 5, 10, 15, 30,
45 v 60 minuios. Reconstituir el volumen a 37 °C con el medio de disolucién.

» Una vez conclmda la prueba se procede a realizar la lectura en el Espectrofotdmetre a una
longitud de onda de 227.0 nm, tanto de las muestras de Ja curva como cada una de las
muestras del perfil a los diferentes iempos y para cada uno de los vasos disolutores.

« Interpolar los valores de absorbancia en una curva patron preparado el mismo dia de
analhsis

« Calcular el tiempo medio de disolucion (t 50%) y el tiempo medio de disolucién (TMD).
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4.1

RESULTADOS.

Aniliisis quimico.

Los resultados correspondientes al analisis quimico se muestran en la tabla No. 3.

Tabla No.J3

conteniendo 5 mg de glibenclamida.

Resultados de pruebas analiticas y

fisicas realizadas para tabletas

Prod }Apanencia Peso Desintegra | Friabil) | Dureza Tdentifica | Unif. de ! Valoraci6n
promedi0o | c16n dad c1én. Contemdo
A Tableta oval, color|Prom =
Lake !blanca, borde | 0.1589 ¢ Prom = |Corresp. |Prom= Prom. =
biselado, tanuradaiD 8 =11 min 0% 79Kp 1Al 9780 % 100,11 %
de ambos lados vy |1.5x10-3 |50 seg C. V= |estdndar |C.V.= cC.V.=
crabada de ambos{C.V .= 6.7 % 4.5% 1.2
lados con BM vy EU [0.97 %
B Tableta oval, coler | Prom =
Lake i blanca, borde {0.1598 g Prom= | Corresp. |Prom= Prom =
biselado, ramrada|D.8 =11 mun. 0% 75Kp (Al 96 13 % 101.01 %
de ambos lados y|1.4x10-3 |45 seg C.V.= |estindar |C.V.= c.vV. =
grabada de ambosiC.V.= 6.2% 2.6% 0.97
Tados con BM y EU | 0.88 %
'C Tableta  redonda, | Prom =
g1 lcolor verde, borde |0.8114 g |1 min. Prom = jCorresp. |Prom= Prom =
biselado, ranurada | D.S =155 seg 0129% |54Kp |Al 9632 % 515 %
de un lado y del|1.4x10-3 C.V= |estandar |CV.= C.V =
otro lisa. cC Vv = 13 71% 0.83 % 1.21
1.74 %
D Tableta  redonda, | Prom =
gl |color verde, borde|07933 g Prom = | Corresp. |Prom= Prom =
biselado, ranurada|D S =11 . 0 % 53Kp |Al G413 % 93.51%
de un lado vy del(0.1x10-4 |45 ceo C.V= |estandar |CV.= C.vV =
otro hisa C V.= = 12 71% 1.91 % 0.50
1.15%
E Tableta  redonda, | Prom=
Best, | color blanca, borde 02015 g Prom= | Comesp. |Prom= Prom =
biselado, ragurada|DS = 4 min. 0259 |8.0Kp jAl 97.51 % 94.16 %
de un lado y del|18x10-3 |g oo C.V= |estandar [CV.= cC.V =
otro hsa cC V.= © 17 42% .54 % 058
0.93 %
E Tableta  redonda, | Prom =
Che |color blance, berde | 0.1601 g Prom= |Corresp |Prom= Prom =
mia, |biselado, ranurada|DS =35 mip 129 |84Kp Al 97.30 % 97.57%
de un lado y del|2.3x10-3 |30 geo C V.= |estandar |CV.= Vo=
‘otro l1sa. C.¥. = = 11.44% 1.33% 0.29 |
! 144 % |
G |Tableta  redonda, Prom= |
Ind. |color blanca, borde;0.9854 g Prom = |Cormesp. | Prom= Prom =
Qui ibiselado, ranurada|D S =47 seg 020% [34Kp [Al 101.08% |98.65%
de un lado y del|5.4x10-3 C.V= lestindar |C.V.= C. V. =
otro hsa. cC_ V.= 14.8 % 315 % 0.11%
| 55%
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H,I |Tableta redonda,|Prom=
ald !ecolor blanca, borde {0.9972 ¢ Prom = | Cormesp. | Prom= Prom. =
biselado, ranurada|D.S =19 min. 059% [29Kp Al 97.22 % 96. 36 %
de wn lado y del{4.1x103 |4 seq. C. V= lestandar [C.V.= C V.=
otro lisa. c.V.= 12.13% 233% 0.88 %
4.16 %
J.K [Tableta  redonda, |Prom = T
Vald |color blanca, borde [ 0.1016 ¢ Prom = {Corresp. ;Prom= Prom =
biselado, ranurada |D.S ' =] min. 0s529% [25Kp |Al 99 40 % 97.98 %
de un lado y del}d.8x103 g5 0 C V= lestindar |CV= C V.=
otro lisa. C.V = © 12.29% 24% 0.83 %
570 %
L Tableta  redenda, | Prom =
Brul {color blanca, borde | 0.9874 ¢ Prom= |Cortegp. | Prom= Prom =
brselado, ranurada|DS_ =| 9 iy 0s58% 128Kp |Al 98 89 % 96. 36 %
de un lado y del)47x10-3 15z seg C V.= lestandar {C.V.= Cc V.=
ofro hisa cC.V = 14.29% 2.01% 0.88 %
5.60 % L
* La letra de origen corresponde a los perfiles de diselucién.
4.2 Validacién del perfil de disolucién:
En la tabla No.4 se muestran 1os resultados de Imealidad del sistema y en la figura
No. 2 se muestra la gréfica correspondiente.
@ Tabla No.4 Linealidad del método analitico.
[ Conc.{ pgimL). Abs. (1) [Abs. (2} |dbs. (3) Promedio | D.S
2 0.103 10.098 ¢.100 0.1003 251 %103
4 0.202 0.196 0.200 0.1993 3.05x 10-3
6 0 200 0.299 0.297 0.2987 152x10-3
8 0.400 0.389 0.393 0.394 5.56 % 10-3
io 0.502 0492 0.494 0496 529x10-3
{2 0393 0.588 0390 05903 251x10-3
Pendiente 10.0493 0.0450 0.0489 i
Ord. ol origen 50x10-3 (866%10-4 12.86x 10-3 | 1
}aef. Correlacién_|0.9999 0.9598 09999 | ]
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227.0 nm

0.7060

ABS

0.001

1.0000 CONC. ug/ml 14.000

Figura No. 2 Linealidad del método analitico para cuantificar gliberciamida en solucién de
boratos 0 05 N, pH=9.5

Con el fin de determinar el error estindar de la regresion y el eror relativo de la regresidn se
calcularon los siguientes valores:

ZX (sumatoria de daros en x) = 126

Ty (sumatona de datos en y)=6.236

£x2 (sumatona de datos al cuadrado en x)= 1052

Ty2 (sumatonia de datos al cuadrado en y) = 2.66641

Txy (sumatoria del producto concentracidn-respuesta obtemda para cada par de datos)= 53 958
n {nimero de diluciones) =6

Promedio de valores en y = 0.3464

Ord. ongen (B)=291x 103

Pendiente {m} = 0.0490

Coef. Correlacién = 0.99979

Una vez obtenidos estos valores se determind el eiror esténdar v relativo, de acuerdo con las
siguientes formulas.

Error estandar de la regresidn = VEy2-B Zy-m Exy ¢ n-2

Error refativo de la regresion = NEy2 - BYy-mZxy/n2 x 100
Promedio de y

Error estandar de ia regresion (< 0.02)=7.12x10 -3
Error relativo de 1a regresién {< 3% método y < 2% sistema) = 2.05 %

An
[VS}
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Br la tabla No 5 se muestran los resultados de precisién del sistema para cuantificar

glibenclamida en solucién amortiguadora de boratos pH=9.5 en un mismo dia, mientras que en

la tabla No.6 se presentan los resuitados de precisién del sistema para cuantificacién de

glibenclamida en el mismo medio de disolucién, pero en diferentes dias.

o Tabla No. 5 Precision del sistema para In cuantificacién de glibenclamida en un

mismo dia.
Cone. (ug/ml} Abs. (1) Abs. (2) Abs. (3) Promedio |D.S CV. (%) |Abs.(Teo)
! 0.051 0.053 0.056 0.053 251x10-3 1472 0.048
2 0 0975 0,101 0.102 0.1002 236x 10-3 |235 0.096
4 0.202 0.201 0.195 0.1993 378 x 10-3 |1.89 0.192
6 0.298 0.301 0.29% 0.299 1.53x 16-3 {0.51 0.288
8 0.398 0,403 0.401 0.401 2.52x 10-3 |0.63 0.384
10 0.498 0.497 0.457 0.497 577 x10-4 |0.12 0.480
i2 0.596 0.593 0.606 0.598 6.80x 10-3 | 1.14 0.576
Pendienre (.0497 0.0493 0.0499
Ord. ol origen 691 x 10-3 [4.05%x 10-3 |7.57 x 10-3
Coef. Correlacion 0.9999 0.9959 0.9997

Se caleulo para cada punto de linealidad dei sistema, el factor de respuesta (), de acuerdo con

la siguiente formula:

f=

Respuesta medida

Conc Patrdn

Posteriormente se calculo la suma de factores, con la sig. Formula:

Ef=f11+£12 +fln ...+ fil + i2 + fin.

Asf como también ia suma de cuadrados de factores, con la sig formula:
T = ()11 + K12 + {2 1n... ~ (2] + {22 + f2)m.

Y 1a media dei factor, con la siguiente formula:

f=2f/N

donde N es el mimero de diluciones por mimero de repeticiones de Ja linealidad del sistema.

Y por tiltimo se caiculo el coeficiente de variacion, de acuerdo con las siguientes férmulas:
DE = VN(ER) - (202 / N(N-1)
CVv=DE/fx 100

Los resultades obtenidos de acuerdo a las anteriores formula son:

Lf=0.8033

Zf2=004435

{=10.04963

DE=101x10-3

Cv=204%
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En la tabla No 6 se muestran los resultados de estabilidad de glibenclamida a

temperatura y luz ambiente, a las concentraciones de 2, 8, v 12 ug/mL.

O Tabla No. 6 Estabilidad de glibenclamida en solucién amortiguadora de Boratos
pH=9.5 durante 6 horas

Conc{ pug/ml) | Tiempo 0 [1hora |2 horas |4 horas | 6 horas Promedio | D.8 C. V% |48 hrs.
2 0.106 0.106 [0.107 |0.105 [0.108 |0 10064 1.4 x10-3 | 1.07 0.109
8 0.398 0399 [0.399 |0.398 [0.403 |0.3994 2.07x10-3 |0.52 0.405
12 0.599 0.602 [0.604 [0.600 [0.603 10.6016 2.07x10-3 |0 34 0595

En la tabla No.7 se muestran los resultados de influencia del filtro a la concentracién

de 10 pg/mL.

0 Tabla No.7 Resultados de absorbancia obtenides al evaluar la influencia del filtro
{(Los valores corresponden a nueve determinaciones de la misma solucién con el
mismo filtro).

FDetermmacion |10 (Normal) 10 (Teflon)
{ pg/mi) { pg/mi)
Inicio 0.505 0.505
1 T e
2 0.5095 0.5067
3 35078 0.5078
4 05052 0.5029
5 0.5033 05035
6 0.5016 0.5037
7 05052 0.5037
8 0.5045 0.5046
9 {4984 0.5018
Final 0.506 0.506
Promedio 0.5061 0.5046
DE 5.73x18-3 1.83 x 10-3
[cv 11 0.36 )

o Especificidad del método:
Al efectuar estd prueba se encontrd que el espectro de absorcidn al UV de la tableta de

glibenclamida, fue semejante al obtenide con el estandar de glibenclammda.
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En la tabla No.g se resumen los resultados del % disuelto a los diferentes tiempos de

Estudio del perfil de disolucion

musstree v en la figura No.3 se presenta el comportamiente de los lotes 2 cada unoc de los
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tiempos de disolucion.

Tabla No.8 Porciento disuelto de glibenclamida a los diferentes tiempos de muestreo.
(El valor que se encuenira entre paréniesis comesponde ai coeficiente de vaniacidn en

porciento).
EF;;EP" @ (e O o (G [® (@ @ O [@ (& i
3 %637 6874 6776 18602 |6745 12971 {3532 |520 262 (854 1195 [4E09
@37 736y |(5.65) {(531) |(7.28) {(2159) | (1208) |(2325) [(6567) {B160) | (1197 | (7 14)
10 88145 {0085 | 8093 |92G1 |85.143 [56.79 4958 [1475 [§4d 11737 1781 6228
0.9 |2.19) 1397 |(308) |(2.95) |(986) |(1016) |(1575) | (2665) | {24 63) | (2580) | @ T77)
15 535 13630 183.05 |923 |8887 |7108 |58.23 [26885 |21.25 [2883 2928 16993
(134) [(28%) |Go4) | 10) |(2.19) [(G24) 1918 |(1534) | (2346) | (2443) | (2867) | (231)
30 9685 | 0667 |8728 |9235 (91595 |§728 |7477 |6201 |53.76 [6477 16087 18340
(085) [(457) | (45D |(342) |(1.54) [(6.16) |(9:86) |(i3.06) | (16 20) | (1239) |21 82) | (357)
435 99935 19633 | 8646 | 0084 |9470 |8I71 |83.13 (7818 | 7433 '|8L25 |77.12 [88.11
0034 | @05 |3.02) (326) [(7.96) |32 (833 (1028 |859) |(12.76) |(1641) | (3.36)
60 9387 (0504 [8587 |8834 |8841 |8908 |8608 |S3B1 [B25 (8598 18213 8940
(121) [{6.90) |(281) |(3.61) [(116) |(561) |(1076) |(746) |{594) [(1239) [(1500) |2 70)

En el apéndice I se muestran los resultados ndividuales de cada uneo de los lotes, con ¢l

objeto de observar el comportarmento que se tuvo en cada uno de los tiempos del perfil de
disolucidn.
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V. ANALISIS DE RESULTADOS.
5.1 Control quimico.

De los resultados obtenidos al efectuar &l contrel quimico (Tabla No.3) se enconird lo
sigmente.

Para ef peso promedo, 1a especificacién marca un coeficiente de varacion no mas al

5% en 20 tabletas, &ste parametro no lo cumplen los lotes G, J, Ky L.

Por lo que respecta al iempo de desintegracién, el tiempo maximeo es de 15 nmunutos para
ias seis tabletas. Los resultados mostraron que el ticmpo méximo fue de 9 minutos con 16
segundos para el lote F y €l tiempo minimo fue de 47 segundos para el lote E. Mientras que
para ios lotes A y B, los iempos de desintegracion. fueron de 1 minuto con 50 segundos y 1
minutos con 45 segundos respectivamente  Por lo que todos los lotes cumplieron con esta
prueba

La prueba de friabilidad, especifica que el limite debera ser menor del 1 %, por lo que todos
los lotes se encuentran dentro del limnte El porciento de friabil:idad méximo fue de 0.59 %
para ¢! lote F, mientras que ¢ porcentaje mimmo fue de 0% para los lotes A, By D.

En cuanto a la prueba de dureza la especificacion es de 4-19 Kp. Los resultades promedio
en Kp de los diferentes lotes fue muy vanable, siendo desde 2 9 Kp como mimmo para el
lote F, hasta de 8.4 Kp como méxumo para el lote D. Ei cocficiente de variacion en los lotes
C,D,F, G HILJ, K L fuealto, legando hasta una variabilidad de 14.8 % para €l otz E,
mientras que los lotes A y B presentaron el coeficiente de varnacién mas bajo- 6.2 %

Esta vanacién presentada en los resultados se debe a diversos factores del proceso de
manufactura de los diferentes laboratorios farmacéuticos y hasta diferencia entre lotes del
misme laboratono farmacéutico.

De acuerdo a la FEUM, sexta edic1on, al tratarse de una cantidad de principio activo menor
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a 50 mg y menos del 50 % correspondiente al peso promedio de la tableta, se realiza la
umforrmdad de contenido en 10 tabletas, en el cual el porcentaje debera encontrarse en el
rango de 83% - 115% v el coeficiente de variacién no debera ser mayor al 6.5 %. Se
encontro que todos los lotes de glhibenclamida cumplen con las especificaciones. Y con los
coeficientes de variacion dentro de os limites.

o  Losresultados de la valoracién, mostraron que todos los lotes cumpien con ia
especificacién de no menos del 90% v no més del 110% de la cantidad marcada de
ghibenclamida principio active en la tableta.

52 Resultados de la validacion del métedo analitico para cuantificacién de
glibenclamida en medio de disolucién.

De los resultados de linealidad que se presentan en la tabla No.4 se puede observar
que el método fue lineal en el rango de2a 12 pg/mL con coeficientes de correlacién
de 0.999 Asi como también respecto a la precisién se obtuvo un coeficiente menor & igual
al 2 %, para las tres curvas que se realizaron.
Respecto a la linealidad, el error estandar debido a la regresion cumple de acuerdo a lo
marcado en la especificacion, referente a un valor menor a 2, obterméndose un valor de
712 x 10-3 y con respecto al ervor relative de la regresién, ¢l valor obtemdo estd dentro de
1o especificado que es menor o igual al 2 % para el sistema En cuanto ala precisién del
sistema, el valor obtenido para el factor de respuesta es aceptable, obteniéndose un
coeficiente de variacién de 2.04 %

De acuerdo a los datos del estudio de estabihidad con luz vy a temperatura amblente, en
12 tabla No.8 se encontré que las soluciones son estables durante 48 horas.

Al evaluar la influencta del filtro (Tabla No 7) se encontré que al emplear filtros swinex
se obtuvieron coeficientes de variacién may altos por lo que s¢ decidid a utilizar los

fittras de tefion.
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El método fiue especifico ya que el espectro de absorcidn de luz ultravioleta no mostrd
ninghin otro pico en el rangoe de 190.00 nm - 350.0 am.
33 Perfiles de disolucién.

De acuerdo a lo mostrado en la Tabia No § todos lotes pasan la praeba de perfil de
disolucién, menes el lote 1 (Q tedrica = 75% en 45 minutos). Con respecto ala prucba de
disoluciér, el lote H no pasan la prueba de disolucién (Q +5% = 75% en 45 minutes) pero el
lote J 1 pasa la prucba de disolucién Una vez teniendo estos resultados, se decidio realizar una
segunda prueba, en dénde se observé que el lote I (1gual que el Jote H) sigue sin pasar la prugba
de disolucidn, mientras que el lote . {1gnal que el lote J) en estd ocasidn no pasa la prueba de
disolueidn, sin embargo el lote X s1 habia pasado Ia prueba de disolucién en la primera prueba.
Se decidié hacer doble prueba de perfil de disolucion para los lotes H, 1, J y K debido a que se
refiere 2l mismo laboratorie, pero los lotes H, I de un lote diferente a los lotes I, K.

De los resultados obtenidos en el presente trabajo se encontzd que a los 5 minutes el
promedio del % disuelte, para los lotes A,B.CDE ya rebasé el 85 % . A esté tiempo los lotes
presentan un coeficiente de varfacidn (£ 20%) y por lo tanto 2 los 10, 15, 30, 45 y 60 min. €l
cocficiente de variacion esta por debajo del 10 % port fo que los lotes A B,C.D.E cumplen con
respecto al coeficiente de varacidn en los tiempos marcados para el perfil de disolucion.

En el caso de los lotes F, G, HL, J, K v L a los § minutos ¢ porciento disuelto fue menor &l
48 % y los coeficientes de vanacién a esté tiempo, oscilaron entre 20 y 635 % por lo que el
coeficiente de variacion a los tiempos de 10, 15, 30, 45 y 60 minutos es mayor al 20%

Para los lotes A, B, C, D v E a los 10 mimutos cumple, respecto al porciento disuelto
dei perfil de disolucion (Q teérica =75% en 45 minutos), mientras que para el lote L cumple a
los 30 minutos

Al evaluar la cinética de disolucién se encontré que para los lotes de glibenclamida
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estudiados, s¢ ajustan a una cinética de primer orden.

En i tabla No.f#%e presentan los resultados de las constantes de velocidad y
tiempos de vida media en los que se puede observar que los lotes A, B v E presentan los
menores tiempos de vida media. Los lotes C, D, F, presentan un tiempo de vida media que
se encuentra entre 5y 12 minutos, mientras que para los lotes G, H, I, J v K tienen un
tiempo de vida media mayor, que se encuentra entre 15 vy 22 rinutos.

Tabla No. 9 Resultados de constante de velecidad y tiempo de vida media de los lotes
estudiados.

Lotes Constante de velocidad. Tiempo de vida media (minutos).
A 0.177 391

B 0.213 325

C 0.104 666

D ES *

E 0.136 4.44

F 0.092 753

G 0.044 1575

H 0034 20.26

I 0.033 21.00 |
I 0.0367 13.88 3
K 0315 22.60 ﬁ
L 0.055 12.6 |

* No fue posible determinarlo, detade a la rapida disolucién que sufrid el producto
5.3 Similitud entre productos.

Con el fin de determinar la similitud entre los productos, se determind el factor de
Similitud {£2) con ¢! fin de encontrar semejanza entre lotes estudiados del producto nnovador
frente al producto similar utilizando la siguiente formula’

£,=50xlog { [1+(1/m) T "t=1 (Rt—-Pty’] % x 100}

dénde n es el nimero de empos de muestreo, Rt es el valor de disolucidn del lote de referencia
en el tiempo t y Pt es el valor del lote de prueba en ¢l tlempo t

De acuerdo a los resultados que se muestran en la tabla No.14 se observaron simulitudes
gel producto lder con los lotes C, 1, E Estos lotes demuestran tercambiabilidad debido a que

se obtiene valores mayores con fade 50. Mientras que Ioslotes F, G,H,1,J,KyLnose
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consideran similares, ya que no pasan con ja prucba de perfit de disolucién. Sus valores de f;
son menores de 50.

Tabla No.10 Resultados de equivalencia {f;) de todos los lotes conteniendo glibenclamida.

Equivalencia f2
A-C 51.48
A-D 50.25
A-E 67.18
A-F 32.19
A-G 14.165
‘A - H 3433
A -1 12.93
A-J 15.73
A - K 15.73
A-L 37.245

54  Tiempo medio de disolucién.
Con el fin de determinar las diferencias er la velocidad de disolucion, se caleuld el
Tiempo Medio de Disolucién {TMD), utilizando ia siguiente formula
Ztd Adis
TMD = —mmmmmmmmm e
(Dosis) (Adis co).
Los restltados se presentan en la tabla No W12 en el que se puede observar un tiempo
minime de 5.31 minutos, para el lote D, mientras que para ¢l lote K se tuvo el mayor

tiempo de disolucién de 32.11 minutos de disolucién. Estos datos concuerdan con lo

cbtemdo en el perfil de disolucién
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PERFIL DE DISOLUCION,

0 10 20 %?empo {min). 40 50 60

Figura No 5 Grafica de petfiles de disolucidn. de los lotes conteruendo 3 mg de ghbenclanuda.



Conclusiones

ViI. CONCLUSIONES:

B1 método analitico uniizado para e} perfil de disolucion fue lineal, preciso, exacto,
repetible, asi msmo se encontré que las muestras son estables en el medio de disotucién por io
que s¢ cqns1derc’> adecuado para llevar a cabo la prueba de perfil de disolucibn. También
cumplié con lo referente al error estindar y relativo debido a la regresion respecto a la
linealidad, asi como también cumplié con &t factor de respuesta referente a la precision del
sistema.

Los lotes estudiados conteniendo 5.0 mg de glibenclamida, cumplicron con las
especificaciones de control de calidad.

Todos los lotes cumplen la especificacién farmacéutica del perfil de disolucion. A
excepcion del lote [, en el cual el promedio disuelto se encuentra ligeramente abajo del limite
(74.33 %) Los lotes H, I, J, K son del mismo faboratorio, por lo que los lotes B, que son del
msme lote, ambos no pasan la prueba de disolucidn Mientras los Jotes J,K que son del mismo
iote, s6lo el lote J pasa la prueba de disolucion

Todos los lotes se ajustaron a una cinética de pnmer orden, después de establecer el tipo
de cmétca de disolucién de los lotes estudiados, por lo que Jos datos del porcentaje disuelto
contra ¢] tiempo se ajustaron a una cinética de primer orden.

Al realizar Ia prucba de factor de simulitud se encontré que los lotes C, Dy Eson
simflares, mientras que para los lotes F, G. H, L, I, Ky L no cumplen con estd prueba

Se recomuenda realizar un estudio de bioequivalencia, con el fin de establecer estd
diferencia en perfiles de disolucién también se refleja en los datos “mn vivo™

A pesar de ser una prueba no oficial por la USP XXII, pero recomendada por la FDA,

se observaron diferencias considerables en los perfiles ds disolucién a tos diferentes tiempos,
entre los productos de los diferentes laboratorios, ya que segin los resultados mostrados es una

prucha deseriminativa, que nos permite comparar 10s productos lideres respectc a los demds
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productos exsstentes en ¢l mercado, asi como tanbién ver posibles errores en el proceso de

manufactura y andlisis quimico.

Desde un punto de vista social, es importante evaliar y documentar los resultados obtenidos
respecto a los medicamentos genéricos y medicamentes similares en comparacién con los
medicamentos lideres, con el fin de demosirar la intercambiabiliada o no intercambiabil:dad de este

tipo de medicamentos, ya que ademés de su bajo coste dejan en duda su cahidad.
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Apéndice.

VL _APENDICE]L

LOTE A

Vasa \ T [min). |5 10 15 30 45 60

1 70.94 89.01 95.65 97.89 96.97 95.09
o 51.67 88.27 94.10 97.07 95.34 93.36
3 §6.84 86.76 92.89 96.05 12197 93.78
) 54.76 87.92 95.66 93.73 95.44 93.36
5 6533 88.84 94.65 97.67 95.81 95.14
6 68 71 88.07 92.84 95.86 9408 9217
LOTEB

Vaso \ T (min). |5 10 15 30 45 60

1 72.02 91.62 96.90 98.20 94.96 95.50
2 7074 91.55 99.16 102,11 96.95 96.09
3 63.32 88.70 94.59 109.06 98.08 9476
4 75.95 94.03 99.77 99 85 97.98 95.28
5 67.08 90.29 92.87 9575 93.81 93.55
8 6335 88.94 94 52 99.05 97.02 95.06
LOTE C.

Vaso \ T (min). |5 10 15 30 45 60

1 7133 81.79 83.14 85.55 87.81 85.11
2 68.87 77.93 80.02 85.82 84.81 84,62
3 6415 76.82 7889 81.62 82.08 82.82
& 71.48 83.88 86.26 88.16 $6.98 87.32
5 58.60 8491 87.15 89.24 $9.36 8981
6 62.13 8026 82.85 9378 87 74 85.53
LOTE D.

Naso \ T [min). 5 10 15 30 45 60

1 81.78 91.90 92.19 93.1% 92.96 90.61
7 84.69 90.30 39.84 91.29 §7.42 85.56
3 93.83 9424 94 70 92.55 92.36 89.82
g 90.49 9231 9137 8972 8916 85.97
5 87.61 67.39 96.59 97.82 94.85 92 85
6 83.14 89.55 89.21 88.99 88.29 8527
LOTEE.

Vaso \ T (min). |5 10 15 30 45 60
[1 7140 83.49 a0.25 91.38 89.50 87.72
2 54.15 82.35 87 52 89.21 9138 87.05
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3 7544 8440 [90.64 92.10 91.56 8807
4 §6.48 8571 86.43 91.01 109.53 88.93
5 63.78 8529  |87.47 93.02 90.82 88.69
5 63.48 8963  |9091 92.85 9596 90.00
LOTEF. i

Vaso \ T (min). |5 10 i5 30 45 60 ]
1 36.58 62.17 74.70 88.27 85.73 91.94
2 3694  |6489  |76.91 93.29 89.45 93.91
3 32.19 56.21 7132 84.62 86.94 85.41
4 22.88 5119 |73.71 93.49 96.87 9428
5 2310 |51.73 66.73 80.26 82.80 §2.16
6 26.57 5456|6080 83.73 84.50 86.81
LOTE G.

Vaso \ T {min). |5 10 15 30 45 60

1 4379  159.35  |88.29 39.31 96.46 105 40
2 36.79 5001 59.21 73.73 81.63 87.55
3 31.87 4570 55.09 69.54 76.28 81.22
4 3274|4637 53.17 6954 8230 80.21
5 3363|4873 56.05 73.01 7968 83.24
6 3363 47.31 57.59 73.45 82.54 84.25
LOTEH

Vaso | T (min}. |5 10 15 30 45 60

1 3.57 1306 2559 59.24 7710 84.28
2 6.07 1539 31.60 7213 89.43 9274
3 377 15.83 30.41 55.91 72.06 8036
4 5.84 1610 3272 70.63 8527 88.63
5 6.32 1637 3141 62.67 7737 81.77
6 564 1077 2138 52.18 67 85 75.08
LOTE L
[Vaso \ T (min}. [5 10 15 30 45 60 |
1 131 6.57 16.49 1036 5352 75.08
2 304 934 2321 58.66 80 46 87.05 !
3 0.59 691 16.10 51.74 78.44 87.59
4 2.04 11.65  [29.70 66.30 78.83 85.05
5 3.30 1292 20.70 56.35 78 86 80.70
l6 5.45 927 71.55 50.65 70.85 79.53
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LOTE J.

Vaso \ T (min). |5 10 15 30 45 60

1 7.33 1645  [29.79 5552 68.67 74.23
2 10.81 7116 [38.43 72.17 89.54 93.34
3 1020  |13.85  [23.25 68.20 89.05 95.94
4 034 2406  [35.95 73.99 92.85 97.46
5 3.60 1268 [22.36 63.03 74.60 77.47
6 9.95 1501 2322 55.72 72.81 7747
LOTE K.

Vaso \ T (min). |5 10 i5 30 45 60

1 1652 [13.98 2247 49.13 63.85 69.34
2 1150 12033 3419 70.27 87.64 95.73
3 1064 1351 [23.01 52.71 72.41 77.21
4 13.54  [2568  |43.36 81.95 95.22 97.52
5 11.65 1756 [30.00 62.23 79.15 83.08
6 1386|1580  |2266 4891 64.46 69.93
LOTEL

Vaso \ T {min). |5 10 15 30 45 60

1 4952 16489  |72.78 87.23 93.54 9274
2 5212 (6286  |69.37 81.72 86.10 88.20
3 4210|8058 |70.10 85.20 89.23 91.06
4 4784 (6023  |68.02 8037 86.70 88.05
5 49.97 62.66  |69.02 85.07 87.58 87.25
6 47.01 6234  |7027 80.79 86.52 89.31




