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1.- INTRODUCCION.

El acido acetilsalicilico fue¢ sinte tizado por Hoffman de la
compafia Bryer e introducido en la medicina con el nombre de
aspirina en 1899.

En 13 mayor parte de 1o0s paises el nombre oficial del Aacido
acetilsalicilico es aspirina, sin embargo en algunas paises éste
es marca registrada.

La aspirina es uno de los fAdrmacos mas baratos, en e! Reino Unido
se consumen mas de dos millones de kilogramos de aspirina al  afoj;
1o cual equivale a un promedioc de dos tabletas por semana para
cada miembro de la poblacidn, En los Estados Unidos de
Norteaméricael consumo es mayor que en el Reino Unido. (3,9)

En los altimos afos el incremento de formulaciones de liberacidn
prolongada para aquellos farmacos que tradicionalmente se
encgcntraban en formas de liberacién convencional ha sido notable.
€5 resultado de las beneficios aportados a la terapéutica y para
el paciente puesto que el régimen Ee dositicacion no es tan
cantinuo como con la forma farmaceutica de liberacion normal.

De 1940 a wultimas fechas, se han realizado estudios de
biaogisponibilidad en diferentes paises con el fin de determinar la
biodisponibilidad del acido acetilsalicilico; en estos estudios se
han evaluado una gran variedad de parametros como son la dosis, la
via de administracidn y la forma tfarmacéutica, variando.
diferentes factores que afectan al Acido acetilsalicilicos en
algunos de los estudios realizados con productos de liberacién
prolongada se encontré una variacion en la biodisponibilidad de un
30% en comparacion con tabletas de liberacion normal vy tabletas

coil reguladores de pH, (3)



En Estados Unidos de Norteamérica, la F.D.A. considera Qque estas
formas farmacéuticas de liberacion prolongada regquieren de
estudios de bioequivalencia para documentar su seguridad.

Para este tipo de formulaciones, la disolucitn puede ser realizada
como una prueba de control de calidad en el laboratorio, sin
embargo, se requiere efectuar un estudio de biodisponibilidad para
garantizar la liberacion del principio activo.

Dado que el acido acetilsalicilico es una farmaco de amplio uso,
cuya bindisponibilidad es susceptible a factores de farmulacidéng
de acuerdo a lo indicado en el Code of Federal Regulation . (16)
Ya que agn la actualidad existen productos de liberacion prolongada
conteniendo Acido acetilsalicilico, se considerd de interés
realizar un estudio de biodisponibilidad de estos productos.

Este trabajo es uno de los primeros estudios realizados en el pais
para productos de liberacion prolongada. En caso de demostrar la
bivequivalencia de las formualciones seria necesario documentar la
influencia de los alimentos en la biodisponibilidad, con el fin de
determinar si la presencia de grasas afectan en la liberacion del

medicamento a partir de estas formas farmacéuticas.



a)

b

<)

d)

OBJETIVOS

Mostrar un panorama general de la calidad de los medicamentos
conteniendn acido acetilsalicilico, existentes en el comercio

nacional.

Determinar las perfiles de disolucidn tanto de los productos de

liberacidn prolongada como los de liberacidn normal.

Realizar un estudio de biodisponibilidad en humanos tomanda

comp referencia una tableta de liberacidn normal.

Determinar i existen diferencias significativas entre la
biodisponibilidad de los productos de liberacidén prolongada y

el patron de referencia.



11.- GENERALIDADES

La biodisponibilidad:s es una caracteristica .del medicamento
administrado a Qn sistema bioldgico intactos comprende
dos pardmetros distintos: velocidad e intensidad, indica
simul taneamente la velocidad y la proporcié respecto .a al dosis
administrada, con la que un principio activo 1llega a la
circulaciéon ganeral.,

En esta definicidn, el medicamento es la forma farmacéutica que
contiene el principio activo y el sistema biologico se considera
a un organismo entero humano o© animal; asi un estudio de
biodisponibilidad consiste en una evaluacion de las
caracteristicas cuantitativas y cineéti c as de wun medicamento

administrado a un organismo concreto.

ta nocién de biodisponibilidad del principio activo de un
medicamento nacid de la abservacion de la inequivalencia
terapéutica entre marcas comerciales conteniendo el mismo

principio activo, la misma dosis unitaria y una presentacion
farmacéutica parecida.

Diversos incidentes o accidentes ( ineficacia o toxicida )} fueron
la causa de esta observacién, pero en realidad, las valoraciones
sanguineas del principio activo han dado lugar a las nociones de
biodisponibilidad y de dosis efectiva considerada como la fraccidn
absorbida de la dosis administrada. (8)

La nociédn de biodisponibilidad posee hoy en dia nuevas
aplicaciones, las cuales se desarrollan segun dos ejes: El primero
es el de la “farmacia clinica" y corresponde a la racionalizacién

de las condiciones individuales de la medicaci¢n, es decir, a 1la



adaptacidn precisa de la posologia a cada enfermo, teniendo en
cuentala alteracién de los parametros farmacocineticos del

transitodel medicamento ir-vivo" debido a las asociaciones
medicamentosas o a la alteracian de las funciones fisiclogicas.

El seqgundo, de la "farmacia galenica”, Yy corresponde  a la
racionalizacién de la etapa del desarrallo de un medicamento, es
decir, a la adaptacidn éptima de la via de administracion vy la
farma farmacética, basandose en las caracteristicas
farmacocingtices del principic activo .

La detinicidn de biodispon ibilidad implica que en la apreciacidn
dei proceso de entrada del farmaco en el organismo esteéen
reflejando también sus cambios de concentracion en sangre.

Debido a que dicha apreciacidn directa no es siempre posible
efectuarla directamente, se requiere utilizar diversos métodos gque
prooorcionen datosgquese acerquena la definician, pero que
implican wuna interpretacion mas compleja.

La determinacidn de la biodisponibilidad precisa de la cooperacidn
de un gquipo especial i zado, pues la variabilidad del reactivo

violegico, 1a dificultad de 1a valoracion de concentraciones

pequeras de los farmacos en los fluidos biologicos, la
intervencion de sujetos vivas, humanos o animales en la
esperimentacion y el impartante papel de la tecnologia

tarmaceutica requieren la inclusidn de un matematico, un clinico o
un farmacédlogo, de un analista y un farmaceutico.

El conocimiento de los cambios del primncipio activo "“in-vivao®, el
establecimiento de protocolos experimentales partaiculares y el

analisis de los resultados implican la presencia de un



especialista en farmacocingtica que sera a4 menudo el directaor
del proyecta.

Las precauciones previas al r e alizacidén un estudio de
niodispanibilidad, se resumen en 1os tre puntns siguientes:

1.~ Tener un conocimiento actualizado de los cambios cuantitatives
y cualitativos del principio activo & onivel de su distribucitn,
biotransformacion y excrecidn (farmacocinetica)l.

2.~ Disponer de un método analitico que sea sensibhle y especifico
{para diterenciar e) oprincipio activo de las metabolitos
Quimicamente muy prioximos y susceptibles de interterir).

J.~ Aplicar un protocolo experimental estrictamente definida que
permitir, wuna descripcion precisa y completa del fendamenc
observado, mediante una eleccisdn racional de los sujetos de las
condiciones de administracién y de la cronologia de los analistas.
Estas precauciones tienden @ reunir condiciones experimentales que
permiten resucir el numers ¥y la influencia de los diterentes
parametros nue afectan a la biodisponibilidad. (8)

Objetivos de los estud:os de bindisponibilidad.

La eveluacion de la biocdisponibilidad de un meﬂi:amentg (o de
diversas formas farmacéuticas de un mismo principio activol,
respunden a tres objetivos especiticos que son los siguientes:

1.- Efectuar de manera objetiva, la mejor eleccitn de una via de
agministracion v de Ja farma farmacédutica; durante el desarrallo de
un farmaco nueva.

2.~ Comparar resultados de estudios efectuados en medicamentas
procedentes de fabracantes distintos; con el fin de precisar  si

presentan caracteristicas de equivalencia gue autoricen su



posibilidad de intercambio en las prescripciones.

3.~ Eleccion de las condiciones experimentales.

El estudio de biodisponibilidad implica una eleccién entre varias
modalidades experimentales i o eales, las cuales a veces son
incompatibles con el beneficio terapéutico deseado o técnicamente
resultan poco realizables; o bien entre varias modalidades
practicas , disponibles o ventajosas.

Dentro de estas modalidades existen tres elecciones fundamentales
que merecen ser estudiadas con detalle,

1.-Eleccién de los sujetos: Generalmente 10s estudios se llevan a
cabo en voluntarios clinicamente sanos del sexo masculino, ya que
no se tienen muchos conocimientos a cerca de 1a influencia de las
aenfermedades sobre la biodisponibilidad, y por ello, el voluntario
sana a pareceen como el sujeto ideal capaz de ofrecer una
variapilidad minima durante el estudio.

Esta variabilidad no sélo puede manifestarse entre los distintos
sujetos seleccionados para el estudio sino también en un  mismo
sujeto en funcion del tiempo, por esta razon el disefo utilizado es
un disefo cruzado donde los mismos sujetos reciben sucesivamente,
peroc en un orden aleatorio, los diferentes medicamentos a camparar.
Los criterios de admision en la muestra deben ser definidos con
precisién. Es razonable seleccionar sujetos de edad media entre 20
a 5% afos cuya morfologia sea normal.

Por otra parte, estos sujetos deben ser objeto de un control
clinico completo de su estado general con especial hincapié en las
funciones de eliminacién (higade, riRén), el aparato digestivo y

de el sistema cardiovascular. Asi mismo se deben realizar examenes



qQuimicos (sangre y orina) y hematologicos e incluso exploraciones
funcionales concretas en funcidn del farmaco estudiado.

80lo deben ser seleccionados los sujetos cuyo balance de los
examenes permita suponer que:

a.- No presentan riesgo particular al someterlos al estudio.

b.- No presentan una variabilidad demasiado amplia a nivel de

los resultados experimentales.

c.~ No manifiesten ninguna reaccion de hipersensibilidad.

2.- Modalidad de toma: La multiplicidad de 1os parametros que
intervienen sobre el trénsito in-vivo de wun principio activo
implica el seguimiento de un protocolo para evitar la introduccién
de factores suplementarios de variabilidad.

3.~ Cronalogia: Se deben énnsiderar tres aspectos:

rorario, intervalo y orden de las administraciones consecutivas.
Respecto a los sujetos; deben permanecer 12 horas en ayunas a fin
de eliminar la intervencion del bolo alimenticio en el proceso de
absorcian, Por otra parte, debe evitarse cualquier excesao de
alconhol y cualquier toma de medicamentos aunque nNo  parezcan
tener importancia (somnjiteros, analgésicos, laxantes, etc). Si el
estudio se lleva a cabo con enfermos, es muy importante que su
medicacidn permanezca constate durante la duracidn del estudio. (8)
Si fuera necesario efectuar el estudio en entfermos se considerar
que exite riesgo, a menudo enevitable, de asociaciones
medicamentosas que pueden alterar la farmacocinética del principio
active estudiado y modificar consecuentemente los criterios de
biodisponibilidad. Es necesario si una medicaciéon asociada no

puede ser interrumpida antes del inicio del estudio esta



debera permanecer constante duranteel tiempo que se efectuan las
pruebas.

Es extremadamente importante el realizar correctamente, por sinple
que parezcan, los mdtodos de tratamiento de datos que permiten la
determinacion de la biodisponibilidad de un medicamento y Que se
basan en ciertos postulados relativos a la interpretacidn
tfarmacocinética.

Los estudios de biodisponibilidad pueden clasiticarse en:

a) Estudios de biodisponibilidad absoluta: Se compara el producto a
estudiar contra una formulacion de administracion intravenosa y se
evalua la fraccidén de 1l1a dosis que llega a 1la circulacion
sistémica.

b) Estudios de biodisponibilidad relativa: Se refieren a 1la
coparaccién de diferentes formulaciones con igual via de
administracion.

La duficultad técnica y el costa de los estudios de
biodisponibilidad hacen que estos estudios se reservan para
finalidades precisas e importantes.

Estudios IN-VITRO,

Dado que el desarrollo de una forma farmacéutica requiere de una
evaluacién de la liberacion del principio active, se bhan
desarrollado estudios "in-vitro" que ayuden a describir el proceso.
El desarrollo de los estudios de disolucién o absorcién simulada
in-vitrp corresponde a la necesidad de investigar métodos de
estandarizacitn secundaria de la biodisponibilidad, los <cuales
apoyan el desarrollo de nuevas formas farmacéuticas vy el control de

calidad de un medicamento.



Numerosos investigadores se han dedicado a resolver el problema de
la simulacidn de las condiciones fisiolégicas, el numero vy 1la
diversidad de los aparatos propuestos revelan mas el ingenio de
estos investigadores que la adaptacién de sus modelos a la
realidad.

Ep un estudio de biodisponibilidad los parametros indicadores de
la misma, son la velocidad y la magnitud de 1la liberacidn del
principio activo comparado en relacién al patrén de referencia. En
algunos casos es posible establecer correlaciones entre la
disolucion y la biodisponibilidad.

Wargner recomienda evaluar las relaciones entre las vidas medias
de absorcién de los farmacos . estudiados in-vive y las vidas
mediasde disolucién in-vitro, pero numerosas correlaciones pueden
igualmente ser establecidas mientras sean compatibles en funcidn
de los principios de la farmacocineética y de las leyes ftisicas

aplicables a los estudios ( in-vitre). (B} (19)

Y]



ACIDO ACETILSALICILICO.

La corteza del sauce (Saliz alba) cuya virtud antipirética
conocian antiguamente, contiene un glucodsido llamado salicina,
el cual fué descubierto por Lerouz en 1B27. Por hidroélisis, la
salicina libera glucosa y alcohol salicilice., Piria en 1B3B
elatord Acido salicilico de la salicina, y seis afos depués,
Cahours prepard acido salicilico de aceite volatil de
gaulteria (esencia de Wintergreen).

En 1840 Kolb y Lautemann realizaron la sintesis de este acido
partiendo del fenocl.

€l salicilato de sodio fué usado por vez primera por Buss en 1875
come antipirético, en la fiebre reumatica y en el aRo
siguiente Stricker y Maclagan, cada uno por su parte, descubrieron
el valor de esta substancia en la fiebre reumatica.

En 1879, se observd que los salicilatos aumentaban la excrecion
urinaria del 4cido Grjico y Campbell utilizé en 1B79 esta propiedad
en el tratamiento de la gdta. En 18856 Mencki introdujo el
salicilato de fenilo y Dreser en 1899 hnhizo lo mismo con la
aspirina (4cido acetilsalicilico). Los salicilatos sintéticos
pronto desplazaron totalmente a los compuestos mds caros que se
obtenian de las fuentes naturales.( 15 )

El Acido salicilico ( acido ortohidroxibenzoico) es tan irritante
que s6lo puede usarse externamente y por ello se han sintetizado
varios derivados para uso general. En base al grupo donde se hace
la sustitucidn, se les han agrupado de la siguiente manera:

1.- Esteres del 4&cido salicilico ( sustitucién en el grupo

i1



carpoxilo).
11.~ Eateres salicilicos de acido organico ( sustituciéon en el
grupo fendlico).
Las sustituciones en @1 grupo carboxilico e hidroxilico sdélo
modifica su potencia o toxicidad, sin embarge el grupo -0OH en
posicién orto €s muy importante para su accion terapeutica.
Se han estudiado los efectos de las sustituciones en el anillo
bencénico con diversos grupos funcionales, pero no se ha obtenido
ningun medicamento mds active. (15, 17)
ACIDO ACETILSALICILICO.

Formula desarrollada:

_EooH
“0-C-CHy
"
o
Farmula condensada : CoHeOe
Peso molecular t 180.2

Nombre cientifico : Acido 2-acetoxibenzoice
Nonbre comercial: Aspiripa.
Descripcidn: Cristales blancos o ligeramente coloridos.

Solubilidad: a 20°C es scluble en 300 partes de aqua, 7 partes de
alcohol, 20 partes de éter y 17 partes de cloroformo, se
solubiliza con descomposicidn a dcido salicilico, en soluciéon de
alcalis {hidroxidos y carbonatos).

Olor : Casi inodoro pero es irritante a la nariz.

pKa = 3.5

Estabilidad : Se hidroliza a aAcido salicilico en contacto con 1la

humedad. En solucidn acugsa su pH de maxima estabilidad es de 2 a 3.

12



En suspernsiones acunsas se Yescompone apreciablemente despugs de 5

dias. En las tabletas, Ilos estearatos usados como lubricantes

incrementan su degradacion.

Usbs : Par su sccidn queratolitica, €} scido libre se empliva  para

tratamiento local de verrugas, callas, infecciones micoHticas y

algunas dermatitis excematosas, por otra parte los salicilatos

disminuyen la temperatura corporal su  accidn antipiretica es

répida v eficaz en pacientes fetriles.( 11 )

Los salicilatos alivian ciertos dolores por su accidn sobre el

SNC; los dolores que pueden aliviarse con las salicilatas son los

de poca intensided como dolor de cabeza, mialgias, artraglas.,

El mecanismo de accidn no se ha elucidado aun,
Efectos colaterales: En algunas ocasiones guade causar ulcera

géstrica y aun hemorragias en los animales de laboratorio, en

humanos €sto generalmente sucede a dosis altas, manifestandose por

perdida de sangre en las heces.

Datos farmacocinéticos : Los salicilatos administrados aralmente

sg absorben rapidamente en la parte superior del intestina delgado

las concentraciones méximas eon @) plasma se encuentran a los 30

minutos después de 1a administracién aral. ( 19 )

La aspirina se absarbe en gran parte en forma inalterada y se

hidroliza répidamente a 4&cido salicilico en higado, plasma y

eritrocitos.( 8 )

A concentraciones teraputicas, el 50-80% se encuentra unido a

Proteinas plasmaticas, especialimente albamina.

La via de eliminacion es por el rifdn, la vida media se encuentra

entre 2 a 4 horas sin embargo a dosis altas la vida media se

13



incrementa hasta 15 a 3@ horas. ( 9 )

Intoxicacion 3 Los nifRos con fiebre vy deshidrataciton estan
predispuestos a la intoxicacidn aunque 13 dosis administrada,
sea pequefa. Se ha reportado la muerte de adultos con dosis de
18g a 30g (24h) de acido acetilsalicilico, sin embargo, algunas
personas han ingerido dosis mayores de 1309 sin presentarse
un desenlace mortal.

ta intoxicaciones mds frecuentes corresponden a los pacientes
con fiebre reumatica que reciben dosis masivas del f armaco y ello
ha causado defunciones.(9)

El sindrome completo consiste en cefalea, marzos, sumbidos de
cidos, audicion disminuida, vision borrosa, somnolencia,
nauseas, vomitos y diarreas. Cuando la intoxicacidn es mas
intensa, se caracteriza por trastornos en el SNC, erupciones
cutdneas y alteracion considerable del equilibrio Aacido~basicoj;
pueden presentarse ademas inquietud, locuacidad, incoherencia del
hablag temblores, delirio maniaco, alucinaciones, convulsiones

generalizadas y coma. { 9 )

14



111~ PARTE EXPERIMENTAL

Para el estudio

se

seleccionaron aquellos

tarmacos

contenian Acido acetilsalicilico como Unico principio actiwv

obtuvieron un total de 17 lates los cuales

tabla siguiente.

t

2 )

se

presentan

a.

en

que

Se

la

TABLA I.

PRODUCTOS CONTENIENDO ACIDO ACETILSALICILICO ESTUDIADOS.
FORMA FORMULACION LOTE
FARMACEUT ICA NUMERO

TABLETAS ACIDO ACETILSALICILICO 1
U.S.A. c.b.p. S00mg 2
TABLETAS ACIDD ACETILSALICILICO 3
c.b.p. 500mg 4
E]
TABLETAS ACIDO ACETILSALICILICO &
c.b.p. S00mg 7
a
TABLETAS ACIDO ACETILSALICILICO 9
c.b.p. 500mg 10
i1
CAPSULAS ACIDC ACETILSALICILICO 12 x
c.b.p. S00mg 13 x
14 x
TABLETAS ACIDO ACETILSALICILICO 15 %
c.b.p. 500mg 14 %
17 %

% FORMAS FARMACEUTICAS DE LIBERACION PROLONGADA.
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Algunos de las lotes fueron donados por lo diferentes

laboratorios, los lotes &, 7 y 8 fueron donados por el 1.M.5.8.

Yy
el resto de los lotes se adguirieron directamente en las
farmacias.

3.1. CONTROL DE CALIDAD
Una ver ohtenidgos los diferentes lotes se procedid a realizar las

siguientes pruebas de control de calidad. { 1@ )

3.1.1. Desintegraclén

B utilizé un sparato de desintegracion ELECQSA modelo DBE3Q.
La prueha se realizd de acuerdo a la forma farmaceutica
siguiendo el protedimiento general de la USP XXII(1Q) ya Que la
monagrafia del dcido acetilsalicilico mo especifica el tiempo de

desintegrecion para eéste progducto.

3.14.2. Variacion de peso

Se utili2zd uns balanza analitica marca METTLER HS4AR. Se pesaron 20

unidades por cada muestra de estudio.
La prusba se reali2 de acuerdo a su forma farmacéutice siguiendo

el procedimiento descrito por la USP XXII., (18}

3.1.3. Dureza
Unicamente se realiza en tabletas sin capa o en nucleos de
1as grageas. Consiste en medir la fuerza naecesaria para romper una

forma farmacéutica sdlida, la cual es aplicada directamente.
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Esta prusbha permite conocer la resistencia que ofrece 1a farma
farmacéutica al astillamiento, agriétamientn o ruptura, bajo
condiciones de almacenaje, transporte o maneio.

Si la tableta es demasiado dura, podria np desintegrarse en el
periodo de tiempo requeride, si es demasiado suave, No soportaria
el manejo durante las operaciones & que serd sometida.

La prueba se realizd de acuerdo 3 las especificaciones de
Remington Pharmaceutical Science {13}. Se sometieron a ia prusba 20
unidades de dositficacidn, utilizando un durimetro marca

Schleuniger.

3.1.4. Valoracién

Solucidn de referencia.

Transferir 1@mg de &cido acetilsalicilico (patrdn de retferencia),
pasar a un matraz valumétrico de 10m) agregar 5Sm)l de agua ¥
2ml de sglucian IN de hidroxida de sodio, agitar y llevar a
atoro con sgua y mazc;ar.

Transferir wuna alicuota de 5m)l de esta solucien a un matraz
volumétrico de 1Q@@mil, llevar al aforo con solucien B.1N de
hidroxida de sodio Y mezclar. Esta solucion contiene
Saug/ml de 4Acido acetilsalicilico,

Solucidn de la muestra: Tritursar hasta polvo fino no menos de 20
tabletas, transferir una porcidn del polveo equivalente a S@2mg de
dcido acetilsalicilico a un matraz volumétrico de Soml,
agregar 20ml de agua y iBml de solucion LN de hidréxido de sodia,

agitar, llevar al aforo con agua y filtrar; pasar une alicuota Sml

17



del filtrado a un matraz volumétrico de 10@ml y llevar al aforo
con solucidn @.1N de hidroxido de sodio.

Determinar las absorbancias de ambas soluciones, a la longitud de
onda de marima absorciéan. (3ID&Nm aproximadamente)} en celdas de
un  centimetro utilizands como blanco la solucidn B,1N de
higroxido de sodio.(10)

3.&. Estudio de disolucton

Se determind el perfil de disolucion de los 17 lotes de acuerdo

a las especificaciones de la USP XX11. (1@)

3.2.1. Instrumentos
Espectrotfotémetro Beckman DU-4&8
Balanza analitica Metller H54 AR,
Potencitmetro Corning pHmeter model 7.
Aparato de disolucion de & vasos Hanson Research

Northridge, C.A. 48300-101.

3.2.2. Reactivos:
Acido acetilsalicilico. (sustancia de referencia)
Acetato de sodio trihidratado. (R.A)

Acido acetico glacial. (R.A)

3.2.3. Metodo analitico
Tabletas:
A cada uno de los vasos, s€ les adicienaron 50@ml de solucion

amortiguadora de acetatos a pH= 4.5 * 0.9%, se coloca la forma

i8



farmacéutica en la canastilla y se acciono el motor a una velocidad
de 5@ rpm. Se tomaron alicuotas filtradas de aproximadamente 3ml a
los 5, 10, 2@, 3@, 40, S50, y &0 minutos.

Para las formulaciones de liberacién prolongada se tomaron
alicuotas adicionales a los 80, 100 y 120 minutos. Las cuales se
leyeron directamente en el espectrofotometro & una longitud de onda
de 265nm. Los datos obtenidos se extrapolaron en una  curva patron
preparada el mismo dia del estudio.

Curva patrén,

Transferir 0.19 de un estdndar secundario de acido acetilsalicilico
a un matraz volume¢trico de 100ml, adicionar @.2m1 de metanacl

para disolver los cristales de A4cido acetilsalicilico formando

una solucidn hidroalcohdlica, 1llevar al aforo con el medio de

disolucién. (concentracidn de 10Q0ug/ml})

La evaluacion de la linearidad del método analitico se efectuo
utilizando curvas patrén de acido acetilsalicilico en el intervalo
de 10@ a 1000 ug/m! (100, 300, 50D, 600, 1@0@ pg/ml).

Para 1la repetibilidad se realizaraén & determinac i ones (3

determinaciones por dia, en dos diferentes dias ).
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3.3. Estudio de biodisponibilidad.
En base a los perfiles de disolucién de los diferentes lotes, se
seleccionaron, para el estudio de bicequivalencia los productos de

liberacién prolongada.

3.3.1. Determinaciém cuantitativa de salicilatos en arinag
Para la cuantificacion de salicilatos en plasma, sangre y orina
se han desarrollado métodos colorimétricos, fluorométricos vy
por cromatograficos (liquidos y gases). (17)

Se eligid el método de Trinder por su facilidad y rapidez.
Este método ha sido ampliamente utilizado, ya que hidroliza a la
muestra, Qarantizando con ello la cuantificacion de salicilatos
totales que incluyen, al 4cido acetisalicilico vy sus diferentes

metabplitos. (1, 3)

3.3.2. Instrumentos
Espectrofotéametro Beckman DU-48
Centrifuga clinmica Damon/IEC Division Modelo HN-SI1
Agitador vortex thermolyne Mix Mr.

Balanza analitica Mettler modelo H54 AR,

3.3.3. Reactiveos
Todos los reactivos empleados en la determinacidn fueron grado
analitico:
Salicilato de sodio (sustancia de referencia).
Acido clorhidrico B.1N (R.A)

Nitrato férrico (J.T. Baker) (R.A)
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Clorurc mercurico {Merck) (R.A)
Reactivo para.desarrollar el color
Transferir 409 de claruro mercurico, a un matraz volumétrico de
1000m]l agregar 120ml de O.1N HCl y 40g de nitrato feérrico, agitar
hasta disolucidn, llevar al volumen con agua y mezclar.
Las soluciones se prepararon ctada dia de sndlisis con el fin de

evitar problemas de degradacion,

3.4. Método analitico

En un tubo de ensayo se coloca 1Iml de orina, se aRaden 5Sml de
reactivo para desarrollar el complejo colorido, se agita
levemente, se centrifuga por Smin a 2500rpm, para abtener una
solucidn dpticamente clara y se determina la absorbancia a 540nm
utilizando como blanco una mezclade iml de orina colectada antes
de la administracion del farmaco y cinco mililitros de reactivo
para desarrollar color.,

La linearidad del mptodo se evalud preparando una curva patrén de
salicilato de sodio en orina, en el rango de 40 a 500 upg/ml (40,
50, 100, 250 y 500 pg/ml).

Para la determinacion de la repetibilidad del método analitico se
realizaron & determinaciones { 3 determinaciones por dia, en dos

diferentes dias )., ( 1 }

3.5. Seleccldédn de individuos.
Los individuos que se selecionaron para el estudio, fueron
voluntarios con las siquientes caracteristicas: Edad entre 20 y 30

afos, entre 50 y BOKg de peso, entre 1,60 v 1.75m de estatura y
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clinjicamente sanos.

Previo al estudio se les di® a conocer el objetivo, y efectos
colaterales del medicamento y los voluntarios firmaron una hoja de
consentimiento. (Apéndices: 2 y 3 ) ( 8 )

Estos sujetos no poseian alergias a el farmaco © reacciones
idiosincraticas. Ninguno de ellos tomé medicamentos durante el
estudio ni en los 3@ dias anteriores, especialmente del tipo
barbiturico o difenilhidantoinas capaces de causar induccion
enzimatica. Ninguno de estos individuos padecian ulcera péptica,
gastritis, tuberculosis, padecimientos convulsivos o diabetes,

Los voluntarios podian dejar de participar en el estudio en el

momento en €] que ellos lo desearan.

3.6, Disefio del estudio in-vivo.

El disefo empleado fue un cuadrado latino de 3%3 totalmente

cruzado. Se estudiaron tres productos solidas orales, dos de

ellos de liberacion prolongada y una de liberacién normal adquirido
en los E.U, el cual fue tomado como patron de referencia.

Los sujetos tamarcn las diferentes formas farmacéuticas ( tabletas
y capsulal, en diferentes semarnas dejando una semana entre 1la
adminigtracion de un producto y otro.

El protocolo a seguir fué el siguiente:

Ayuno: Ninguno de los voluntarjios ingirid alimentos 12 horas antes

de la administracidén del medicamento hasta cuatro horas después,

hora en la que recibieron un desayuno ligero libre de productos

lacteos.
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Aguat: Los voluntarios ingirieron 100m]l de agua cada hora dentro de
las primeras 4 horas después de la administracion de el
medicamento, posteriormente la ingestién fue “ad libitum™.

Antes de ingerir el medicamento los voluntarios wvaciaron
completamente la vejiga &1 volumen de orina excretada se afora a
un volumen adecuado, y se toméd una alicuota de aproximadamente
28ml  la cual se etiquetd como muestra a tiempo cerao.

Se tomaron muestras de orina a las 8, 8.5, 1.9, 1.5, 2.0, 2.9,
3.0, 4.0, 6.0, 8.0, 12.0, 22.0, 24.0 y 30.0 horas.

El volumen de orina excretado se midio cuidadosamente en una
probeta y se llevd al volumen apropiado, se tomé una alicuota de
aproximadamente de 20ml a la cual se le adiciond una gota de
tolueno para evitar contaminacidn micodtica y bacteriana que se
pudiera presentar, las muestras se congelaron a -3 °C hasta el
momento de ser analizadas.

El estudio se realizd en orina Gnicamente ya que se ha demostrado
fque existe una correlacion entre los datos obtenidos en sangre vy
en orina ( 2 ).

Tratamiento estadistico de los datos.

Para determinar si existian diferencias estadisticamente
significativas en la biadisponibilidad de l1os productos estudiados,
se realizd un andlisis de blogues al azar cruzado y balanceado, asi
coma un andlisis de varianza.

Los resultados se presentan en la seccion (4.4),
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IV~ RESULTADOS.
4.1. Pruebas de control de calidad.
En la tabla Il se presentaran los resultados de control de calidad

obtenidos siquiendo los lineamientos de la seccidn 3.1.

4.2. Validacién del método para la cuantificacién de acide
acetilsalicilico en solucién amortiguadora de acetatos pH= 4.5 .

Los resul tados de linearidad obtenidos al seguir los lineamientos
de la seccidn 3.2 se presentan en la tabla 111, en la cual se
pueden ohservar los valores promedio, la desviacion estandar asi
como los coeficientes de variacion. En la tabla 1V se muestran los
valores del sequndo dia presentando los mismos datos antes
mencionados. ’

En l1a figura 1 muestra la grafica promedio de linearidad de las &

determinaciones, e! total de los dos dias.
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TABLA II

Resultados de las pruebas de control
de calidad para los productos estudiados que
4cido acetilsalicilico.

CLAVE VALORACION |DESINTEGRACION |DUREZA % DE VARIACION
(%) (s) (KP) DE PESO
1 10Q.4 55 7.4 12,2
2 190.3 52 7.7 3.6
3 92.2 34 5.4 5.9
4 117.1 199 7.9 8.02
S 112.03 25 ?.2 5.9
& 1146.4 14 7.3 ?.5
7 82.5 25 &5.5 18.9
a8 4.7% Sa &.7 8.3
L4 #3.95 34 13 2.5
10 2.2 47 8.6 12.3
11 95.1 57 B.4 4.4
412 9.8 1140 - 12.9
* 13 101.1 10220 ——— 8.4
* 14 2.2 1e80 —— 9.7
x 15 182.4 3 8.7 1%.8
* 16 99.@ 19 7.5 21.2
* 17 96.9 8 7.1 20.4

-~— No se& determino para ésta forma farmacéutica (capsula)

x FORMAS FARMACEUTICA DE LIBERACION PRDLONGADA,.
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Tabla IIX

Datos de linearidad y repetibilidad del método analitico
para la cuantificacion de dcido acetilsalicilico

en solucién amortiduadora de acetatos

pHm 4.5 Cler diad.

CONET. ABSORBANCIA
(pg/ml}) 1 2 PROM. D.S c.v
100 a.327 @.327 @.326 0.326 4.7€-8 @.144
300 B.962 @.962 @.%962 0.962 ] e
Sea 1.586 1,586 1.586 1,586 "] @
8ca 2,384 2.38% 2.384 2.384 4.71E-4 a.02
1800 3.018 3.819 3.019 3.019 A.71E-4 B.016
b @.061 @.061 2.060

2.9E-3{ 2.9E-3| 2.9E-3

B.998 3.998 @.998
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Tabla IV
PDatos de linearidad y repetibilidad del método analitice
para la cuantificaclon de acido acetilsalicilico

en solucidén amortiguadora de acetatos
pH= 4.5  2do dia.

CONC ., ABSCEBANCIA
tug/ml) 1 o 3 PROM. D.s c.v
100 a.318 2.321 @a.315 @.za8 2.4E-3 0.77@
Ioc @.943 ?.943 ©.941 0.9422 ?.42E-4 2.1
500 1,594 1.5548 1,554 1.554 2 ]
B80OB 2.405 2.405 2.405 2.405 Q a
1000 3.0878 3.078 3.078 3.07a ] ]

b 0.8225 0.8245{ ©.0197

m @.0030 2.0830} ©.2038

2
r 2.,9994 2.9994| @.99%4
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Tabla V
Valores promedio de linearidad y repetibilidad del
método analitico para la cuantificacidn de adcido
acetilsalicilico en el estudio de disolucién en
solucidn amortiguadora de acetatos pHe 4.5

CONC . ABS. D.s c.wv
{pug/ml) PROM, PROM. PROIM.
102 @.222 ?.0048 1.451
300 @.9521 ?.8e78 1.@3
5ae 1.57 B.31s 1.41
10 2.3%94 a.01@ @.431
laae 3.848 B.2296 0.973
b @.0417
m @.602%
z
r 28.9992
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FIG.1 LINEARIDAD DEL METODO DE

VALORACION DE ACIDO ACETILSALICILICO.
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4.3. Disoluciodn

En la tabla V! se encuentran los valores ctomparativos de los
porcentjes de disoluciovn a los diferentes tiempas de muestren para
los productos estudiados.

La representacidn graéfica se presenta en las figuras 2, 3 vy 4.
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Tabla VI.

Valoraes comparativos del parcentaje praomedio disuelto
de las diferentes lobles estudiados conteniendo
acido acetilsalicilico como dGnice principic active.

TIEMPD (min)

cLAvE( S 10 20 30 a0 50 60 a0 100 {120
1 17.7} 36.8] 66.4{ 89.5} 100.1{102.7|103.3

2 20.9] 43.4| &9.4) 88.86] 97.9 |i0l.5]102.3

3 19.3) 28.0] s4.s| BO.7| ®2.2 |95.7 |95.7

4 36,6 sa.1] 82.8] 94.2{ 95.3 |94.9 {94.2

5 15.9) 17.3] 32,7| sB.8] 80.1 l92.9 {9s.0

& 21.7] 29.9| s6 91,3} 92.7 {9s.8 |va.m

7 31.5] 62.5 87.9} 95.2{ 94.% |94.a l93.8

8 29.1! 47.6] 72.6| 90.2} 92.5 |92.7 |92.7

9 16 z9.9) 74.1) ¥2.4{ 99.7 li04.7[10a.9

10 |26.8| 39.3| 47.5] 87.9] °3.5 [95.1 |95

11 {22.9) 32.8{ 61.1) B3.3] 91.3 |92.9 |93

12 |14.5] 19.5] 37 58.8] 75.2 |87.5 |93.1 | 9a.9 |os ?4.6
13 6.8| 8.8 16.7] 25.2| 32.5 |40 a7 56.3 |49.2 |78.8
14 |13,5( 16.3] 35.4] 54.4) &8.7 [77.6 {84 a9.1 {o2 92.9
15 {13.6] 15.4| 26.7| az.6| 57.1 |70.8 {77.9 | @@.9 |94.4 |95.8
16 3.3] 3.8 16 27,1} 39 50.2 |60 71.5 |@81.2 {B85.9
17 | 5.2} 11.7] 25.2) 43.2] s5v.2 len.9 {78.3 | 85.2 |88.9 |v3.2
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4.3. Determinacion de salicilatos en orina por el mttodo de
Trinder

Para determinar la lineridad vy repetibilidad del método de Trinder
se prepararon curvas patréon en el intervalo de concentracicdn de 40
a 500pg/m} (40, 50, 100, 250, SO0 uwg/ml) de acuerdo a los
lineamientos especificados en la seccion (3.4).

Las tablas VI!, VII! y IX muestran los datos de linearidag vy
repetibilidad del método. Mediante €1 anilisis de regresion por el
mé¢todo de wminimos cuadrados, se abtuva un coeticiente de
correlacitn promedio de r=0.9999, una pendiente m=0,00134 vy un
intercepto de b=0.01%5S.

En la figura S5 se representa la curva patron de salicilatos en

orina.

4.4, Estudio de biodisponibilidad apartir de datos urinarios.

Laes estudios "in-vivo" se relizaron de acuerdo al disefo
experimental especificado en la seccién 3.6,

Los productos estudiados fueron el 1, 13 y 14, dos de ellos el 13

y 16 eran formulaciones de liberacién prolongada conteniendo una
dosis de S00mg.

El producto ! fue seleccionado como patrédn de referencia siendo
una farmulacion de liberacién nurTal, a la cual se le asigna la
clave 1, este producto presentd un pertil de disolucién normal,
miestras que las productos 13 y 16 presentaron un perfil de
disolucidn mas lento y se les asignaron las claves 13 y 1é&
respectivamente .

El estudio se realizd en 9 voluntarios de sexo masculino,
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En la tabla X y XI sepresentan 1os valores promedio de la
cantidad acumulada excretada en mg vy el porciento excretado
de cada ung de los productos administrados y en la figura & se
esquematizan estos valores.

Ltos datas individual e s de cada sujeto por cada producto a los

diferentes intervalos de muestreo se presentan en el apendice IV.




Tabla VII.

Datos de linwaridad y repetibllidad del

metodo de Trider ler dia.

CONC. ABSORBANCIA
iug/ml) 1 2 3 PROM. 0.8 c.v
a0 2.068 3.067 B.066 2.067 8, 16E-4 1.2}
=14 2.083 2.084 @.085 @.084 8.16E-3 2.972
pL "] @.135 2,153 ®.154 2,154 B,.16E-4 2.533
252 D.360 @.360 2.358 @.359 9.42E-4 @.262
500 @.702 3,701 B.5698 2.703 B.0045 2,645
b 2.0149 @.3145 @.0151
m 1.37€-3) 1.37E-3| 1.36E-3
2
r ?.999 ?.999 @.999
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Tabla VIII.

Datos de linearidad y repetibilidad del

método de Trinder 2do dia.

CONC ., ABSORBANCIA
(pug/ml) 1 2 3 PROM. D.S c.v
a2 0.067 2.056% 2.270 2.0468 1,28E~-3 1.81
50 0.084 @.085 ?.284 0.084 4,71E-4 @.558
100 @.15% @.155 3.153 2.154 9.42E-4 D.61@
250 @.357 a.361 - @, 360 8,359 1.696-3 | 0.473
500 0.695 @.699 2.6%8 0.497 1.69E-3 3.243
b 3.2155 Q.0168 @.0162
m 1.39E-3] 1.34E-3| 1.3&E-3
2
r @.999 2,999 3.999
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Tabla IX.

Datos de linearidad y repetibilidad del

metodo de trinder entre los dos dias

| cone.
tug/mls PROM. D.S cv
ag 2.0678 1.39E-3 1.98
se B.0841 6.B7E~4 2.81
12 8.1541 8.97E~4 2.58
250 0.359 LI7E-T @.38
500 0.698 2.26E-3 2.32
b 2.216t
m 1.3E-3
2 0.999
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Tabla X.

Valares promedio en 8§ Lndividuos de la ccantidad acumulada
excretadas de los tres productos conteniendo
dcido acetilsalicilice.

Tiempo Farmaco 1 Farmaco 13 Farmaco 16
(hrs) PROM. mg |D.S PROM. mg D.sS PROM. mg|D.S
8.5 1.53 2.62 1.44 2.28 2.8 1.63
1.0 B.86 5.52 7.54 8.23 4.85 5.32
1.5 18.4 10.64 19.67 |14.70 11.36 [11.7S5
2.2 29.74 [15.546 31.12 |i18.12 21.87 |179.70
2.5 45.41 l21.22 44.85 |21.77 34.54 |22.78
3.0 57.03 [23.79 59.86 {25.10 49,22 127.36
4.0 BB.62 [32.64 ?1.46 |27.48 75.66 [41.73
&.0 125.0 [a43.11 153.6 [39.346 127.74}155.22
8.0 158.26|49.24 205.6050.0% 184.94 167 .41
12.0 1846.95({59.27 262.881467.59 245.83)107.680
22.9 200.62|66.04 324.0 {91.62 288.44 [127.98
24.0 201.65(66.886 325.93|93.68 307.92]127.49
3.0 203.07{67.01 334.34 104,39 309.73|128.03
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TABLA XI.
VALORES PROMEDIO EN § INDIVIDUOS DEL PORCIENTC DE LA CANTIDAD
EXCRETADA DE LOS DIFERENTES FARMACOS ESTUDIADOS.

TIEMPO FARMACO
horas 1 13 16
MED D.8 MED D.S MED D.S
8.5 0.5 6.8 2.3 @.5 2.2 2.3
1.9 2.7 1.7 1.8 1.6 1.0 1.1
1.5 5.7 3.3 3.9 2.9 2.3 2.4
2.2 9.2 4.8 6.2 3.4 4.4 3.9
2.5 14.0 4.5 ?.0 a.4 6.9 4.6
3.0 17.5 7.3 12.9 5.0 9.8 5.5
4.0 27.3 10.0 18.3 5.5 1S5.1 8.3
5.0 38.5 13.3 30.7 7.9 25.5 11.0
8.0 a8.7 15.2 41.1 19.0 37.0 13.5
12.2 57.5 18.2 52.4 13.5 a9.2 2%t.6
22.0 6.7 20.3 &4.8 i8.3 57.7 25.4
24.2 62,0 202.5 65.2 18.7 sl.& 25.5
30.0 62,4 20.7 66,9 20.9 61.9 '25.6
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V.- ANALISIS DE RESULTADOS.

5.1. Desintegracién.

La monagrafia individual (10) para la aspirina no especifica el
tiempo de desintegracion de productos que contienen acido
acetilsalicilico, por lo que los valores limite se tomaron de
scuerto & lo especificado en la prueba general, la cual indica que
en Smin deben desintegrarse las & tabletas . En caso de no
desintegrarse se repetira la prueba con 12 tabletas mads y de las
18 tabletas empleadas por lo menos deberan desintegrarse 16 para
aceptar la prueba.

En la tabla Il se muestran 105 resultados y se puede observar que
los productos 12, 13 y 14 presentaron tiempos mds largos 1o cual
es cde esperarse ya que estos productos eran de liberacion

prolongada.

5.2. Varlacien de peso.

Los resultados de la prueba de variaciéon de peso se presentan en
la tabla I, en ella se observa que para las tabletas sélo los
lgtes 2 y 9 se encuentran dentro de los limites especificados por
la USP xXI!1 { 5% de variacidn ), y los demas lotes 1, 3 al 8, 10,
11 y 15 al 17 se encuentran fuera de especificaciones.

En 21 caso de las cdpsulas, todos los lotes (12, 13 y 14) se

encuentran dentro de los limites especificados por la USP (% 195).
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5.3. Valoracion de acido acetilsalicilico.

La USP XXI11 establece que el contenido de 4&cido acetilsalicilico
en tabletas no debe ser menor del 90% ni mayor del 110% de la
cantidad especificada en el marbete, para las capsulas de
luberacién prolongada, el contenido por cada unidad no debe ser
menor de 93% ni mayor del 107% y para tabletas de liberacion
prolongada no menor de 95% y no mayar de 105% .

En la tabla !l se puede abservar que los productes 1, 2, 3, 8, 9,
10, 11, 13, 15, 16 y 17 ge encuentran dentro de las
especificaciones antes mencionadas, los lotes 7, 12, vy 14 se
encuentran cantidades menores a los limites, los productos 4, 5 vy
b tienen dosis mayores a 1os limites especificados en la USP XXIl.
{Ltos lotes del 12 al 16 son formulaciones de liberacian
prolongada),

Para el estudio de biodisponibilidad los productos seleccionados

eran equivalentes cumpliendo con los requerimientos.

S.4. Estudio in-vitra.

La determinacion de acido acetilsalicilico en solucion
amortiguadora de acetatos pH=4.%5 * 0,09 mastra una linearidad
satisefactoria en el intervalo de concentracion de 100 a 1000ug/mi
(figura 1), con un coeficiente de determinacién de 0.9992 y un
coeficiente de variacitdn entre 0.973 a 1.451 ( tabla V ), por lo
Aue el metodo se considerd adecuado para realijzar gl estudioc de

disolucion.
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5.4.1. Perfil de disolucién de los 17 lotes de los diferentes
productos.

Al analizar los resultados de 1a prueba de disolucidn de las

productos de liberacion normal, (figuras 2 y 3) se puede observar

que a excepcian del lote 5, los productos de liberacién normal

cumple con lo especificado por la WUSP XXI1 la cual indica que debe

disolverse no menos del B0% de la cantidad indicada en el marbete
en 3@ minutos.

Para las formulaciones de liberacion prolongada no se encontrd
informacion en la literatura acerca de la disclucidn de este tipo
de productosj las especificaciones de la prueba fueron
proporcionadas por uno de los laboratorios participantes siendo
éstas las siguientes:

3Bmin. mayor o igual al 40%

4@min. mayor o igual al 60%

120min mayor o igual al 75%
En base a estas especificaciones, se puede observar tanto en la
tabla VI como en la figura 4 que los productos que no cumplen con
estas especificaciones con los productos 13 y 16 pues presentan
una disolucidn baja en comparacién con los productos 12, 14, 15 y
17 que son tambien de liberacien prolongada.
5.4’3. Cinstica do dicolusian,
Se determind el comportamiento cinético de los diferentes
productos que conti;nen Acido acetilsaligilico, encontrandose que
los lotes siguen una cinética de primer orden.
Los valores de la constante de disolucidn y de los tiempos de vida

media se presentan en la tabla XII, en la que se puede observar
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que la vida media varid entre 6,51 y 55.44amin.

Los productos de liberacién lenta presentaron valores mas altos lo
cual era de esperarse por la mismas caracteristicas de los
productos.

Los tiempos medios de disolucién calculados utilizando el método
de Yamaoka (Tabla X1}, se encuentran entre 12.7 y 29.8min para

los de liberacidn rapida entre 30 y &@min. (4, 7)

5.5. Egstudio in-vivo.

ta aspirina ha sido catalogada entre los productos cuya
biodisponibilidad es susceptible al efecto de factares de
formulacion (14&). Considerando ademas que la presentacion en
liberacién sostenidad estd sujeta a estudios de biodisponibilidad
en otros paises (b, 3) se considerd importante evaluar la calidad

biofarmacéutica de los mismos.

5.5.14. Estudio de biodisponibilidad.

Se seleccionaron los lotes 13 y 16 ya que fueron 1o0s que
presentaron perfiles de disolucién bajos figuras 2 y 4 ),
cumpliendo con todas las pruebas de control de calidad realizadas
por lo que se considerd interesante evaluar si estas fnrm;s
presentaban "in-vivo" las mismas caracteristicas.

Los productos fueron comparados con el producto 1 el cual fue
selecionado como patrén de referencia. N

Para el estudio se seleciond un disefo cruzado, por 2 razones:

1.- Reducir la variabilidad biolégica entre sujetos.

2. - Reducir 1a variacién debida al tiempo al realizar el estudio

47



de biodisponibilidad con el mismo ntémaro de voluntarios por
producto.

En la tabla X s&e presentan los datos promedio de cantidad
acumulada excretada respectivamente para cada uno de los productos
estudiados, en la que se puede observar que después de la
administracion del producto inovador se elimind en promedio un 70%
despues de 30 horas.

Estos valores concuerdan con los reportado en la literatura (14)
que indica que se excreta entre el 30 y 70%Z en 30 horas.

La figura & se esquematiza los valaores obtenidos en porcientoj;
s® puede observar que a las tres horas hay diferencias

significativas en el porcentaje excretado, sin embarga conforme
pasa el tiempo las graficas se asemejan mds a las 10 horas que
es en donde no se observan diferencias.

Considerando que las graficas de velocidad de excrecion semejan lo
que sucede en plasma (2, &) se elabord la figura 7 en la que se
observa que las formulaciones de los farmacos 13 y 164, presentan
caracteristicas de una liberacidn mas lentaj puesto que se puede
observar un absorcién mds retardada; sin embargo no presentan

caracteristicas de liberacion prolongada ya que el intervalo de
tiempo en el que se encuentra la velocidad maxima de excrecién es

semejante que el de liberacidm normal.

5.5.2. Determinacién de acido acetilsalicilico.

Analizando los resultados de las curvas patrén obtenidas al
cuantificar los salicilatos en orina por el método de Trinder

( Tablas VII, VIII, IX y figura 5 ) se encontrd que la
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linearidad es satisfactoria en el intervalo de concentraciones de
40 a3 SBBpg/ml con un coeficiente de correlacion promedio de 8.999.
Asi mismo, los coeficientes de variacién obtenidos de 0.32% a
1.98% demuestra la repetibilidad del método.

En base a estas caracteristicas, el método de considerd adecuado

para realizar el estudio de biodisponibilidad.

5.5.3. Cinética de eliminacién.

En la tabla XI1! se muestran los valores de porciento remanente
para ser excretado después de la administracidn de los diferntes
productos en estudio; su  representacidn grafica se muestra en
las figuras 8, 9 y 18 en ellas se observa la cinética de
eliminacién de los diferentes productos estudiados,

La constante de pliminacién de los diferentes productos fue:
0.2086h71,0.1803h"" y B.1549h" ' respectivamente para los farmacos
1, 13 y 14; por lo que los tiempos de vida media de glimina:ian
son: 3,.32h, 3.84h y 4.47h respectivamente, valores que se asemejan
a lo reportado en la literatura.

El andlisis estadistico demostrd que no existen diferencias
significativas en la eliminacidon de los productos estudiados.

Se calculd 1la biodisponibilidad relativa tomando como referencia

el producto inovador y utilizando la fdrmula siguientes
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TABLA XII.
Parametros de disolucién de los diferentes productos estudiades
conteniendo Acido acetilsalicilico

cLave CONSTANTE DE TIEMPOS MEDIOS
DISOLUCION DE DISOLUCION
tmin™4) (min)
1 2.0814 19.6
2 B.07462 19.8
3 2.0&688 22.3
4 ?.2806 14.02
s ©.0583 29.8
o ©.0734 22.0
7 0.1044 12,7
8 0.068 15.87
9 #.0968 20.1
1a D.0&50 18.3
11 2.2583 19.2
12 0.p424 32.0
15 ©.0125 ©0.2
14 0.0240 35.03
15 0.0288 42.1
16 0.0175 54,1
17 2.023 43.5
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TABLA XIII.
VALORES PROMEDIO DE LA VELOCIDAD REMANENTE PARA SER EXCRETADA
DESPUES DE LA ADMINISTACION DE LOS DIFERENTES PRODUCTOS

TIEMPOD MEDIO FARMACO FARMACO FARMACO
(hrs) 1 13 16
9.23 1856.8 317.34 278.46
@3.75% 179.84 314.19 273.148
1.25 170.73% 298.86 270.42
1.75 159.17 292.94 242,43
2.25 145,47 275.88 247,15
2.75 132.95 257.23 230.44
3.5 98.49 228.14 202.35
5.2 65.34 i64.02 139.77
7.0 31.5 187.77 78.25

18.0 11.7 54,59 &67.35
16.5 2,59 15.64 19.10@
22.5 2.8 7.84 12.18
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A . p.est. D ref.

AL . patron retf D p. est.

En donde:
A = La concentracion acumulada excretada del producto estudiado.
A= La concentracién acumulada excretada del patron de referencia.

D ref.= Dosis de referncia.

D p. est.= Dosis del producto estudiado.

Se encontrd que la biodisponibilidad para los productos estudiadas
es de 1,0701 para el fArmaco 13 y de 0.99184 para el farmaco 16 1lo

cual demuestra que los productos estudiados son bicequivalentes.

5.5.4. Andlisis estadistico de datos.

Con @l fin de determinar si existian diferencias entre los
productos se realizd un andlisis de varianza de dos vias para 1la
cantidad excretada a las 1, 2, 3, vy 4 horas encontrandose que a
las primeras horas no hay diferencias, sin embargo a las 4 horas
se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos
lo cudl indica que el comportamiento de liberacion es diferente
entre los productos (tabla XiV).,

Asi mismo, se efectud un andlisis de varianza de dos vias para los
siguientes pardmetros: vida media de eliminacidn, Tmax (Tabla XV y
XVI ). .
Los resul tados demostraron que no existen diferencias
estadisticamente signitficativas entre los datos obtenidos por lo
cudl indica que los productos son bicequivalentes.‘

Se determinaron los tiempos medios de residenciag los valores

obtenidos se muestran en la tabla XVIII.
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El valor uvbtenido para el farmaco 1 se asemeja al reportado en  la

literatura. (4) (%)

Para tas formulaciones 13 y 16 el tiempo medio de residencia fueé

mucho mds que para la foarmulacion i, lo que indica nuevamente gque
el patrdn de liberacidn es diferente entre las formulaciones

estudiadas, sin embargo dado que tas graticas de velocidad de

excrecidn muestran gque 1os niveles no permanecen por un periodo

mas prolongado ni hay cambio en la vida media de eliminacion se

piensa qu# estos productos no son de liberacion prolongada.
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TABLA XIV.
VALORES PROMEDIO DE PORCIENTO REMANENTE PARA SER EXCRETADO
DESPUES DE LA ADMINISTRACION DE LOS DIFERENTES PRODUCTOS

TIEMPO PRODUCTO L PRODUCTO 13 PRODUCTO 16
9.5 5.23 5.82 S.43
1.8 5.20 5.75 5.64%
1.5 G.14 5.70 5.60
2.0 S.1@ 5.7a 5.57
2.5 4.98 5.62 3.51
3.a 4.89 $5.55 5.44
4.0 4.60 5.43 5.31
6.0 4.20 S.10 4.94
8.9 3.49% 3.7@ 4.36

12.0 2.46 4.00 4.21

22.@ .94 2.73 2.95

24.@ 1.43 2.06 2,50
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TABLA XV.

ANALISIS DE VARIANZA DE DOS VIAS
PARA LA CANTIDAD EXCRETADA A LAS 4 HORAS

Fuente de F F
variacion G.L S.S M.S obtenida|Tablas
TOTAL 26 2519.4
SEMANA 2 B9.4 a4.7 2,563 N.S
TRATAMIENTO 2 713.2 356.6 4.491 SI. S
INTERACIONES L 287.6 71.9
ERROR 16 1429.3 79.4

G.L = Grados de libertad
$.5 = Suma de cuadrados
M.S = Cuadrado medio

N.S = No significativas

S1. S = Si significativas
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TABLA XVI.

ANALISIS DE VARIANZA PARA EL TIEMPO DE VIDA MEDIA DE
ELIMINACION DE LOS DIFERENTES PRODUCTOS ESTUDIADOS.

Fuente de F F
variacidn G.L S.8 M.S obtenida} tablas
Total 26 70.6687
Suj. 8 16.3333 2.@417
Grupo 2 1.1667 2.5833 0.2056 N.S
Suj/gpo & 13,1647 2.5278 2.8909
Semanas 2 5.05%86 2.5278 2.890%9 N.S
Tratamiento 2 ?.5556 4.7778 1.56839 N.S
Error 14 39.7222 2.8373

G.L = Grados de libertad
§.5 = Suma de cuadrados
M.S = Cuadrado medio

N.8 = No significativas
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TABLA XVIX
ANALISIS DE VARIANZA DE DOS VIAS PARA

Tmase,

Fuente de F F
variacidn G.L s.8 M.S obtenida tablas
Total 25 70.46667

Suj. e 16.3333 2.Q2417

Grupo 2 1.1867 2.5833 2.2056 N.S
Suj/gpo & 15.1667 2.5278 0.890%9 N.S
Semanas 2 5.09556 2.5278 2.8902% N.S
Tratamiento 2 9.5558 4.7778 1.6839 N.S
Error 14 39.7222 2.8373

G.L = Grados de libertad

S.S§ = Suma de cuadrados

M.S = Cudrado medio

N.S = No significativas

* F experimental menor que F de tablas.
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TABLA XVIIIXI.

ANALISIS DE VARIANZA DE DOS VIAS PARA

Tirz,
Fuente de F F
variacién G.L 8.5 M.S obtenida Tablas
Total 26 49,1559
Suf. e 12.6954 1.586%
Grupo 2 1.1241 2.5620 @.3289 N.S
Suj/gpo & 11.5713 1.9288 1.1285 N.S
Semanas 2 3.1402 1.5701 ?.9187 N.S
Tratamiento 2 9?.3946 4,6973 2.7486 N.S
Error 14 23.9256 1.7090

G.L = Grados de libertad
§.5 = Suma de cuadrados
M.S = Cuadrado medio

N.S = No significativas
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TABLA XIX.

TIEMPOS MEDIOS DE RESIDENCIA CHORAS)
DE LOS DIFERENTES PRODUCTOS ESTUDIADOS.

VOLUNTARIO FARMACO 1 FARMACO 13 FARMACD 16

1 7.9 11.9 5.9

2 5.6 8.5 12.4

3 9.2 11.5 17.2

4 6.9 &b.7 10.4

S 5.3 7.3 7.3

& a.7 &.4 8.8
7 5.4 7.4 6.04

8 5.8 13.6 10.6

9 &.3 9.3 .4
PROM. 6.8 ?.4 2.8
D.S. 1.373 2.342 3.328
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V1.~ CONCLUSIONES.

Se encontré que, de los 17 lotes estudiados, la mayoria cumplen
con las pruebas de control de calidad como con la desintegracidn,
disolucidn y valoracidn.

Respecto a variacion de peso, el 75% de los productos no cumplid
con las especificaciones.

El método analitica utilizado en la prueba de disolucidn fué
lineal y reproducible en e! rango de contentracicnes de 108 a 1020
ug/ml con un coeficiente de correlacidn de 0.999 y un coeficiente
de variacién menor a 1.5% por lo cual se ceonsiderd adecuado para
realizar el estudio de disolucidn de los diferentes lotes.

Se evalud la disolucién de los diferentes lotes conteniendo 4cido
acetilsalicilico como umico principio active, encontrandose una
variabilidad considerable en el comportamiento de disolucion entre
elles.

Todos los productos presentaron una cindtica de primer orden.

El método analitico utilizado para cuantificar salicilatos en
orina fué lineal y reproducible en el rango de concentraciones de
42 a 500 ug/ml con un coeficiente de correlacidn de 0.999 y un
coeficiente de variacidn menor a 2 % por lo cual fué considerado
adecuado para realizar el estudio de biodisponibilidad.

Para el estudio de biodisponibitidad se atilizaron 2 broductns .de
liberacidn prolongada los cuales presentaron disoluciones bajas y
cumplian con las pruebas de control de calidad. Como referencia o
control se utilizd una tableta de liberacién normal (lote 1) 1la

cual fué adquirida en los Estados Unidos.
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Los resul tados mostraron que efectivamente los lotes 13 y 16 no
presentan caracteristicas de liberacion prolongada.

El analisis de varianza demostro que existen diferencias
estadisticamente significativas entre los productos estudiados a
las 3 y 4 horas, asi mismo los tiempos médios de residencia fueron
mayores para estos productos, lo cual demuestra nuevamente, la
liberacidn mds lenta de los mismos pero no se asemeja al patraén
reportado en 1a literatura para la liberacién de estos productos,
En base a los resultados se puede concluir que el medio de
disolucién smpleado puede considerarse util solo para el control
de calidad de las formas farmacéuticas de liberacién normal ya que
no refleja 1o que sucede in-vivo para otro tipo de formulacidén.
Seria conveniente efectuar un estudio con diferentes medios de
disolucidn con el fin de determinar el medio idéneo que refleje
tanto el comportamiento in-vitro como in-vivo con el fin de
garantizar la calidad biofarmacéutica de los productes nacionales
que tontengan Acido acetilsalicilico como unico principio activo y

que sean de liberacién prolongada.
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VIl
APENDICE
I

DATOS DE DISOLUCION DE L.0S DIFERENTES
PRODUCTOS ESTUDIADOS CONTENIENDO
ACIDO ACETILSALICILICO.
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APENDICE I.

VALORES PROMEDIO DEL X DISUELTO DE LOS DIFERENTES
PRODUCTOS ESTUDIADOS CONTENIENDO ACIDO ACETILSALICILICO

%

PRODUCTOS
1 2 3 4 k] &
T1EMPO % Dis. % Dis. % Dis.{ % Dis.] % Dis.|% Disa.
{hrs}

5 17.7 20.9 19.3 36.6 15.% 21.7
10 36.8 43.4 28.0 S4.1 17.3 29.9
20 &6.4 &9.4 S4.6 B82.8 32.7 56.0
30 B82.5 B88.46 80.7 94,2 58.8 81.3
40 100.0 7.9 92.2 95.3 80.1 92.7
50 102.7 101.6 9.7 4.9 2.9 96.8
&0 103.3 102.3 5.7 94,2 6.0 96.8

Dis., = % Disuelto.
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VALORES PROMEDIO DEL X DISUELTO DE LOS DIFERENTES
PRODUCTOS ESTUDIADOS CONTENIENDO ACIDO ACETILSALICILICO

PRODUCTOS
7 8 7 10 i1
TIEMPQ #Dis. %Dis. Pis. %Dis. “Zhis.
(hrs)

S 3.6 29.1 16.0 24.8 22.9
10 52.5 47.56 39.9 39.3 32.8
20 87.9 72.6 74,1 &7.5 51.1
30 25.2 0.2 2.6 87.9 83.5
/0 4.9 R2.5 9.7 93.5 1.3
50 q94.4 Q2.7 104.7 9S5.1 ®2.9
&0 93.8 92.7 104.7 95,0 3.0

“Dis.= % Disuelto
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VALORES PROMEDIO DEL % DISUELTO DE LOS DIFERENTES

PRODUCTOS ESTUDIADOS CONTENLENDO ACIDO ACETILSALICILICO

PRODUCTOS
12 13 14 15 16 17
TIEMPD | %Dis. %Dis. %bis. %Dis. %Dis. %Dis.
(hrs)

5 14.5 6.8 13.5 13.6 3.3 5.2
10 19.5 8.8 16.3 15.4 6.8 11.7
20 37.0 16.7 35.4 26.7 16.0 25.2
30 58.8 25.2 54.4 42.6 27.1 43.2
430 75.9 32.5 &8.7 57.1 39.0 57.2
S0 B87.5 40.0 77.6 70.8 50.2 68.9
60 93.1 47.0 83.0 79.9 &0.0 78.3
ao 94.9 56.3 89.1 88.9 71.5 85.2

100 ?5.0 69.2 92.0 94.4 81.2 88.9
120 Q4.6 78.8 92.9 95.8 85.9 93.2




APENDICE
1
PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA EL. ESTUDIO
DE BIODISPONIBILIDAD.
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PROTOCOLO EXPERIMENTAL PARA EL ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD....
l.- Para participar en el estudio, ®s necesario que el voluntario
no padezca reacidn alérgica ni sea hipersensible a acido
acetilsalicilica o a acido salicilico.

2.- No debe tomar medicamento o alcohol por lo menos una semana
antes del estudio ni durante el mismo. Natificar al responsable
del estudio en caso contrario.

3.~ No tomar alimento despues de las 11 PM; un dia antes del
estudio .

El sujeto podrd tomar un desayuno ligero 4 horas despuds de la
administracién del medicamento que consistird ¢ fruta, gelatina,
ensalada y sandwich.

4.~ Tomar 150ml de agua a los siguientes tiempos ©0.0, 1.0, 2.0,
3.0, 4.0 y después ad libitum,

5.- Se colectardn las muestras de orina a los siguientes tiempos:
0.0, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 4.0, &.0, B.O, 12.0, 22.0,
24,0 y 30.0 horas.

b.- Mida el volumen total de la orina en una probeta y coloque una
alicuota de dicha orina en un tubo de ensayo, aproximadamente 3/4
del tubo, tape perfectamente con el papel parafilm y coloque las
muestras de orina en el congelador inmediatamente después de su
coleccién; anotandeo el volumen excretado.

7.~ Para las muestras de orina de 12 a 24 heoras coloque en el
mismoc resipiente ( en el refrigerador), toda la orina producida en
ese intervalo de tiempo, mida cuidadosamente el vcleen total de
oarina producidep; tomar y conservar las alicuotas como se indica en

el paso anterior.
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8.~ No olvidar, después de colectar cada muestra a los diferentes
tiempos, tolocarla en 21 congelador a8 —-10°C y anotar 2] volumen de
orina excretado.

?.~ Se debe tener cuidado que los tubos para las muestras de orina
estén perfectamente etiquetados para evitar cualquier tipo de

confusiédn, ya sea de horario o muestras de otro voluntario.
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APENDICE
11
HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA EL ESTUDIO DE BIODISPONIBILIDAD
Y HOJA DE EFECTOS SECUNDARIOS DEL ACIDO ACETILSALICILICO.
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HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA EL ESTUDIO DE

BIODISFONIBILIDAD DE ACIDO ACETILSALICILICO

NOMBRE:

DIRECCION:

TELEFONO:
EDAD: afos
ESTATURA: m
SEXO: MASCULINO

PESO: Xg

En forma voluntaria y en pleno uso de mis facul ta-
des mentales, hago constar que he sido informadc so-
bre los peligros en que puedo incurrir al participar
en esta investigacidn sobre productos comerciales de '
4cido acetilsalicilico. {

ta informacién recibida y la cual he leido cuida-

dosamente se anexa en este documento.
Igualmente hago constar que seguiré fielmente todas

las instrucciones recibidas con respecto a la toma -

i
|
i

del medicamento y recoleccidn de las muestras.

FECHA: 4 4

FIRMA
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EFECTOS SECUNDARIOS DEL

ACIDO ACETILEQLICILLCd

EFECTOS GASTRICOS:

—-irritacion de la mucosa gastrica y molestia

A

epigdstrica.
~a dosis altas la ulcera peptica se pude ver

incrementada, asi mismo puede presentarse

dispepsia,hemorragia gadstrica y la gastritis
ercsiva.,

-pérdida de sangre.

B

EFECTOS SOBRE SANGRE:
-Disminuciotn del tiempo de coagulacion.

~hipoprotrombinemia (dosis altas)

n

EFECTOS SOBRE GLANDULAS ENDOCRINAS:

—influyen en medula,corteza suprarenal y tiroides

D) EFECTOS METABOLICOS Y RESPIRATORIOS:

~gstimulan la respiracion (aumenta consumo de 0O)

~-desacoplamiento de fosforilacion oxidativa

m

EFECTD SOBRE RIRONES:
-irritacion renal.

-diuresis.

NOTA: LOS EFECTOS MARCADDS EN LOS INCISOS B,C,D y E SE

PRESENTAN A CONCENTRACIONES MUY ELEVADAS DE ACIDO
ACETILSALICILICO (1 gramo por dia}.
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APENDICE
v
DATOS DE CANTIDAD ACUMULADA EXCRETADA DE LOS PRODUCTOS
ESTUDIADOS QUE CONTIENEN ACIDO ACETILSALICILICO.
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VALORES DE LA CANTIDAD ACUMULADA EXCRETADA DESPUES DE LA
ADMINISTRACION DEL FARMACO 1, A LOS DIFERENTES VOLUNTARIOS

Voluntario

Tiempo 1 2 3 4 S & 7 a8 9

0.5 2.1 3.1 8.2 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0

1.0 13.1 [17.2 ]11.9 {15.2 |5.7 8.8 0.0 4.5 3.4

1.5 28.2 (3B8.4 |17.8 [23.4 |13.7 [13.2 (0.0 22.3 |8.6

2.0 46.3 157.7 |26.1 |34.7 }22.3 {25.2 (0.0 35.4 |20.0

2.5 71.7 |76.8 (30.6 |65.3 |34.7 [39.1 |6.9 48.8 |34.8

3.0 90.7 |93.5 [36.46 {74.4 [|52.6 145.9 119.3 |b61.4 |3B.9

4.0 123.8[125.4160.9 [|144.5[7&6.6 [768.3 142.3 183.4 }62.4

6.0 168 182 3.1 [178.7(128.8|98.7 [42.3 {121.4|112

8.0 195.51211.21128.2|213 167.7|163.,1]42.3 [145 158.4

12.0 229.1(229.2|181.1{285 170.8[203,1|58.1 |154.5{171.7

22.0 256.9(240.2|212.5|299.1|171.1|234.4|SB.1 |1&61.46(171.7

24,0 261.7240.6{212,5|299.1|171.5(235.658.1 |1&61.6[174.2

30.0 269.81240.6(212.5|299.1|172.4(235.658.1 |162.8(176.8
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VALORES DE LA CANTIDAD ACUMULADA EXCRETADA DESPUES DE LA
ADMINISTACION DEL FARMACO 13, A LOS DIFERENTES VOLUNTARIOS

Voluntario

Tiempo 1 2 3 4 5 -3 7 B8 4
0.5 0.9 c.¢ 0.0 0.0 c.0 4.0 0.0 b.9 1.2
1.0 4.2 c.0 0.0 6.3 0.0 17.0 9.3 25.7 |S.4
1.5 16.5 1B.6&6 0.0 26.6 [2.8B J32.1 125.1 49.4 15.8
2.0 32.4 {22.4 0.0 42,5 11,1 148.2 }40.1 [61.5 }21.9
2.5 49.5 (47.8 (3.1 $5.6 {19.4 71,0 }52.7 |73.2 [31.4
3.0 71.3 164.2 |7.7 &2.2 132,95 |93.1 |65.4 [|B6.5 [4B.9
4.0 116.3182.3 (29.4 [108.7(64.1 [112.8}91.5 |115,7{102.4
&.0 192.8]154.415%8.1 {180,7)132.0)195.1)149.1}148,7(171.5
8.0 266.0[195.4(107,31252.61162.81265.0{189.4|180.5{232.2
12.0 372.6{26492.0(139,.51285,2]181.0)3256.0[232.1|286.5({294.1
22.0 S500.9[287.1(195.8300.8}229.3}375.41257.1(419.1({352.3
23.0 S508.1[287.1(195.81300.8}229.3|382.,6}257.1{419.1{353.5
30.0 535.9(287.11195.8]300.8)229.3|398.0|257.1{450.3{354.8
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ESTA TESIS W6 DEBE
SAUR BE L PEMIOTECA

VALORES DE LA CANTIDAD ACUMULADA EXCRETADA DESPUES DE LA
ADMINISTRACIOM DEL FARMACO 16, A LOS DIFERENTES VOLUNTARIOS

voluntario

Tiempo 1 2 3 4 S &6 7 8 9
0.5 0.9 0.0 0.0 0.0 0.0 4.1 0.0 3.9 0.0
1.0 11.4 {0.0 0.0 5.9 0.0 15,2 {o.0 7.7 3.5
1.5 1%.7 (0.0 0.0 16,1 (0.0 33.0 (0.0 24.1 (9.4
2.0 45.0 |1B.2 |0.0 29.2 (0.0 51.5 (0.0 42.9 ]10.1
2.5 S54.9 (27.8 (0.0 46.5 [29.0 70.6 |9.0 57.6 |15.5
3.0 75.9 |46.4 2.3 S8.1 129.0 }92.7 |41.5 (74.8 |[22.3
4.0 115.8165.1 (11.6 |92.2 }29.0 |149.1]|62.6 [108.0(47.8&
6.0 150.11100.4]44.6 |168.9]57.1 |215.5|131.5[188.5{93.1
8.0 225.6)187.7|71.5 |245.5]106.9|277.2|152.9(256.5[140.7
12.0 257.0)244.7|108.0|397.9]123.4|369.4|175.46|3B2.56}153.,%
22.0 257.0]316.9]175.4|497.6]123.4|407.7(175.6[449.2[193.2
24.0 257.0371.8|270.1|4%7.6123.4(410.9|175.6|471.7|193.2
30.0 257.01371.68[270.11497.61127.2]423.4[175.6}471.7(193.2
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PROMEDIOS ¥ DESVIACIONES ESTANDAR DE LA CANTIDAL ACUMULADA
EXCRETADA DE LOS DIFERENTES FARMACOS.

FARMACOD 1 FARMACO 13 FARMACO 16
TIEMPQ PROM, D.S. PROM. b.s. PROM. D.S.
0.5 1.48 2.60 1.44 2.28 0.98 1.63
1.0 8.86 5.52 7.54 8.23 4.85 5.32
1.5 18.40 10.648 19,467 14.70 11.36 11.75
2.0 29,74 15.56 31.12 18.12 21.87 1?.70
2.5 45,41 21.22 44,85 21.77 34.54 22.78
3.0 57.03 23.79 59.86 25.10 49,22 27.36
4.0 B8B.&2 32.64 F1.46 27.40 75.66 41.73
6.0 125,00 43.11 153,40 39.38 127.74 55.22
8.0 135.03 &5.44 205.68 $0.09 184.94 &7.481
12.0 184.95 52.27 262.88 &7.59 245.83 [107.80
22.0 200.62 66.04 324,20 ?L.62 288.44 |127.98
24.0 201.65 66.89 325.93 93.68 307.92 (127.46
30.0 203,07 &7.08 334,34 104.39 309.73 [128.03
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