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1.1 Lista de abreviaturas
Absorbancia
Acetonitrilo
Acido clorhidrico
Acido clorhidrico metandlico
Biopharmaceutical Clasification
System (Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutica)
Centimetros
Coeficiente de reparto
Consejo de Salubridad General
Farmacopea de los Estados Unidos
Mexicanos
Food and Drug Administration
(Administracion de Alimentos y
Medicamentos de Estados Unidos)
Grados Celsius
Gramos
High-Performance Liquid
Chromatography (Cromatografia de
Liquidos de Alta Resolucion)
Horas
Lauril Sulfato de Sodio
Litros
Mebendazo
Metanol
Microgramos
Microlitros
Micrémetros
Miligramos

Mililitros

——

Abs

ACN

HCI
HCIl:MeOH
BCS

cm
Log P
CSG

FEUM

FDA

°C

HPLC

LSS

MBZ
MeOH
Mg

ML

Mm
mg

mL
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Milimetros

Minutos

Nanometros

Porcentaje

Porcentaje volumen / volumen
Potencial de hidrégeno
Revoluciones por minuto
Segundos

Ultravioleta visible

United States Pharmacopeia

(Farmacopea de los Estados Unidos)

——

mm
min

nm

%

% viv
pH

rpm

s

UV / vis
USP
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2. Introduccién
El mebendazol (MBZ) es un farmaco antiparasitario ampliamente utilizado en
nuestro pais para el tratamiento de las siguientes parasitosis: Enterobiasis,
Tricocefalosis, Ascariasis, Uncinariasis y Teniasis. Se encuentra disponible
comercialmente en presentacion tabletas de 100 y 500 mg y en forma de suspensién
a una concentracion de 20 y 60 mg / mL. De acuerdo con el Consejo de Salubridad
General (CSG) en el Acuerdo que determina el tipo de prueba para demostrar
intercambiabilidad de medicamentos genéricos y se definen los criterios que
deberan aplicarseles, la prueba asignada al MBZ tanto en presentacion tabletas
como en presentacion capsulas, es la prueba B, es decir, los medicamentos
genéricos requieren realizar una prueba de perfil de disoluciéon para documentar la

intercambiabilidad para fines de registro sanitario.

Al hacer una revision de las diferentes Farmacopeas, incluyendo la FEUM, se
encontré que, a pesar de que existe una prueba oficial de disolucion para el MBZ
en presentacion tabletas, no existe una prueba oficial para evaluar la liberacion del
principio activo, en presentacion suspension. De igual forma, no se encontré en la
literatura cientifica internacional, estudios que hayan evaluado el comportamiento
de disolucion de las suspensiones conteniendo este principio activo, por lo que es
de relevancia desarrollar una prueba robusta que permita asegurar la calidad de los
mismos de manera continua y que pueda predecir el comportamiento in vivo de

productos en suspension.

——
(o)}
| —
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3. Marco tedrico

3.1 Mebendazol
El mebendazol (metil N-(6-benzoil-1H-benzimidazol-2-il) carbamato) con férmula
molecular de C;4H,3N503, es un farmaco antihelmintico de amplio espectro, del que
actualmente se ha documentado también su actividad anticancerigena (Guerini et
al., 2019). EI MBZ es ampliamente utilizado en América Latina, pero de acuerdo con
la base de datos de la FDA, Estados Unidos lo cataloga como medicamento
huérfano. En México, se encuentra dentro del Compendio Nacional de Insumos para
la Salud para su uso en Enterobiasis, Tricocefalosis, Uncinariasis, Teniasis y

principalmente para la Ascariasis. (CNIS, 2023).

i H QA /
N O
)>—N
\ H

Figura 1. Estructura molecular del MBZ

3.1.1 Propiedades fisicoquimicas del MBZ

En la tabla 1 se resumen las propiedades fisicoquimicas.

——
~
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Tabla 1. Propiedades fisicoquimicas del MBZ

Propiedad Valor

Apariencia Polvo amorfo blanco o ligeramente amarillo de

sabor agradable

Peso molecular 295.29 g/mol
Punto de fusion 288.5 °C
pka 3.93y8.44
Log P 2.83
Solubilidad 71.3 mg /L (en agua)
Donadores de BH 2
Valor de HLB 4
Log S -3.88

(Drugbank, 2023; Poturcu & Demiralay, 2019; PubChem, 2023).

En la tabla 2 se presentan los valores de solubilidad de MBZ en diferentes

disolventes, siendo el acido férmico en el que es mas soluble.

Tabla 2. Solubilidad del MBZ en distintos disolventes.

Disolvente gMBZ /100 mL
Acido formico 22
Acido férmico 80 % en agua 14
Acido férmico 50 % en agua 3.3
Acido férmico 20 % en agua 0.1
Acido acético 0.6
Acido lactico 4.3
Dimetilformamida 0.1
Dimetilacetamida 0.1
Dimetilsulfoxido 24

(L6épez Marin, 1988).
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3.1.2 Farmacocinética

De acuerdo con sus propiedades fisicoquimicas, el MBZ es un farmaco que una
baja solubilidad (71.3 uyg / mL en agua) y una alta permeabilidad (Log P 2.83), por
ello se ha clasificado como farmaco de tipo Il conforme al Sistema de Clasificacién
Biofarmacéutica, presentando dificultades para su absorcion. A continuacion, se
presentan sus propiedades farmacocinéticas de acuerdo con la base de datos de
Micromedex, 2023.

A. Absorcion

El MBZ presenta una baja biodisponibilidad ( 5 -10 %). Su absorcién se incrementa
después de la ingesta de alimentos ricos en grasas. Se han reportado diferentes
estrategias, para aumentar su biodisponibilidad y su solubilidad, como lo es el
desarrollo de formulaciones conteniendo microparticulas o nanoparticulas, asi como

cargar al farmaco en formulaciones oleosas de tipo emulsiones y microemulsiones.
B. Distribucion

El farmaco se une a proteinas plasmaticas entre un 90 % a un 95 %. El valor de

volumen de distribucion es de 1 a2 L/ kg.
C. Metabolismo

El MBZ tiene una elevada tasa de metabolismo hepatico e intestinal. En la figura 2,
se presentan los dos principales metabolitos: el carbamato de metil-5[a-
hidroxibencil]-2-bencimidazol, un producto de la reduccion de cetonas (A) y el 2-
amino-5-benzoilbencimidazol (B), generado por hidrélisis de amida. Ninguno de

ellos presenta actividad antiparasitaria.

Los niveles de MBZ se incrementan al administrarse en conjunto con cimetidina, un
inhibidor del citocromo P450 (Luder et al., 1986).
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Figura 2. Metabolitos del MBZ. Figura tomada de Nishimuta et al., 2013.
D. Eliminacién

La principal via de eliminacion es por heces de forma inalterada y una pequefia
parte como metabolito. Unicamente el 2 % de la dosis administrada es eliminada

por via renal. Presenta una vida mediade 3 a6 h
3.1.3 Farmacodinamia

El MBZ inhibe irreversiblemente la absorcién de glucosa y otros nutrientes de bajo
peso molecular en helmintos susceptibles, causando el deterioro de los
microtubulos, lo que resulta en un bloqueo del movimiento de los organulos,
acumulacién de sustancias secretoras hidroliticas y proteoliticas y autolisis celular
en los nematodos, lo que lleva a su muerte. También tiene actividad ovicida directo

en tricocéfalos y anquilostomas (figura 3).

10
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Figura 3. Mecanismo de accion del MBZ. Figura tomada de Al-Fatlawi et al., 2019.
3.1.4 Posologiay reacciones adversas

De acuerdo con el Compendio Nacional de Insumos para la Salud (CNIS) 2023, el
MBZ se administra via oral en una dosis de 100 mg cada 12 h. Esta indicado para
adultos y ninos mayores de 2 afios para: Enterobiasis, Ascariasis, Tricocefalosis,
Uncinariasis. Para Estrongiloidiasis y Teniasis la dosis es de 200 mg cada 12 h por

tres dias

No se recomienda su uso en mujeres embarazadas y en niflos menores de 2 afos.
Esta contraindicado a personas con hipersensibilidad a los componentes de la

formulacién o si presenta colitis ulcerativa.
Los principales efectos adversos son el dolor abdominal y la diarrea.

Su administracion conjunta con Metronidazol incrementa el riesgo de sindrome de
Stevens-Johnson que puede evolucionar hasta necrdlisis epidérmica tdxica
(Micromedex, 2023).

3.1.5 Polimorfos del mebendazol

Se reportan 3 polimorfos de MBZ, los cuales se presentan en la figura 4.

11
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Figura 4. Estructuras moleculares de los 3 polimorfos que presenta el MBZ. Figura
tomada de Calvo et al., 2016.

Se ha descrito que el polimorfo A no presenta actividad antihelmintica, mientras que
el polimorfo B, al igual que el polimorfo C, presentan actividad antihelmintica y
anticancerigena, siendo el polimorfo C, el mas estudiado para su uso en tratamiento
de glioblastoma. (Al-Karmalawy & Khattab, 2020; Bai et al., 2015).

Los 3 polimorfos han sido ampliamente investigados y existen diferencias tanto en
su estabilidad termodinamica, como en su solubilidad. Para el caso de la estabilidad
termodinamica, el polimorfo A es el que presenta la mayor estabilidad, seguido del
polimorfo C y por ultimo el polimorfo B. Con relacion a su solubilidad, Calvo et al.,
2016 reporta los siguientes valores de solubilidad en agua : polimorfo A, 9.84 mg/L,

polimorfo B, 71.3 mg / L y polimorfo C, 35.4 mg / L.

Actualmente, la materia prima de MBZ contiene una mezcla de los tres polimorfos
en proporciones distintas, por lo que, existen diferencias en cuanto a la solubilidad,
lo que afecta principalmente al desarrollo de formulaciones. Asimismo, se ha
reportado que, bajo condiciones de humedad y temperatura no controladas, el

polimorfo C puede adoptar la forma polimérfica A (Mena, Julio, 2020)

A la fecha, no hay una prueba rapida que permita discernir entre los tres polimorfos
presentes en la materia prima, se han descrito técnicas como espectrofotometria
infrarroja por transformada de Fourier (FTIR), difraccién de rayos X de polvos
(PXRD) y calorimetria diferencial de barrido (DSC) que permiten cuantificar la
presencia del polimorfo en mayor cantidad presente en la materia prima (Mena,
Julio, 2020).
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3.2Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica

A nivel mundial, se ha tratado de garantizar que los medicamentos sean de facil
acceso, por lo que surgen los medicamentos genéricos. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS), un medicamento genérico es “un producto
farmacéutico, generalmente destinado a ser intercambiable con un producto
innovador, que se fabrica sin una licencia de la empresa innovador y se comercializa
después de la fecha de vencimiento de la patente u otros derechos exclusivos”
(Alfonso-Cristancho et al., 2015). La bioequivalencia, de acuerdo con la NOM-177-
SSA1-2013, es “la relacion entre dos equivalentes o alternativas farmacéuticos
cuando al ser administradas bajo condiciones similares producen
biodisponibilidades semejantes”. El Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (BCS
por sus siglas en inglés), que fue publicado por primera vez por Gordon Amidon y
cols, y que actualmente es aceptado a nivel mundial por las distintas agencias
regulatorias, se fundamenta en que la absorcion de los farmacos, va a depender de
la solubilidad y permeabilidad intestinal del farmaco (Baena & Ponce D’Ledn, 2008).

El BCS divide a los farmacos en 4 clases, las cuales se presentan en la tabla 3.

Tabla 3. Clasificacion de los farmacos de acuerdo con el BCS

Clase Solubilidad Permeabilidad
I Alta Alta
[l Baja Alta
[l Alta Baja
v Baja Baja

Los farmacos de clase | y clase Ill, pueden ser candidatos a bioexencion ya que la
disolucién puede ser un sustituto de bioequivalencia, pero solo es aplicable a

productos farmacéuticos sélidos de liberaciéon inmediata para administracion oral.
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3.3 Disolucioén

El proceso de absorcién de un principio activo presente en una forma farmacéutica
depende principalmente de la liberacién del principio activo, la disolucion del
farmaco bajo condiciones fisioldgicas y la permeabilidad para llegar al torrente
sanguineo (Abdou, M.H., 1989). La disolucién in vitro constituye un paso
determinante para la absorcion in vivo (Dressman et al.,1998) y es muy util durante
el desarrollo de nuevas formulaciones o bien para evaluar la calidad entre lotes o
entre diferentes productos, y es por eso por lo que se utilizan las pruebas de
disolucién para asegurar la calidad y el buen desempefio de los productos (Nainar
et al., 2012).

En un principio las pruebas de disolucion se utilizaban para evaluar la liberacion del
farmaco a partir de formas farmacéuticas soélidas, sin embargo, en los ultimos afnos,
ha existido un rapido incremento de otras formas farmacéuticas mas novedosas,
como son, parches transdérmicos, suspensiones, capsulas de gelatina blanda y
liposomas entre otros y es debido a que estas formas farmacéuticas presentan
diferentes aplicaciones y caracteristicas de liberacion, que se debe tomar en cuenta
las consideraciones apropiadas para llevar a cabo las pruebas de disolucién (Azarmi
et al., 2007).

En el caso de las suspensiones, se ha encontrado una relacion entre la disolucidn
y la formulacion (Fonseca et al., 2009; Sha et al., 2016), y existen una serie de
reportes que han demostrado problemas de biodisponibilidad de farmacos en
suspension debido a un bajo comportamiento de disolucién (da Costa et al., 2015),
lo cual pone en evidencia la importancia de contar con pruebas de disolucion para

evaluar a farmacos que se encuentran en esta presentacion.
3.4 Suspensiones

De acuerdo con la FEUM 13 edicién, una suspension se define como “sistema
disperso, compuesto de dos fases, las cuales contienen el o los farmacos y aditivos.
Una de las fases, la continua o la externa es generalmente un liquido y la fase
dispersa o interna, esta constituida de soélidos (farmacos) insolubles, pero
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dispersables en la fase externa. Sus vias de administracion son: oral, parenteral,

rectal, topica, oftalmica”.
Una suspension se puede clasificar como (Kulshreshtha et al., 2010):

» Defloculada: la suspension permanece dispersa durante mas tiempo y
presenta una velocidad de sedimentacion muy baja, formando un cake. La
redispersion del cake es dificil aun cuando se agita (figura 5).

» Floculada: las particulas estan conectadas por adsorcién fisica de
macromoléculas o por las fuerzas de atraccion de Van der Waals de largo
alcance. Presenta una velocidad de sedimentacion rapida, pero es facilmente

redispersable con una agitacion suave (figura 5).

En la tabla 4 se presentan las diferencias entre ambos tipos de suspension.

1100 e—_—— 100

50

Deflocculated Flocculated

Figura 5. Suspension defloculada y floculada.
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Tabla 4. Diferencias entre una suspension floculada y defloculada

Propiedad Defloculada Floculada

Particula Existen como Forman agregados (fléculos)

entidades separadas

Velocidad de Lento Rapido

sedimentacion

Estructura del Compacto (cake) No hay cake. Los fléculos actian como
sedimento particulas grandes, pero son

esponjosas que se rompen Yy
redispersan facilmente.
Redispersion Dificil Facil

Sobrenadante Turbio Claro

Al momento de trabajar con una suspension es importante considerar su reologia,
esto principalmente se ve manifestado en su viscosidad, ya que mantener la
viscosidad apropiada para una suspension, se garantiza la precision y facilidad de
la dosificacién, ya que, si las particulas en una suspension se asientan demasiado
rapido, es posible que sea dificil de incorporarlas al medio de la suspension. La
viscosidad representa la resistencia de las capas de un liquido a fluir y dependiendo
del tipo de fluido, se puede dividir en (Kulshreshtha, 2010; M. Ofner & I. Schnaare,
s/f):

¢ Newtoniano: donde la viscosidad es independiente de la fuerza externa. La
viscosidad permanece constante a todas las velocidades de cizallamiento
para una temperatura y presién determinada.

¢ No newtoniano: La viscosidad depende de la velocidad de cizallamiento y
esta a su vez, puede ser clasificada en funcién del tiempo en:

» Plasticos: donde el fluido no empieza a fluir hasta que supera cierta

tensién de cizalla y superado ese umbral, sigue un comportamiento

Newtoniano. Se encuentra en dispersiones con estructuras

intermoleculares con elevada fuerza de unidn. La adicion de
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tensoactivos o agentes defloculantes disminuye las fuerzas de
atraccion y las fuerzas repulsivas entre las particulas, disminuyendo
la tension de cizalla.

» Pseudoplasticos: hay una disminucion de la velocidad con un aumento
en la velocidad de deformaciéon. Es caracteristico en polimeros en
disolucién. Se caracteriza por una disminucién de su viscosidad, y de
su esfuerzo cortante, con la velocidad de deformaciéon. Puede cambiar
su microestructura de forma instantanea.

» Dilatantes: son suspensiones con gran cantidad de particulas
floculadas en las que se produce un aumento de la viscosidad con la
velocidad de deformacion. Al desaparecer la fuerza de cizalla, el
sistema recupera su estado inicial, esto se debe a que las particulas
en reposo estan empaquetadas.

e Viscoelasticos: presentan comportamiento viscoso (liquido) y elastico (sélido)

debido a la presencia de particulas sdlidas.

3.5Parametros que considerar para el desarrollo de una prueba de

disolucion en suspensiones

Actualmente el numero de métodos farmacopéicos para evaluar la liberacion in vitro
de productos en presentacion de suspension es escaso y considerando el aumento
de productos genéricos en esta presentacion, es importante desarrollar pruebas
robustas que sean capaces de detectar cambios en el proceso de manufactura y
que permitan asegurar su calidad, seguridad y eficacia. Las suspensiones van
dirigidas principalmente a nifios y personas de la tercera edad, que presentan
dificultad para tragar o en los que se necesita ajustar la dosis. Se puede enmascarar
el mal sabor del farmaco y presentan una mayor estabilidad que las soluciones. De
acuerdo con la base de datos de la FDA para métodos de disolucién (FDA,
Dissolution Methods Database), actualmente se cuenta con 22 farmacos en
presentacion suspension con recomendacion de una prueba la disolucion. En la
mayoria de ellos la velocidad de agitacién es de 25 y 50 rpm, pero resalta que hay

tres farmacos en los que recomienda una velocidad de 100 rpm (Ciprofloxacino,

——
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Esomeprazol de Magnesio y Mirabegron), dos en los que la velocidad es de 30 rpm
y 40 rpm, (Sulfisoxazol y Fidaxomicina, respectivamente). La seleccion de la
velocidad de agitacion se basa en la viscosidad de la suspension, en caso de una
viscosidad baja, se emplea una velocidad de 25 rpm, y en caso de una viscosidad
alta, se puede utilizar 75 rpm o incluso 100 rpm, siempre y cuando este
fundamentada su uso. La velocidad de agitacion se elige en funcion a que la
suspension pueda dispersarse en el medio, evitando un sedimento al fondo del
vaso. En la mayoria de los métodos propuestos, se emplea algun tensoactivo, que

frecuentemente es Lauril Sulfato de Sodio, ya que es de bajo costo y de facil acceso.

Noory et al., postulan una serie de pasos para desarrollar una prueba de disolucién
para farmacos de baja solubilidad, que es aplicable para formas farmaceéuticas

solidas o liquidas.
1) Evaluar el pH del medio

Este paso engloba evaluar la solubilidad del farmaco utilizando medios acuosos
como HCI 0.1 N pH 1.0 o0 1.2, solucién amortiguadora de fosfatos pH 6.8, solucién
amortiguadora de acetatos pH 4.5, y con menos frecuencia soluciones

amortiguadoras de citratos o boratos y buffer TRIS pH 9.0.

Cuando no existe una prueba de disolucion para una suspension, pero si para su
forma farmacéutica sélida, el método se puede extrapolar a la suspension con las
caracteristicas del medio de disolucién, tiempos de muestreo y duracién de la

prueba.
2) Evaluar el uso de un tensoactivo

Se recomienda utilizar pruebas de solubilidad para cada tipo de surfactantes
(catidnico, anidnico y no idnico). Los mas utilizados a nivel industria son el LSS, Brij,
Tween y CTAB (bromuro de cetiltriamonio, por sus siglas en inglés), pero es el LSS,

el que ha resultado mejor. (Marques & Liddell, 2022).

18

——
| —



(s

Biotarmacia

3) Evaluar la concentraciéon del tensoactivo

La concentracion del tensoactivo se ajusta para maximizar la sensibilidad del
método. Se recomienda usar la minima cantidad de tensoactivo necesario para
solubilizar al farmaco en la forma de dosificacion para conseguir una disolucion por
arriba del 85.0 % en un tiempo razonable (120 min o menos). Se pueden evaluar
concentraciones de 0.1, 0.25, 0.5, 0.75, 1.0 y 2.0. La FDA recomienda que la
concentracion de tensoactivo debe estar debajo de la concentracion micelar critica
(CMCQC).

Soares et al, en el afno 2022 publicaron un articulo en el que hicieron una revision
bibliografica de las distintas farmacopeas del continente Americano para
suspensiones orales, concluyendo que, para desarrollar una prueba de disolucion
para este tipo de forma farmacéutica, el aparato mas utilizado es el Aparato 2 de la
USP utilizando un medio acuoso con el uso de algun tipo de surfactante. Asimismo,
en el articulo desglosan una serie de puntos criticos los cuales se deben considerar
para el desarrollo de estas pruebas, como son: la velocidad, la composicion del
medio, es decir si se usa un tensoactivo aniénico, catidénico o no idnico, la cantidad
de muestra depositada para realizar el estudio, asi como su insercién en el vaso de
disolucién, ademas de que es importante analizar la forma en que el analista

recolecta las muestras, el tiempo total del ensayo y los tiempos de muestreo.

La cantidad de muestra que se debe ocupar para el estudio es el equivalente a la
dosis senalada, pero se puede llegar a ocupar el 10 — 20 % de la dosis, esto para
evitar la variabilidad que pueda presentar la prueba (C. K. Brown et al., 2011), lo
mas recomendado para también poder disminuir la variabilidad es realizar un pool
en la que volumenes iguales del mismo lote de la forma farmacéutica liquida, se
juntan en una sola muestra, y posterior a su agitacion mecanica, se procede a tomar

las muestras del ensayo, esto para garantizar una correcta homogenizacion.

A la fecha no existe una estandarizaciéon en cuanto a la zona del vaso de disolucion
en la que se debe depositar la muestra, algunas monografias de la USP indican que

puedan ser depositadas en la zona media, en la zona inferior o en la superficie del
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medio de disolucién, como es el caso del Acetato de Megestrol que su monografia

indica que debe ser depositada en |la zona superior del medio de disolucion.

Otro punto para considerar es la desgasificacion del medio, ya que es bien conocido
que el oxigeno puede afectar los resultados de disolucion e incrementar la
variabilidad. En el caso de medios compéndiales que emplean tensoactivos,
algunos autores mencionan que se debe desgasificar el medio antes de incorporar
el tensoactivo, mientras que otros solo mencionan que se debe validar el método
sin la interferencia de estos gases presentes. Otros autores prefieren utilizar el
medio sin desgasificar (Fliszar et al., 2005), siempre y cuando se documente en la

validacion, que los gases no interfieren con el ensayo.
3.6 Disolucion. Aparatos

Los métodos y los equipos para llevar a cabo las pruebas de disolucién se
encuentran publicadas en las diferentes farmacopeas. A la fecha se cuentan con 7
aparatos estandarizados: los aparatos 1 (canasta) y 2 (paletas), son ampliamente
utilizados para productos de liberacion inmediata, mientras que los aparatos 3 y 4
han sido mayormente utilizados para productos de liberacion modificada, productos
tépicos y productos en suspensién. Para las formas farmacéuticas de administracion
transdérmica, se utilizan los aparatos 5 (paleta sobre disco) y 6 (cilindro giratorio).
El aparato 7 (soporte de cilindro reciprocante), se ha utilizado para formas
farmacéuticas semisdlidas y también para parches transdérmicos. Dado que en el

presente trabajo se emplearon los aparatos 2 y 4, estos se describen a continuacion.
3.6.1 Aparato 2 de la USP: Paletas

El aparato 2 de la USP, paletas, es uno de los métodos mas utilizado a nivel mundial,
junto con el aparato 1, canastillas. Este equipo es sencillo y robusto y fue
desarrollado por Poole en 1969 y aprobado por la FDA en la década de 1970. El
aparato consiste en una pieza giratoria llamada propela o paleta, de recipientes de
vidrio (vasos) transparentes, cilindricos, con un fondo hemisférico de 98 a 106 mm
de diametro y de 160 a 210 mm de alto, con una capacidad de 1 L, con una tapa

que permita evitar la evaporacion del medio que se introduzca, estos vasos estan
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sumergidos en un bafio de agua a una temperatura de 37 £ 0.5 °C (el bafio de agua
nos debe permitir visualizar el desarrollo de la prueba). Durante la prueba de
disolucién la paleta debe mantener una distancia entre el fondo del vaso de 25 + 2.0
mm con la orilla inferior de la paleta. Las alicuotas se deben tomar en la zona
intermedia entre la superficie del medio de disolucion y la parte superior de la paleta
a no menos de 1.0 cm de la pared del vaso. En este aparato, las variables que
afectan la prueba son: desgasificacion del medio, volumen del medio, pH,
temperatura, el depdsito de la muestra, punto y volumen de muestreo, uso de

dispositivos de hundimiento y la reposicion del medio (FEUM, 2023).

Este tipo de aparato ha sido el mas utilizado para evaluar la disolucion de
suspensiones y los factores a ser considerados para la prueba en este tipo de
formulaciones son: la densidad, la viscosidad y la técnica de introduccion de la
muestra. El método debe estar estandarizado por el laboratorio que lo desarrolla,
detallando con mucha precision como se realiza la prueba. Para el caso de la
introduccién de la muestra, se han reportado distintas técnicas para garantizar que
la cantidad de principio activo sea la mas cercana a la dosis sefialada del principio
activo, pero lo mas recomendable, es un desplazamiento libre de la suspension para
minimizar la variabilidad, esto porque puede existir la posibilidad de que quede aire
atrapado en la suspensién debido a la viscosidad que pueda presentar, por lo que
se prefiere llevar un control gravimétrico de la cantidad que se toma de muestray la

cantidad que se deposita en el ensayo (Crist, 2018).

Cabe senalar que el método analitico debe estar validado para garantizar la
exactitud y precisién de las pruebas del dia a dia, de laboratorio a laboratorio y de

analista a analista.
3.6.2 Aparato 4 de la USP: Celda de Flujo continuo

El aparato 4 de la USP o mejor conocido como Celda de Flujo Continuo, es una
alternativa in vitro para la liberacidon de farmacos, empleada para evaluar la
disolucién para productos poco solubles, de liberacién modificada o controlada, para
liposomas, semisodlidos e implantes médicos. Fue en 1976 que el grupo SOTAX®,
desarrollo el primer modelo con base en los datos del doctor Langenbucher y fue en
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1981 que la Federacion Internacional Farmacéutica (FIP) lo propone para pruebas

de disolucion y en 1990 es aceptado por la USP y la Farmacopea Europea.

El equipo se compone de un reservorio de medio de disolucion, una bomba que
desplaza el medio a través de la celda de flujo que contiene el medicamento a
analizar, y un bafno de agua para mantener la temperatura a 37 + 0.5° C. El uso de
celdas es especifico para cada forma farmacéutica y sus tamafios son 12 y 22.6
mm. La bomba fuerza al medio de disolucion para que pase a través de la celda,
presentando un rango de suministro de entre 240 y 960 mL por hora, con flujos de
4,8y 16 mL/ min. La celda de flujo continuo es transparente y hecha de materiales
inertes, montada de forma vertical equipada con un sistema de filtros, que previene
que particulas no disueltas pasen por encima de la celda. En el fondo de la celda,
se presenta un cono, en la que usualmente se colocan perlas de vidrio de 1 mm de
diametro junto con una perla de vidrio de diametro de 5 mm posicionada en la punta
por donde pasa el medio de disolucion, esto con la finalidad de generar un flujo

laminar, como se muestra en la figura 6.

Laminar Flow Turbulent Flow

Figura 6. Hidrodinamia del aparato 4. Imagen tomada de Flow-Through Cell
Dissolution Tester Medical Devices Ophthalmic Suspensions Microspheres

Nanoparticles Injectables Granules IVIVC Studies.
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El aparato 4 presenta varias ventajas entre ellas, el poder utilizar volumenes altos y
medios a diferentes pH, es util para simular condiciones in vivo, y es aplicable a
materias primas o medicamentos. Actualmente no existe mucha informacién acerca
del uso de este equipo en suspensiones, pero de acuerdo con lo reportado por
Medina et al., 2017, el aparato 4 ha sido capaz de demostrar ventajas con respecto
al aparato 1 y 2 cuando se trata de farmacos poco solubles, ya que permite una
extraccion continua del principio activo, simulando la absorcién y generando un flujo
del medio en la celda donde esta colocada la forma farmacéutica. El sistema abierto
(open loop) mantiene las condiciones sink facilitando la disolucién de farmacos de
baja solubilidad, ademas de que este aparato tiene la ventaja de un cambio del

medio de disolucion.
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4. Planteamiento del problema

El MBZ es un farmaco antiparasitario ampliamente utilizado en nuestro pais en
presentacion de tabletas de 100 y 500 mg, asi como en suspension a concentracion
de 20 y 60 mg / mL. Al hacer una revision de distintas Farmacopeas, incluyendo la
FEUM, se encontré que existe el requerimiento de disolucion para la presentacion
de tabletas, sin embargo, no existe una prueba oficial para evaluar la liberacion del
principio activo en presentacion suspension. Esta es una prueba importante para el

control de calidad de los productos farmacéuticos
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5. Justificacion

El MBZ es un farmaco altamente lipofilico (Log P de 2.89) pero presenta una baja
solubilidad, por lo que esta clasificado como farmaco tipo Il conforme al BCS.
Presenta tres formas polimoérficas las cuales presentan diferente solubilidad y
estabilidad, lo cual esta relacionado también a diferente eficacia terapéutica, lo que
pone de manifiesto la necesidad de contar con pruebas que permitan asegurar la
calidad de lote a lote. Considerando que la disolucion es uno de los pasos criticos
para la liberacion, y que existen diferentes productos comerciales en el mercado
nacional, se justifica el desarrollar un método de disolucion que sea capaz de

discernir entre productos comerciales conteniendo este principio activo.
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6. Hipotesis

El método de disolucion propuesto, permitira evaluar la liberacion de MBZ a partir

de distintos productos comerciales en presentacién suspension.
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7.

Objetivos

7.1 0bjetivo general

Desarrollar y validar un método de disolucion para productos comerciales

conteniendo MBZ en suspensidon que sea robusto y reproducible.

7.20bjetivos particulares

Realizar pruebas para evaluar la solubilidad para el MBZ materia prima.
Realizar pruebas de control de calidad para los distintos productos bajo
estudio

Desarrollar y validar un método analitico por espectrofotometria UV / VIS
para la cuantificacion de MBZ en el medio de disolucién.

Seleccionar las mejores condiciones para llevar a cabo la prueba de perfil de

disolucion

27

——
| —



(s

Biotarmacia

8.

8.1

8.2

Metodologia

Equipos e instrumentos

Balanza Analitica Sartorius, modelo ENTRIS 2241-IS

Espectrofotometro SHIMADZU UV-1900

Disolutor Agilent, modelo 708-DS

Cromatdgrafo de Liquidos de Alta Resolucion, Shimadizu, bomba LC-10AS,
inyector automatico SIL-109, con detector SPD-10? UV / VIS, Columna
ZORBAX Eclipse XBD-18, 4.6 x 150 mm

Parrilla de Agitacién

Bafo de ultrasonido Fischer Scientific FS60

Micropipeta Eppendorf Research (100 — 1000 uL, 500 — 5000 uLy 1 =10 mL)
Dispensador adaptado al frasco DISPENSETTE

Purificador de agua Millipore (MILLI Q)

Aparato de Disolucion USP 4 (Celda de Flujo Continuo) Configuracién abierta
Software Win SOTAX Plus version

Horno BINDER

Potenciometro Hanna Instruments HI221.

Material

Espatula

Termometro Branan

Piseta

Vasos de precipitados: 50 mL, 100 mL, 150 mL, 200 mL, 500 mL, 1000 mL
Probeta de vidrio: 50 mL, 250 mL, 1000 mL

Matraces volumétricos: 10 mL, 25 mL, 50 mL, 100 mL, 200 mL, 250 mL, 500
mL, 1000 mL, 2000 mL, 5000 mL

Agitador magnético

Membrana Millipore de Nylon de 0.45 ym

Jeringas de plastico graduadas: 3 mL, 5 mL, 10 mL

Puntas de micropipetas

Gradilla
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Celdas de cuarzo 1 cm de espesor
Tubos de ensaye 13 x 100

Tubos Falcon 50 mL

Tubos de 65 mL

Perlas de vidrio de 1 mm

Perlas de rubi de 5 mm

Pinzas de diseccion

Celdas de flujo continuo de 22.6 mm
Canulas de extraccion

Reservorios 0.5L,1L,10L,20L
Matraz Erlenmeyer 200 mL
Picndmetro de 10 y 25 mL

Embudos de separacion 1 L

8.3 Reactivos

Mebendazol, Supelco pureza 298%

Agua destilada y grado HPLC

Acido clorhidrico concentrado, J.T. Baker

Lauril Sulfato de Sodio al 95%, Comercializadora Garnica
Acido férmico, Sigma Aldrich 296%

Metanol, J.T. Baker ACS

Acetonitrilo grado HPLC, J.T. Baker

Metanol grado HPLC, J.T. Baker

Fosfato de Potasio Monobasico, Cristal, J.T. Baker ACS
Cloroformo, J.T. Baker

Isopropanol, J.T. Baker
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8.4Medicamentos seleccionados

Se seleccionaron tres marcas comerciales de suspension oral conteniendo 20
mg/mL de MBZ, asi como el producto de referencia, VERMOX® con fecha de
caducidad vigente, en frascos de 30 mL. En la tabla 5 se presentan las

caracteristicas de los medicamentos.

Tabla 5. Medicamentos seleccionados para el estudio de perfil de disolucion.

Producto de Producto de prueba
Caracteristicas | referencia (B) (C) (D)
VERMOX ®
(A)
Denominacion
Comun Mebendazol
Internacional
Presentacion Frasco de 30 mL
Forma Suspension
Farmacéutica
Concentracion 20 mg / mL
del farmaco
Dosis 5 mL/ 100 mg de MBZ
Numero de lote AN8293 180011 D02212 331Z
Fecha de SEP 23 ENE 24 FEB 2024 DIC 25
caducidad
Numero de 84402 SSA 89029 SSA | 86512 SSA 87219 SSA
Registro Vi v Vi Vi
Sanitario
Agitacién Agitese antes de usar
Condiciones de Consérvese a temperatura ambiente a no mas de 30°C.
almacenamiento Consérvese el frasco bien cerrado
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8.5Estudio de Solubilidad

Se evalud la solubilidad del MBZ en HCI 0.1N, conteniendo 0.5 % de LSS y HCI 0.1
N conteniendo 1.0 % de LSS. Para el estudio, se colocaron, 5 mL de cada medio,
por triplicado, y se agregaron 5 mg de MBZ a cada uno de los tubos. Las mezclas
se mantuvieron en un bafio de agitacion durante 72 h a una temperatura de 25°C +
0.5°C y 100 rpm. Concluido el tiempo, los tubos se centrifugaron a 4,000 rpm
durante 15 min. Se tomaron 3 mL del sobrenadante y se procedié a cuantificar la
concentracion disuelta por espectrofotometria UV / Vis a una longitud de onda de
287 nm, interpolando en una curva de calibracion preparada el mismo dia. En caso

de ser necesario, se realiz6 una diluciéon a las muestras.
8.6 Pruebas de control de calidad

A los productos seleccionados, se les realizaron pruebas de control de calidad piloto
con cuatro unidades para cada uno, debido a las unidades limitadas que se tenian.
Estas pruebas de control de calidad se realizaron conforme a la monografia de

Mebendazol, Suspension Oral de la FEUM edicion 13.
8.6.1 Aspecto

Se agitaron manualmente por 30 s, los cuatro envases de cada uno de los productos
evaluados, se vaciaron en probetas de 50 mL, limpias y secas, y se observo a la luz

inmediatamente.

Criterio de aceptacion: el contenido se vacia con fluidez, es una suspension
homogénea, viscosa, libre de grumos y particulas extrafias. Después de 24 h de

reposo, puede presentar ligera sedimentacion que al agitarse resuspende.
8.6.2 Variacion de volumen

Se tomaron los cuatro envases, se agitaron previamente por 30 s y se vertio el
contenido de cada envase, en probetas de 50 mL, limpias y secas, evitando la
formacion de burbujas y permitiendo el escurrimiento durante un tiempo maximo de
30 min.
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Criterio de aceptacion: el promedio de los envases no es menor a lo declarado en

el marbete y el volumen de ningun contenedor es menor al 95 % de lo declarado.
8.6.3 pH

Se seleccionaron dos envases de cada uno de los productos evaluados, se agitaron
previamente por 30 s, y se vertid el contenido en vasos de precipitados de 50 mL.

Se midio el pH de cada muestra con un potencidometro previamente calibrado.

Criterio de aceptacion: Entre 6.0 y 7.0. La diferencia entre muestras no debera ser

mayor a 0.05 unidades de pH.
8.6.4 Densidad relativa

La densidad relativa de cada producto bajo estudio se realiz6 a temperatura
ambiente. Primeramente, se determind el peso de un picndmetro vacio y
posteriormente con agua desgasificada a temperatura ambiente. Por ultimo, se pesé
el picndmetro con cada una de las suspensiones, manteniendo la misma
temperatura, por triplicado. La densidad relativa se calculd con la siguiente formula:

(masa del picnometro con suspension — masa del picnémetro vacio)
(masa del picnémetro con agua — masa del picnémetro vacio)

Psuspension =

8.6.5 Valoracion

En primer lugar, se realizé la valoracién para MBZ, en la suspensién, de acuerdo

a lo especificado en la FEUM edicién 13. La metodologia fue la siguiente.
e Solucion de acido formico al 10 % (v/v)

Se prepararon 250 mL de esta solucién, se tomaron 25 mL de acido férmico al 96%

y se le agregaron 225 mL de agua destilada previamente medidos.
e Solucion de HCI 1 N : solucidon de acido férmico al 10 % (v / v) (4:50)

Se tomo6 una alicuota de 8.5 mL de HCI concentrado, se transfirieron a un matraz
volumétrico de 100 mL conteniendo 30 mL de agua destilada y se llevé a la marca

del aforo con agua destilada. De esta solucién se tomé una alicuota de 4 mL y se
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coloco en un vaso de precipitados de 250 mL, y en seguida, se agregaron 50 mL de

la solucién de acido férmico al 10 % (v/v).
e Preparacion de la sustancia de referencia

Se pesaron 10 mg de la sustancia de referencia de MBZ, y se colocaron a un matraz
volumétrico de 50 mL. Se agregaron 45 mL de cloroformo, 3.5 mL de isopropanol y
0.1 mL de la solucion de acido férmico al 10 % (v/v). Se agité manualmente para
solubilizar el MBZ y después se llevé a la marca del aforo con isopropanol. Se tomo
una alicuota de 5 mL de esta solucion, y se traspasé a un matraz volumétrico de

200 mL, se llevo a la marca del aforo con isopropanol y se mezclo.
e Preparacion de la muestra

Se agito la suspension por 30 s manualmente, y con base en su densidad, se peso
el equivalente de 100 mg de MBZ y se transfirié a un matraz volumétrico de 100 mL.
Se agregaron 50 mL de la solucién de acido férmico al 10 % (v / v) y se procedid a
calentarlo en un bano de agua a 50 °C durante 15 min. Se dejo atemperar y se llevo
a la marca del aforo con agua destilada. Se tomé una alicuota de 10 mL de esta
solucion y se coloco en un embudo de separacion agregandole 50 mL de cloroformo
y 50 mL de agua destilada, se agitdé durante 2 min y se dejo separar las fases. La
capa organica, se transfiri6 a un segundo embudo de separacioén, y a la capa
acuosa, se le realizaron dos lavados de 10 mL cada uno con cloroformo, y se
reunieron estos lavados cloroférmicos en el segundo embudo de separacion, y se
agitdé nuevamente por 2 min y se dejaron separar las fases. La capa organica se
lavé con la solucion de HCI 1 N : solucion de acido formico al 10 % (v/v) (4:50),
posteriormente, se transfirié la capa organica a un matraz volumétrico de 100 mL y
a la capa acuosa se le realizaron dos lavados con cloroformo de 10 mL cada unoy
a la capa organica resultante, se reunié en el matraz volumétrico de 100 mL. Se
llevé el matraz a la marca del aforo con isopropanol y de la solucion resultante, se
tomo una alicuota de 5 mL y se transfirid a un matraz volumétrico de 100 mL al cual

se llevo a la marca del aforo con isopropanol.
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e Preparacion del blanco

En un matraz volumétrico de 100 mL, se agregaron 45 mL de cloroformo y 1 mL de
la solucion de acido formico al 10 % (v/v). Se llevé a la marca del aforo con
isopropanol y se mezclé. De esta solucion se transfirio una alicuota de 5 mL a un

matraz volumeétrico de 100 mL y se llevé a la marca del aforo con isopropanol.
e Procedimiento

Se determind la absorbancia por espectrofotometria UV / VIS de la muestra y la
solucion de la sustancia de referencia a una longitud de onda de 247 nm, a partir de
los cuales, se calcularon los miligramos de MBZ en el volumen tomado de la muestra

con la siguiente formula:

Dodnde:

C: cantidad por mililitro de MBZ en la preparacion de la referencia
D: Factor de dilucién de la muestra

A,,,: Absorbancia de la muestra

A,.s: Absorbancia de la referencia

Criterio de aceptacion: Contiene no menos del 90.0% y no mas del 110.0% de la

cantidad de MBZ, indicado en el marbete.

Debido a la alta variabilidad de los resultados del contenido de MBZ, se decidio
modificar el método de la FEUM, para asegurar que el MBZ estuviera
completamente solubilizado. La modificacion consistié en utilizar el acido formico al
96% para disolver la referencia y para el blanco, y para el caso de la muestra, se
agregaron 40 mL de acido férmico al 96%, para su posterior calentamiento en bano

de agua.

Considerando que cada valoracion requeria una gran cantidad de disolventes
organicos, se decidid realizar la valoracion empleando un método por HPLC,

tomando como base lo reportado por Al-Kurdi et al., 1999.

34

——
| —



(s

Biotarmacia

Las condiciones cromatograficas fueron:

e Fase movil: fosfato monobasico de potasio 0.05 M: metanol : acetonitrilo
(5:3:2, viv)

e Solucion diluente: fosfato monobasico de potasio 0.05 M : metanol :
acetonitrilo (5:3:2, v/v)

e Velocidad de flujo: 1 mL/min

e Volumen de inyeccion: 20 uL

e Longitud de onda: 247 nm

e Tiempo de corrida: 10 min
Metodologia por HPLC:
Fase movil: fosfato monobasico de potasio 0.05 M: metanol : acetonitrilo (5:3:2, v/v)

Se pesaron 3.4 g de fosfato monobasico de potasio, y se transfirieron a un matraz
volumétrico de 500 mL, se agregaron 200 mL de agua destilada grado HPLC, se
agitd y se llevo a la marca con agua destilada grado HPLC. Esta disolucion se filtrd

a través de una membrana de nylon de 0.45 pm.

Por separado, se filtraron 300 mL de metanol grado HPLC y 200 mL de acetonitrilo
grado HPLC. Estas tres soluciones se juntaron en el orden indicado en un reservorio

de 1 Ly se llevo a un bafo ultrasonico durante 40 min para su desgasificacion.

Solucion diluente: fosfato monobasico de potasio 0.056 M: metanol : acetonitrilo
(6:3:2, v/v)

Se pesaron 1.7 g de fosfato monobasico de potasio, y transfirieron a un matraz
volumétrico de 250 mL, agregando 50 mL de agua destilada grado HPLC. La mezcla
se agitd y se llevo al aforo con agua destilada grado HPLC. Esta disolucién se filtrd

a través de una membrana de nylon de 0.45 pm.

Por separado, se filtraron 150 mL de metanol grado HPLC y 100 mL de acetonitrilo
grado HPLC. Estas tres soluciones se juntaron el orden indicado en un reservorio

de 500 mL y se llevé a un bafio ultrasénico durante 20 min para su desgasificacion.
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Acido clorhidrico metanélico (HCI : MeOH) 0.1 N

En un matraz volumétrico de 1 L se agregaron 8 mL de agua destilada y
seguidamente, 8.5 mL de HCI concentrado. Una vez que estuviera a temperatura

ambiente, se llevd a la marca del aforo con metanol.
Preparacion de la sustancia de referencia

Se pesaron 25 mg de MBZ, y se transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL,
agregandole 50 mL de HCI : MeOH 0.1 N y se agité manualmente para asegurar de
que se disolviera por completo. Posteriormente, aforé con la misma solucion. Se
tomé una alicuota de 5 mL y se transfirio a un matraz volumétrico de 25 mL y se

aford con la solucion diluente.
Preparacion de la muestra:

Previa agitacion manual de la suspension por 30 s, se peso el equivalente de 100
mg de MBZ con base en la densidad de cada una. Se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 100 mL y se agregd 50 mL de HCI : MeOH 0.1 N y se coloc6 en un
bafo ultrasénico durante 10 min. Trascurrido el tiempo, se llevd al aforo con la
misma solucion. Posteriormente, se tomaron por triplicado, 10 mL de esta solucién
y se colocaron en tubos de ensaye para su centrifugacion a 4,000 rpom durante 15
min. Una vez trascurrido el tiempo, se tomé una alicuota del sobrenadante de 1,250
ML y se transfirieron a un matraz volumétrico de 25 mL, finalmente se llevo a la

marca del aforo con la solucién diluente.
e Procedimiento

Se inyectaron al cromatégrafo, por triplicado, volumenes de 20 uL de la preparacién
de referencia y de los productos bajo estudio, empleando una columna ZORBAX
Eclipse XBD-18, 4.6 x 150 mm y una velocidad de flujo de 1 mL / min. Se registraron
el area de cada uno de los picos y se calculo la cantidad de MBZ en porcentaje de
cada una de las suspensiones comparandolas con la sustancia de referencia,

mediante la siguiente formula:
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Area del pico registrado de la muestra
% MBZ = * 100

X del area del pico registrado de la referencia

Para determinar la selectividad del método, se inyecto por triplicado y por separado,
la fase movil, la sustancia de referencia y los medicamentos A, B, C y D para
demostrar que no existe interferencias por parte del medio, ni por ningun otro
compuesto presente en las formulaciones (excipientes). Se compararon sus

cromatogramas, tiempos de retencion y alturas del pico.

8.7 Validaciéon del método analitico para la cuantificacion de MBZ en el
medio de disolucion

8.7.1 Validacién con el farmaco
Preparacion de HCI 0.1 N conteniendo 1.0 % de LSS

En un matraz volumétrico de 1 L, se agregaron 200 mL de agua destilada, se
transfirieron al matraz, 8.5 mL de HCI concentrado y se llevd al aforo con agua
destilada. Seguidamente, se transfirié el HCI 0.1 N a un vaso de precipitados de 1
L, se coloco en una parrilla de agitacidon y se le colocé un agitador magnético. Se
encendié la parrilla a una velocidad de 800 rpm y por separado se pesaron 10.0 g
de LSS y se agregaron al HCI 0.1 N. Se dejé agitar por 20 min hasta que el LSS

estuviera completamente solubilizado.

Preparacion de la solucion stock [100 ug / mL] y de trabajo [50 ug / mL] de MBZ en
HCI 0.1 N conteniendo 1.0 % de LSS

Se preparo una solucion stock de MBZ de concentracidon 100 ug / mL, para ello se
pesé 10 mg de la sustancia de referencia de MBZ y se transfiri6 a un matraz
volumétrico de 100 mL, posteriormente se le adiciond 1 mL de acido formico al 96%,
y se agitdo manualmente hasta que el MBZ estuvo completamente solubilizado.
Después, se adicion6 lentamente HCI 0.1 N conteniendo 1.0 % de LSS hasta llegar
a la marca del aforo. De esta solucion, se tomaron 50 mL y se afor6 a 100 mL con

HCI 0.1 N al 1.0 % de LSS para una concentracion de 50 ug / mL.

37

——
| —



(s

Biotarmacia

Curva de calibracion de MBZ en HCI 0.1 N conteniendo 1.0 % de LSS

El rango de la curva de calibracién fue de 1 — 13 pg / mL. La curva se preparo por

duplicado, de acuerdo con lo descrito en la tabla 6.

Tabla 6. Curva de calibraciéon del MBZ en el medio de disolucion

Punto de Volumen de alicuota de Volumen final Concentracion
la curva la solucién de trabajo (mL) final [MBZ]
(uL) (Mg /mL)

C6 2600 10 13

C5 2 000 10 10

C4 1500 10 7.5

C3 1000 10 5.0

C2 500 10 25

c1* 1000 10 1.0

C1* se tomo la alicuota del punto C5 para hacer una dilucién 1:10

Con respecto a lo establecido en la NOM-177-SSA1-2013, los parametros a evaluar

para la validacion con el farmaco fueron:
- Linealidad

Se prepard la curva de calibracion por duplicado. Las muestras se leyeron al
espectrofotometro a una longitud de onda de 287 nm. Se calculé el coeficiente de
correlacion (r), pendiente (m) y ordenada al origen (b). El error relativo debido a la

regresion (ERR), se calcul6 usando la siguiente férmula:
S
%ERR = %xmo

Donde:

Y y2 — (pendiente * Y. xy) — (ordenada * ¥ y)
Sy/x = —
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S yix: desviacidn estandar (error estandar) de la regresion
y: promedio de la respuesta

X: concentracion

y: respuesta

n — 2: grados de libertad

Criterio de aceptacion: r=0.99 y %ERR < 2.0 % y %CV< 2.0 %.
- Precision

Para evaluar la precisién, se determind el factor respuesta, dividiendo la
absorbancia obtenida en cada uno de los puntos de la curva, entre la concentracion
nominal correspondiente. A partir de estos datos, se calculd el coeficiente de

variacion del factor respuesta (% CV).

Criterio de aceptacion: el coeficiente de variacion del factor respuesta (% CV) debe

sers2
- Estabilidad de la muestra

La estabilidad de la muestra se evalué a temperatura ambiente. Se preparo la
concentracion mas alta de la curva de calibracion, y se analizé inmediatamente y a
los 30, 60, 90 y 120 min. Se comparé la respuesta inicial de absorbancia contra la

respuesta obtenida a cada uno de los tiempos.

Criterio de aceptacion: la diferencia absoluta del porcentaje cuantificado entre el

analisis inicial y final debe ser < 3.0 %.
- Influencia del filtro

Para determinar que el filtro era inerte, se prepar6 una solucién de 13 ug/ mLy se
tomaron seis alicuotas de 5 mL depositandolas en tubos de ensaye limpios y secos.
Las muestras se filtraron con ayuda de una jeringa adaptada con una canula y un
acrodisco de nylon de 0.45 pym. Este procedimiento se repitid seis veces y se
determiné la absorbancia promedio de las seis muestras filtradas y de la solucion
sin filtrar en el espectrofotdmetro a una longitud de onda de 287 nm, empleando
como blanco HCI 0.1 N al 1.0 % de LSS.
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Criterio de aceptacion: la diferencia absoluta entre el promedio de los datos de por

lo menos 6 muestras de solucion filtrada y sin filtrar debe ser < 2.0 %.
8.7.2 Validacién con el medicamento

Preparacion de la soluciéon stock [100 ug / mL] y de trabajo [60 ug / mL] del
medicamento en HCI 0.1 N conteniendo 1.0 % de LSS

A cada uno de los medicamentos seleccionados, se les agitd durante 30 s
manualmente. Con base en su densidad, se peso el equivalente a 10 mg de MBZ el
cual se colocé en un matraz volumétrico de 100 mL. Se adicion6 1 mL de acido
férmico al 96 % y se agitd. Se afiadieron lentamente 50 mL de HCI 0.1 N conteniendo
1.0 % de LSS y se sonic6 durante 30 min, se dejé atemperar y se llevo a la marca
del aforo con el mismo medio tratando de generar la minima cantidad de burbujas.
De la solucién obtenida, se filtraron 60 mL con ayuda de una jeringa adaptada con
una canula y un acrodisco de nylon de 0.45 uym y de estos 60 mL, se tomaron 50
mL y se transfirieron a un matraz volumétrico de 100 mL, y se llevé a la marca del
aforo con HCI 0.1 N al 1.0 % de LSS para obtener la soluciéon de trabajo de 50

Mg/mL.

Para la validacién con el medicamento, se sigui6 lo indicado en la NOM-177-SSA1-

2013, y los parametros a evaluar fueron:
- Linealidad

Se prepararon 3 curvas de calibracion de acuerdo con lo descrito en la tabla 6
empleando para ello la solucién de trabajo de 50 pg / mL de cada medicamento. Se
calculo el coeficiente de correlacion (r), pendiente (m) y ordenada al origen (b), asi

como también, el error relativo debido a la regresion (ERR).
Criterio de aceptacion: r= 0.99 y ERR < 3.0 %.
- Exactitud

Se determind en cada una de las concentraciones de la curva promedio, calculando
el promedio del porcentaje de recuperacion de los datos de linealidad con la

siguiente formula:
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Concentraciéon nominal — Concentracion recuperada

% Recuperaciéon = ( ) x 100

Concentraciéon nominal

Criterio de aceptacion: el porcentaje de recuperacion no debe de variar en mas del

3.0 % con respecto a la cantidad nominal en cada punto.
- Repetibilidad

A partir de los datos de exactitud, se calculod la media (X), desviacion estandar (DE)

y el coeficiente de variacion (% CV), para cada concentracion de la curva.
Criterio de aceptacion: El coeficiente de variacion (% CV) global debera ser < 3.0 %
- Selectividad

Para demostrar que el método analitico es selectivo para la cuantificacion de MBZ,
se realizé la técnica de estandar adicionado. Para ello, se prepararon soluciones de
trabajo del producto A y de la sustancia de referencia del MBZ y a partir de estas
soluciones de trabajo, se prepararon tres muestras de 5 ug / mL del producto Ay 3
muestras de la sustancia de referencia de MBZ, siguiendo la metodologia de la tabla
6. A partir de estas soluciones de trabajo, se prepararon tres muestras tomando 1
mL de la solucién de trabajo del producto Ay 1 mL de la solucion de trabajo del
farmaco y se mezclaron en un matraz volumétrico de 10 mL llevando a la marca del
aforo con HCI 0.1 N conteniendo 1.0 % de LSS para tener una concentracion final
de 10 yg / mL. Las muestras se leyeron al espectrofotdmetro a 287 nm interpolando

en una curva de calibracion preparada el mismo dia.

Criterio de aceptacion: se debe demostrar la selectividad del método para el farmaco
ante otros componentes de la muestra, cualquier interferencia no debe producir un

error mayor al aceptado en precision y exactitud.

8.8 Estudio de perfil de disolucion de productos comerciales conteniendo

MBZ en suspension

Los estudios se llevaron a cabo empleando dos aparatos de disolucion, el aparato
2 y el aparato 4. A continuacion se describe la metodologia empleada en cada uno

de ellos.
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8.8.1 Estudio de disolucién empleando el aparato 2

8.8.1.1 Evaluacion del sitio de colocacion de la muestra

Para este estudio se seleccion6 el producto de referencia. La metodologia fue la
siguiente: se agit6 la suspension durante 30 s, y con base en su densidad, se peso
el equivalente a 100 mg en jeringas de plastico de 5 mL previamente pesadas. La
muestra se coloco en tres diferentes zonas del vaso de disolucion: en la zona
inferior, en la zona media y en la superficie del medio de disolucion. La muestra se

coloco a través de la tapa de los vasos del disolutor.

Para colocar la muestra en la zona inferior del vaso, se tomo la cantidad de MBZ en
jeringas de plastico unidas a una canula de plastico y a la punta de una micropipeta
previamente pesadas, dejandolas fluir por una orilla, procurando que la punta de la

micropipeta no tocara el fondo ni la pared del vaso (Sanchez, Luz, 2022)

Para la colocacion de la muestra en la zona media del vaso, la jeringa se uni6 a la
canula de plastico, y se depositd la muestra de manera tal que no tocara la paleta

de agitacion, ni la pared del vaso.

Para la colocacion en la superficie del medio de disolucidn, se deposité la muestra
exactamente por encima del medio de disolucion, teniendo especial cuidado de que

la punta de la jeringa no tocara el medio de disolucion.

Una vez que se depositd la muestra, se peso la jeringa para determinar la cantidad
de MBZ depositada. En los tres casos, se tomo6 una muestra de 5 mL a los 60 min,
y se filtré a través de un acrodisco de nylon de 0.45 uym, para después tomar una
alicuota de 1 mL y realizar una dilucion 1:10. Las muestras se analizaron por UV/Vis

y los valores se interpolaron en una curva de calibracién preparada el mismo dia.
Se escogio la zona que presento el coeficiente de variacidn mas bajo
8.8.1.2 Velocidad de introduccion de la muestra

Al tratarse de una forma farmacéutica liquida, una de las principales variables a
considerar fue la velocidad en la que el analista introduce la muestra en el vaso del

disolutor, por lo que se evalu6 que el tiempo requerido para colocar la suspension
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al momento de iniciar la prueba de disolucion. Para evaluar esta variable, se
deposito por triplicado una muestra equivalente a 100 mg de MBZ de una manera
rapida (5 mL en menos de 1 s) y de una manera controlada o mas lenta (5 mLen 5

S).

Se observaron visualmente las diferencias obtenidas con ambos procedimientos y
se tomo una alicuota a los 60 min la cual se analiz6 espectrofotométricamente
interpolando el valor de respuesta en una curva de calibracién preparada el mismo
dia. Se escogi6 la velocidad de inyeccion que presento el coeficiente de variacion

mas bajo.
8.8.1.3 Velocidad de agitacién

Se evalud la velocidad de agitacion a 25 y 50 rpm, que son las velocidades
recomendadas para las suspensiones (Soares et al, 2022). Se selecciond la

velocidad en la que la liberacion de MBZ fue mayor.
8.8.1.4 Estudios de perfil de disolucion de los productos comerciales

Para cada perfil de disolucion, se utilizaron tres envases de cada uno de los
productos bajo estudio. En un matraz Erlenmeyer de 200 mL, se colocaron
volumenes iguales (30 mL) de las muestras para formar un pool, se coloco un
agitador magnético, de manera que el agitador tuviera la mayor superficie de
contacto y una mejor homogenizacion de las muestras. Se agité durante 10 min a
100 rpm en una parrilla de agitacion. Transcurrido este tiempo, se pesé el
equivalente a 100 mg de MBZ en una jeringa de plastico de 5 mL previamente

pesada.

Para el estudio de disolucién en Aparato 2, paletas, se utilizaron 900 mL de HCI
0.1 N conteniendo 1.0 % de LSS a 37 + 0.5 °C a una velocidad de agitacion de 50
rpom, con una colocacion rapida de la muestra en la superficie del medio. La forma
de muestreo fue con una jeringa unida a una canula de plastico, tomando 5 mL de
muestra y filtrando a través de un acrodisco de 0.45 um, sin reposicion de medio.
Los tiempos de muestreo fueron 10, 20, 30, 45, 60, 90 y 120 min.
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Las muestras se diluyeron 1:10 con el medio de disolucion y se analizaron
espectrofotométricamente a 287 nm. La respuesta obtenida se interpolé en una

curva de calibracidon preparada el mismo dia en el que se llevé a cabo el estudio.

8.8.2 Estudio de disoluciéon empleando el Aparato 4
En todos los estudios, se usaron las celdas de 22.6 mm conteniendo una perla de

5 mm de diametro.

Las variables evaluadas fueron las siguientes: velocidad de flujo y colocacion de las

perlas en las celdas.
8.8.2.1 Velocidad de flujo

Las velocidades de flujo evaluadas fueron 8 mL / min y 16 mL / min. Se escogi6 la

velocidad que en la que el porcentaje de MBZ disuelto a los 90 min fue mayor.
8.8.2.2 Colocacion de perlas de vidrio

Las perlas de vidrio utilizadas fueron de 1 mm de diametro para tener condiciones
de un flujo laminar. Se evaluaron diferentes acomodos de perlas, y se escogio el
que presento el coeficiente de variacion mas bajo y el porcentaje disuelto de MBZ

mas alto. Las condiciones evaluadas fueron las siguientes :

a
b

) 15 g de perlas en las que se homogeneizaron 20 mg de suspension

)
c) Tipo sandwich: Perlas 3 g — suspension 20 mg - Perlas 3 g

)

)

Tipo sandwich: Perlas 10 g - suspension 20 mg - Perlas 5 g

d

e

Tipo sandwich: Perlas 2 g - suspensién 20 mg - Perlas 2g
3 g de perlas y. 20 mg de suspension

f) Flujo turbulento: sin perlas y 20 mg de suspension

8.8.2.3 Estudio de perfil de disoluciéon

Para los productos A, B y C, se utilizaron doce envases de cada uno, a excepcion
del producto D, que solamente se evalud un pool de tres envases. Las condiciones
bajo las cuales se llevaron a cabo los perfiles de disolucion fueron: celdas de 22.6

mm de diametro, una velocidad de flujo de 16 mL / min con un acomodo de perlas
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tipo sandwich (Perlas 3 g - suspensién 20 mg - Perlas 3 g). El medio de disolucion
fue HCI 0.1 N conteniendo 1.0 % de LSS a 37 £ 0.5 °C y se utilizé una configuracion

abierta (open loop).

Para el estudio, se colocaron las perlas de vidrio en la celda y con base en la
densidad de cada suspension, se tomo el equivalente a 20 mg de MBZ (Siewert
et al., 2003), y se adiciond sobre las perlas. Se monté el cabezal del filtro y se fijaron
las piezas mediante un dispositivo que las sujetara. Se tomaron muestras a los 10,
20, 30, 45, 60, 90 y 120 min.

Las muestras se diluyeron y se analizaron espectrofotométricamente a 287 nm. La
respuesta obtenida se interpold en una curva de calibracion preparada el mismo dia

en el que se llevd a cabo el estudio.
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9. Resultados y discusién
9.1 Solubilidad

En la tabla 7 se presentan los resultados de solubilidad del MBZ en los medios
seleccionados. Se puede observar que el medio de HCI 0.1 N, la solubilidad fue muy
baja y se incrementa conforme se aumenta al porcentaje de LSS. Dado que la dosis
de MBZ a ser utilizada en el estudio era de 100 mg con un volumen de medio de

900 mL, la concentracion final en el medio seria 111.11 pg / mL.

Tomando como base estos calculos, se selecciond como medio el HCI 0.1 N
conteniendo 1.0 % de LSS, ya que bajo estas condiciones el estudio se llevaria a
cabo en condiciones sink. Para el presente trabajo, se consideran condiciones sink
aquellas en las que la solubilidad del farmaco es al menos 3 veces mayor que la

concentracion en el medio de disolucion. (Garbuio et al., 2014; Liu et al., 2013).

Tabla 7. Solubilidad de MBZ en los diferentes medios evaluados (pug / mL)

HCI0.1 N HCI 0.1 N + 0.5 % LSS HCI1 0.1 N + 1.0 % de LSS
79.76 209.05 488.64

9.2Control de calidad

En la tabla 8 se presentan los resultados de control de calidad de los productos bajo
estudio. En el anexo 1, se presentan los resultados graficos obtenidos de los

productos estudiados.
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Tabla 8. Parametros de control de calidad de los cuatro productos evaluados.

Aspecto, Densidad, Variacion de volumen y pH.

Producto

Aspecto

Suspension blanca
homogénea, sin particulas
extrafias. Se vacia con
fluidez. Al agitarse forma
burbujas y a las 24 h no hay
sedimentacion, ni
separacion de fases.
Suspension de color
amarillo, sin  particulas
extrafias. Se vacia con
fluidez. A las 24 h no hay
sedimentacién, pero si una
ligera separacion de fases.
Se resuspende faciimente
Suspension de color rosa,
con presencia de particulas
extrafias esféricas de color
blanco, se vacia con fluidez
y presento ligera formacion
de burbujas después de si
agitacion. A las 24 h, no hay
sedimentacion, ni
separacion de fases. Las
particulas  extrahas se
mantuvieron, pero  no
sedimentaron

Suspension de color rosa,
con presencia de grumos,
que no se vacia con fluidez,
dejando grumos en el
envase. No presentd
burbujas después de su
las 24 h,

ligera

agitacion. A
presento

sedimentacion y se observa
una fase acuosa en la
superficie. Los grumos no
se disolvieron a pesar de la
agitacion para

resuspenderlos

Densidad a
25° C (g/mL)

1.1239

1.1391

1.0951

1.1672

Variacién de volumen pH Diferencia
Rango (mL) Promedio de pH
+ DE (mL)

30.0-31.0 30.5+0.6 5.63 0.01
5.64

30.0-33.0 31513 5.32 0.23
5.55

19.0-24.0 19.0+ 3.6 5.16 0.24
4.92

29.0-30.0 29.5+0.6 6.25 0.0
6.25

Dictamen

No cumple

No cumple

No cumple

Cumple
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Como se puede observar, las densidades de los productos fueron similares entre
ellos. Para los productos B, C y D, se indica el porcentaje de azucar en el marbete
(27.5 %, 20.0 % y 33.33 %, respectivamente). Para el producto A, solo esta

reportado que “cada 5§ mL contiene 500 mg de sacarosa’.

En la prueba de aspecto, los productos A y B, cumplieron con la especificacion
mientras que los productos C y D, presentaron particulas extrafias que no se
lograron homogenizar al momento de la agitacion. Al no presentarse un sedimento

estos 2 productos podrian clasificarse como suspensiones de tipo defloculadas

Con lo presentado en la tabla 8, los productos A, B y D, cumplen con la
especificacion de variacion de volumen, ya que el volumen de ninguno de los
envases evaluados fue menor al 95 % de lo declarado en el marbete. El producto
C, no cumplié con la especificacion, y resalta que los volumenes evaluados
corresponden a un 70 — 80 % de lo especificado en el marbete, por lo que se

recomienda evaluar otro lote para corroborar estos resultados.

También, en la tabla 8 se presentan los valores de pH de los cuatro productos,
mostrando que el producto D cumplié con la especificacion. Para los demas
productos, el valor de pH fue menor a lo establecido la actual especificacion, siendo
un rango de pH de entre 6.0 a 7.0. En la FEUM edicion 11, el rango aceptado era
entre 4.0 a 7.0, con una diferencia de pH de solo 0.05 unidades de pH. Al analizar
los resultados, se encontré que, con esta especificacion, el producto A cumpliria al
tener una diferencia menor a 0.05 unidades de pH. Una de las principales razones
por las que se controla el pH en una suspension, es para ejercer una solubilidad del
principio activo condicionando la estabilidad del medicamento (Vazquez-Blanco
et al., 2018).

9.3 Valoracion

Con la metodologia descrita en la FEUM 13 edicion, los resultados no fueron
satisfactorios, ya que el contenido de MBZ fue mucho menor a lo indicado en el
marbete (70 %), lo cual podria deberse a la baja concentracion de acido formico
10 % (v / v), lo cual no asegura una correcta solubilizacion del MBZ presente en la
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muestra, por lo que se decidid utilizar el porcentaje recomendado en la USP, que es
al 96 %. Con esta técnica, el contenido fue de 95.37 %, lo cual pone de manifiesto
la importancia de utilizar el disolvente en la proporcion adecuada. A pesar de que
se logré una cuantificacion mas confiable, el método requiere del uso de un gran
volumen de disolventes organicos para cada valoracion, lo cual es costoso, por lo
que se utilizé la metodologia por HPLC publicada por Al-Kurdi etal., 1999

encontrando que el método puede ser confiable para la cuantificacién de MBZ.

Para la selectividad del método analitico por HPLC, se demostr6 que no existe
interferencia del medio ocupado para la fase movil, ademas, se compararon los
cromatogramas obtenidos, tanto para la sustancia de referencia como para los
cuatro medicamentos, presentando un pico con un tiempo de retencion de 6 min
para el MBZ, asimismo, se observo otro pico con un tiempo de retencion de 3 min,
esto debido a un producto de degradacion, estos resultados concuerdan con lo

presentado por Al-Kurdi et al., 1999.

Los resultados promedio de valoracion por HPLC se presentan en la tabla 9,
mientras que los resultados individuales se presentan en el anexo 2, asi como los
resultados de dos lotes distintos del producto D. Para el caso del producto D, se
encontré que este producto presentaba grumos en su envase, por lo que fue
necesario agitarlos para homogenizarlos. Uno de los lotes presentaba grumos mas
grandes que el otro lote, por lo que se decidié agitarlo con ayuda de una barra
magnética durante 10 min. Estos resultados muestran que para el producto D, la
agitacion juega un papel importante para su correcta homogenizacion, puesto que
el MBZ queda atrapado en los grumos presentes en la suspension, y al no agitarse
correctamente, estos grumos impiden la liberacidn del mebendazol; la agitacion
magnética ayudo a romper los grumos para liberar al mebendazol, logrando un
contenido del 96.02%, siendo el producto con el mayor contenido de MBZ . El
producto C presenté un 84.6 % de contenido, siendo el producto con el contenido
mas bajo de los cuatro productos bajo estudio, siendo 84.6%, menor a lo indicado
en la especificacion de la monografia de Mebendazol, Suspension Oral, que indica
un 90% - 110%.
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Tabla 9. Resultados de valoracion de los cuatro productos bajo estudio empleando

el método cromatografico

Producto % Contenido promedio %CV Dictamen
A 93.7 1.00 Cumple
B 90.5 0.24 Cumple
C 84.6 1.46 No cumple
D 96.02 1.68 Cumple

Con los datos presentados, se concluye que ningun producto bajo estudio pasé el

control de calidad conforme a la monografia de Mebendazol, Suspension Oral

9.4Validacion del método analitico para la cuantificacion de MBZ en el
medio de disolucién.

9.4.1 Validacion con el farmaco

En la figura 7, se presentan los espectros de absorcion UV de MBZ a una
concentracion de 10 ug / mL. De acuerdo con lo reportado por Garcia-Rodriguez
et al., 2011, la absorbancia del MBZ en HCI 0.1 N es de 286.6 nm. Los resultados
del barrido muestran una meseta entre 300 y 250 nm, por lo que se empleé la

longitud de onda de 287 nm. En la figura 8 se presentan las curvas de calibracion.

Figura 7. Barrido de absorbancia del MBZ empleando un espectrofotometro UV /
Vis.
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Curvas de calibracion para el farmaco
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Figura 8. Curvas de calibracién de MBZ en medio HCI 0.1 N conteniendo 1.0 % de
LSS

Enlatabla 10, se presentan los resultados de la validacion con el farmaco. Se puede
observar que el método es lineal en el rango de concentracién de 1 - 13 ug / mL,
con valores de coeficiente de correlacion (r) mayores a 0.99. El método fue preciso
y exacto ya que el valor del error relativo de la regresién fue menor a 2.0 %, y el
coeficiente de variacion fue de 1.5 %. Los datos de estabilidad mostraron que se
puede mantener en la mesa de trabajo durante 2 h. De igual forma se encontré que

el filtro utilizado no interfiere en el analisis.
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Tabla 10. Validacion del método analitico para la cuantificacion de mebendazol en
HCL conteniendo 1% de LSS

Parametro Criteriode Curva1 Curva2
aceptacion
Linealidad Coeficiente de correlacion (r) =0.99 0.9998  0.9999
Error relativo debido a la <2.0% 1.6% 1.1%
regresion
Precision %CV del Factor respuesta <2.0% 1.5%
Estabilidad de Diferencia del promedio del <3.0% 0.5%
la muestra porcentaje inicial y final
Influencia del Filtro de nylon de 0.45 pm Farmaco 0.4%
filtro retenido <
2.0%

9.4.2 Validacion con el medicamento

En la figura 9 se muestra el espectro de barrido de una solucién conteniendo 10
pMg/mL de MBZ del producto A, asi como el espectro de la sustancia de referencia a
la misma concentracion. Se observa que la suspension y el farmaco presentan la
misma meseta entre 300 y 250 nm, por lo que se considera que los componentes
de la suspension no interfieren en el analisis del farmaco. Para confirmar la
selectividad del método, se utilizo la técnica de estandar adicionado. Los resultados
de la tabla 11 muestran que los excipientes no interfieren en la cuantificacion del

MBZ, al tener una respuesta mas baja que el ultimo punto de la curva de calibracion.
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Figura 9. Barrido de absorbancia del producto Ay de la sustancia de referencia

empleando un espectrofotometro UV / Vis

Tabla 11. Selectividad del producto A para el MBZ empleando la técnica de

estandar adicionado.

Absorbancias de Absorbancias Conc. % Farmaco FE-F
[5 pg/mL] de FEF Recuperada recuperado
Farmaco Medicamento [10 pg/mL] _Fg defarmaco promedio
Farmaco +

Medicamento

0.278 0.314 0.587 0.273 4.99 0.036

0.278 0.312 0.589 0.277 5.06 100.61 0.034

0.277 0.313 0.589 0.276 5.04 0.036
Donde:

FEF-FE: diferencia de la absorbancia de 10 ug/mL con respecto a la de 5 ug/mL,
(absorbancia correspondiente al farmaco).

FE-F: diferencia de la absorbancia del medicamento con respecto a la del farmaco
(absorbancia de los excipientes).
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En lafigura 10y la tabla 12 se presentan los resultados de la validacion del producto

A. Los resultados de validacién de los productos B, C y D, asi como las estabilidades

de los productos, se presentan en los anexos 3 y 4. Dado que todos los productos

cumplieron las especificaciones de la NOM-177-SSA1-2013, el método se

considero confiable para llevar a cabo las pruebas de perfil de disolucion.

Tabla 12. Parametros de validacion del método analitico con el producto A

Parametro Criterio de Dia 1 Dia 2
aceptacion 1 2 3 1 2 3
Linealidad Coeficiente de >0.99 0.9999 0.9998 0.9998 0.9999 0.9998 0.9998
correlacion ®
Error relativo debido <3.0% 1.2 1.1 1.0 1.0 1.0 1.0
a la regresion (ERR)
Exactitud Porcentaje de <3.0% 0.3,0.2,1.3,1.7,0.2,0.2 0.2,0.3,09,19,0.7,0.7
recuperacion
Precision Repetibilidad: %CV <3.0% 0.1,0.3,0.1,0.3,0.2,0.2 0.2,04,0.1,0.2,0.1,1.3
del porcentaje
recuperado
Curva de calibraciéon para MBZ en suspension
0.9
0.8 4
N~ /
Q06
< y = 0.059x + 0.0012
s 05 - R? = 0.9998
€04
S 03 y = 0.0589x + 0.001
s 0. R2=0.9998
302
< y = 0.0592x + 0.0009
0.1 R? = 0.9998
0
0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0

Concentracion (ug / mL)

—8—Curva1 —@—Curva 2 Curva 3

Figura 10. Curvas de calibracion del MBZ presente en la suspension usando HCI

0.1 N conteniendo 1.0% de LSS.
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9.5 Estudios de disolucién de productos comerciales conteniendo MBZ
en suspension
9.5.1 Estudio empleando el Aparato 2
9.5.1.1 Variables que influyen en la disoluciéon

9.5.1.1.1 Zona de colocacion de la muestra

Enla FEUM 13 edicion y en la USP se menciona que, para los estudios de disolucion
de suspensiones orales, es importante documentar el sitio de colocacién de la
muestra para que los resultados sean reproducibles. En la publicacion de, Brown &
Marques del 2014, se recomienda que la colocacién de la muestra se realice de
manera tal que la dispersién sea lo mas rapida posible. Mencionan que, en la
mayoria de los casos, la introduccion se debe realizar con la paleta girando
lentamente para permitir la dispersion del producto. Soares et al., 2022, indican que
dado que, a lafecha, no se cuenta con una técnica estandarizada para la colocacién
de la muestra, esta debe estandarizarse, tomando en cuenta la reologia y las
propiedades fisicoquimicas de la suspension. De acuerdo con los resultados
descritos en la tabla 13, para la suspension de MBZ el mejor lugar para la colocacion

de la muestra fue en la parte superior, ya que el coeficiente de variaciéon fue menor.

Tabla 13. Coeficiente de variacién del porcentaje disuelto de mebendazol a los

60 min para el producto A colocado en distintas zonas del vaso de disolucion

Lugar de colocacioén % CV
Parte superior 2.8

En medio del vaso 52.3
Parte inferior 454

9.5.1.1.2 Velocidad de introduccion de la muestra

Dada la importancia de tomar en cuenta la velocidad a la que se introduce la muestra
en el vaso del disolutor (Soares et al., 2022), para el presente trabajo, se evaluaron
dos formas de introduccién de la muestra, una subita y otra de manera controlada.

En la tabla 14 se presentan los resultados obtenidos y en el anexo 5, la
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representacion grafica de la formacion del cake. Se encontré que el método que
presento los mejores resultados, fue la rapida, ya que no se presentaron fléculos y
la toma de la muestra fue mas facil. Al utilizar la velocidad moderada, se formo un
cake en el fondo del vaso, produciendo valores de porciento disuelto variados. Este
cake es caracteristico en las suspensiones defloculadas, ya que las particulas
presentes se van sedimentando y predominan las fuerzas de repulsion eléctricas
que surgen de la interaccion de la doble capa eléctrica que rodea las particulas,
sobre las fuerzas de atraccion (Sprakel & Moorthaemer, 2020). Cabe mencionar que
este fendbmeno se presentd con los cuatro productos bajo estudio, solo que, en
algunos casos, el cake tardd mas de 60 min para empezar a romperse, dando como
resultado porcentajes bajos de MBZ y coeficientes de variacion altos. Esta
formacion de floculos se concentrd principalmente en la parte superior de los vasos
de disolucién, y no permitieron la liberacidn del farmaco tal y como se observa en la
figura 11. Los acrodiscos utilizados en esta prueba quedaron saturados de los
floculos, dando como desventaja tener que usar uno para cada tiempo de muestreo

y para cada vaso.

Tabla 14. Porcentaje disuelto de MBZ a los 60 min con dos distintas velocidades

de inyeccién
Velocidad de introduccion % Disuelto de MBZ
Réapida: menos de un segundo 101.0
Moderada: 5 mL en 5 seg 45.7
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Figura 11. Formacion de fléculos con la colocacion lenta.

9.5.1.1.3 Velocidad de agitacion

Soares et al., 2022 recomiendan para estudios de disolucién de suspensiones, una
velocidad de 50 rpm, sin embargo, si la viscosidad es baja, se puede utilizar una
velocidad de agitacion de 25 rpm. En el caso de seleccionar una velocidad de
agitacion mayor, esta debe estar fundamentada en la viscosidad y propiedades
reoldgicas de la formulacién. Con base en los resultados de densidad, en el
presenta trabajo se evaluaron 2 velocidades de agitacion: 25 y 50 rpom. En la figura
12, se presentan los perfiles de disolucién obtenidos para los productos Ay B. Se
puede apreciar que en el caso del producto A, la velocidad de agitacion no tuvo
impacto en la disolucion, pero si para el producto B, con un mayor porcentaje
disuelto al emplear la velocidad de 50 rpm, por lo que se decidié seleccionar esta

velocidad para llevar a cabo los perfiles de disolucion.
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Perfil de disolucion de los productos Ay B a 50 rpm vs 25 rpm
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Figura 12. Comparacion de los perfiles de disolucion de los productos Ay Ba 25y

50 rpm

9.5.1.1.4 Perfiles de disolucion empleando el Aparato 2

Con base los resultados obtenidos, los perfiles de disolucion se realizaron
empleando 900 mL de HCL 0.1 N conteniendo 1 % de LSS a 50 rpm y colocando la
muestra de manera rapida en la superficie del vaso. En la tabla 15 se presentan los
resultados promedio del porcentaje de MBZ disuelto a los diferentes tiempos de
muestreo, asi como sus % CV. En el anexo 6 se presentan los resultados

individuales obtenidos.

En la figura 13 se muestran los perfiles de disolucién. Se puede observar los
productos A, B y C mostraron ser de muy rapida disolucién, ya que desde los
primeros 10 min, se disolvi6 mas del 85 % (94.8 %, 929 %, 87.5 %,
respectivamente), mientras que el producto D, se disolvié en un 86% a los 20 min,
por lo que se clasificaria como de rapida disolucién. Considerando que el producto
de referencia presentd una muy rapida disolucion, no fue posible calcular el factor
de similitud.
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Los resultados mostraron que, a pesar de que la colocacion rapida es mas efectiva,

ésta no permitié diferenciar la velocidad de liberacion del farmaco entre productos,

lo cual puede estar asociado a la rapida dispersion de la muestra. De acuerdo con

los resultados publicados por Smith et al en 2021, el tamafo de particula tiene un

efecto directo en la disolucion, y se debe considerar el impacto de la fuerza de

cizallamiento en la disolucion del principio activo. Seria importante realizar un

estudio reoldgico de los productos, para evaluar el tipo de fluido que presenta la

suspension y asi, tomar una mejor decision en cuanto a la forma en que se debe de

colocar.

Tabla 15. Valores promedio de porcentaje disuelto de los productos conteniendo

MBZ en suspensién

Tiempo Productos
(min) A B C D

X % CV X %CV X % CV X % CV
10 94.8 4.5 92.9 0.8 87.5 4.8 82.2 4.3
20 92.9 4.7 96.8 1.5 93.3 2.2 86.0 4.5
30 90.3 6.4 98.7 1.4 94.1 2.4 83.0 12.3
45 91.5 5.0 94.6 3.0 93.6 2.2 80.9 12.4
60 99.6 3.8 98.8 1.2 93.9 1.1 89.1 3.8
90 96.0 5.7 100.0 1.7 96.4 2.8 90.3 20
120 100.0 3.7 100.8 1.8 94.8 1.8 81.3 6.5
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Perfiles de disolucion de 4 productos de MBZ en suspension
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Figura 13. Perfiles de disolucion de los productos conteniendo MBZ en

suspension utilizando el Aparato 2 (Dosis: 100 mg)

9.5.2 Estudio empleando el aparato 4
9.5.2.1 Variables que influyen en la velocidad de disolucion
9.5.2.1.1 Velocidad de flujo

De acuerdo con un consenso entre las distintas farmacopeas, los flujos permitidos
para utilizar en el aparato 4 son, 4,8 y 16 mL/ min. Con respecto a las suspensiones,
las velocidades mas utilizadas son 8 y 16 mL / min. Para los farmacos de clase I,
se recomienda evaluar la velocidad de 8 mL / min (Hurtado y de la Pena et al., 2003;
Medina et al., 2017).

En la tabla 16, se presentan los resultados del porcentaje disuelto de MBZ utilizando
las velocidades de 8 mL / min y 16 mL / min empleando el producto de referencia
(A). Para el estudio se selecciond la velocidad de flujo de 16 mL / min, ya que la

disolucion fue mas alta y el coeficiente de variacion fue menor.

60

——
| —



(s

Biotarmacia

Tabla 16. Porcentaje disuelto de MBZ del producto A empleando velocidades de

flujo de 8 y 16 mL / min

Tiempo Flujo de 8 mL / min Flujo de 16 mL / min
% Disuelto %CV % Disuelto %CV

de MBZ de MBZ
30 45.90 47.2 55.24 0.60
60 64.90 33.8 73.81 1.12
90 76.40 241 81.95 1.61

9.5.2.1.2 Colocacion de las perlas de vidrio

En la tabla 17, se presentan los resultados de porciento disuelto después de colocar
las perlas de vidrio en diferentes acomodos. Se puede observar que el patron de
perlas de tipo “sandwich” con 3 g de perlas, fue el mas adecuado, ya el porcentaje
disuelto fue mas alto en un tiempo de 60 min y presentdé el menor coeficiente de
variacion, lo cual podria estar relacionado a con esta disposicion de las perlas, el

farmaco se va liberando lentamente por difusién, permitiendo una mayor interaccion

con el medio de disolucion. En la figura 14 se muestra el arreglo utilizado.
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Tabla 17. Porcentaje disuelto de MBZ a los 60 min empleando diferentes

acomodos de las perlas de vidrio.

Colocacion de las perlas % Disuelto de MBZ a los 60 % CV
min
15 g de perlas y adicién de 54.49 6.54
20 mg de la suspension
Tipo sandwich: 10 g de 24.22 5.41
perlas - 20 mg de
suspension - 5 g de perlas
Tipo sandwich: 3 g de perlas- 70.38 2.98
20 mg de suspension- 3 g de
perlas 3 g
Tipo sandwich: 2g de Perlas - 66.07 7.24
20 mg de suspension- 2g de
perlas
3 g de perlas, 20 mg de 56.57 0.41
suspension
Sin perlas / Flujo turbulento 20.23 16.29
20 mg de MBZ 39y3g
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9.5.2.2 Perfiles de disolucion del aparato 4

En la tabla 18 se muestran los resultados del porcentaje disuelto de MBZ a los
distintos tiempos de muestreo, asi como sus coeficientes de variacion. La figura 15
muestra los perfiles de disolucién obtenidos con el aparato 4. En ella se puede
apreciar que este aparato permitié una mejor visualizacion de la liberacion del MBZ
de cada uno de los productos evaluados, siendo capaz de discriminar entre
productos. En el caso del producto D, la liberacion fue muy rapida, en los demas
productos la mayor proporcion de MBZ se disolvié a los 10 min. Con relacién a la
variabilidad, se encontré que los productos B y C presentaron coeficientes de
variacion altos. Seria recomendable emplear un pool de los productos con el fin de
visualizar si con ello disminuye la variabilidad. La figura 16 muestra los valores de
perfil de disolucién diferencial, en la que se puede observar que los productos Ay C
presentan un perfil similar, mientras que el producto B presenta perfil mucho mas
bajo. Seria conveniente realizar estudios con otros lotes con el fin de visualizar el
comportamiento de los productos. El uso del aparato 4 en sistema cerrado, es

también una opcidén que hay que considerar.

Tabla 18. Porcentaje disuelto promedio de los productos conteniendo MBZ en

suspension empleando el aparato 4

Tiempo Productos
(min) A B C D

X % CV X %CV X % CV X % CV
10 28.9 7.3 11.1 57.0 28.3 17.4 47.8 11.1
20 40.5 7.8 20.9 52.1 48.9 14.8 74.8 6.2
30 49.6 7.5 28.8 47.4 61.8 12.1 83.3 6.3
45 59.7 7.2 38.8 39.9 75.6 8.5 86.6 7.0
60 67.2 7.2 471 33.7 83.7 5.6 86.6 7.0
90 77.4 7.5 60.8 254 91.3 3.9 86.6 7.0

120 84.4 7.8 70.2 221 95.4 4.8 86.6 7.0
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100 Perfiles de disolucion de 4 productos de MBZ en suspension
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Figura 15. Perfiles de disolucion de los productos conteniendo MBZ en

suspension utilizando el Aparato 4 (20 mg)
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Figura 16. Perfiles de disolucién diferencial de los productos evaluados

conteniendo MBZ en suspension utilizando el Aparato 4 (20 mg).
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10 Conclusiones

- El método analitico empleado para la cuantificacién de MBZ utilizando como
medio HCI 0.1 N conteniendo 1.0 % de LSS, cumplié con las especificaciones
establecidas por la NOM-177-SSA1-2013, al ser lineal, preciso y exacto.

- Las muestras pueden mantenerse hasta 2 h a temperatura ambiente sin que
sufran degradacion.

- EI método propuesto empleando el aparato 2, a una velocidad de 50 rpm vy
velocidad rapida de introduccion de la muestra, no fue capaz de discriminar
entre los diferentes productos.

- El aparato 4 fue capaz de discriminar entre lotes de distintos productos y se
considera mas adecuado para llevar a cabo los estudios de perfil de

disolucién de suspensiones.
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11 Perspectivas
- Validar el método analitico por HPLC para que pueda ser utilizado como
meétodo alternativo para la valoracion de MBZ en suspension
- Evaluar el impacto de la velocidad de colocacion de la muestra en los
resultados de disolucion.
- Realizar un estudio in vivo para observar si los resultados de disolucién en el

aparato 2 y 4, se relacionan con el comportamiento in vitro del MBZ en

suspension.
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13. Anexos.

ANEXO 1. Figuras representativas de apariencia y volumen de las suspensiones
estudiadas

Figura 17. Prueba de apariencia y variacion de volumen del producto A. Cumple
con las especificaciones al tener 30 mL de suspensidn y no presentar particulas

extranas.
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Figura 19. Después de 24 h, presento ligera separacion de fases en su superficie,

que al momento de resuspender se volvié a homogenizar .
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Figura 20. Prueba de apariencia y variacién de volumen del producto C. El volumen
es menor a lo descrito en el marbete y muestra presencia de particulas. Después
de 24 h, presenté ligera separacion de fases y las particulas se mantuvieron flotando

en la suspension.
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Figura 21. Prueba de apariencia para el producto D. Se puede observar que
presenta grumos. Fue necesario pasarlo a un vaso de pp para poder observar con

mayor detalle sus grumos.

Figura 22. Precipitado encontrado al fondo de su envase. Se dejé en reposo durante

24 h y los grumos no desaparecieron.
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ANEXO 2. Resultados de la valoracion para los productos bajo estudio

Producto Area Altura % MBZ DE
Referencia 4,692,694 216,642 100.00 -
A1 4,413,308 207,957 94.05
A2 4,426,759 208,439 94.33 0.94
A3 4,344,568 206,684 92.58
D1 4,589,170 214,016 97.79
D2 4,441,711 208,384 94.65 1.61
D3 4,486,604 209,413 95.61
D* 1 4,136,461 197,875 88.15
D* 2 4,109,768 185,779 87.58 0.37
D*3 4,104,630 197,361 87.47

Nota: El producto D* corresponde a un lote distinto , en el que los grumos fueron

mas evidentes

Resultados de la valoracién para los productos By C

Producto Area Altura % MBZ DE
Referencia 1 6,493,228 331,059 (X area:
Referencia 2 6,432,888 327,535 6,437,475) -
Referencia 3 6,386,310 326,094 100.00

B1 5,810,600 301,655 90.26
B2 5,840,485 300,225 90.73 0.24
B3 5,828,061 299,007 90.53
C1 5,461,287 285,689 84.84
C2 5,335,446 278,417 82.88 1.56
C3 5,534,481 287,531 85.97

(=)



(s

Biotarmacia

ANEXO 3. Validacion del método analitico para los productos B, C y D.

A. Producto B

Parametro Criterio de Dia 1 Dia 2
aceptacion 1 2 3 1 2 3
Linealidad Coeficiente de >0.99 0.9997 0.9998 0.9997 0.9999 0.9999 0.9998
correlacion (r)
Error relativo debido <3.0% 14 1.2 1.3 1.0 1.1 14
a la regresion (ERR)
Exactitud Porcentaje de < 3.0% 0.6,0.6,1.4,14,13,1.3 0.4,04,1.3,1.7,0.5,1.1
recuperacion
Precision Repetibilidad: %CV <3.0% 0.1,0.3,0.2,0.3,0.9,1.8 0.2,0.3,0.2,0.3,1.0,1.2
del porcentaje
recuperado
B. Producto C
Parametro Criterio de Dia 1 Dia 2
aceptacion 1 2 3 1 2 3
Linealidad Coeficiente de >0.99 0.9999 0.9999 1.0000 1.0000 0.9999 0.9999
correlacion (r)
Error relativo debido <3.0% 1.1 11 0.8 0.7 0.9 1.2
a la regresion (ERR)
Exactitud Porcentaje de <3.0% 0.4,04,1.0,15,0.5,04 0.5,0.7,0.6,1.1,0.7,1.6
recuperacion
Precision Repetibilidad: %CV <3.0% 0.1,0.3,0.2,0.3,0.1,0.6 0.1,0.5,0.3,0.5,0.4, 1.1

del porcentaje

recuperado

——
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C. Producto D

Parametro Criterio de Dia 1
aceptacion 1 2 3
Linealidad Coeficiente de =20.99 1.0000 0.9999 0.9999
correlacion (r)
Error relativo debido <3.0% 0.6 1.1 1.1
a la regresion (ERR)
Exactitud Porcentaje de <3.0% 0.1,0.2,0.7,14,0.2,2.2
recuperacion

Precision Repetibilidad: %CV <3.0% 0.2,0.3,1.0,0.9,0.8, 1.6
del porcentaje
recuperado

ANEXO 4. Resultados de estabilidad de los productos A, B'y C en el medio HCI 0.1
N conteniendo 1.0 % de LSS ( tiempo 2 h)

A. Producto de referencia A

Determinacién Abs Diferencia con respecto al tiempo
0 min

Omin 30min 60min 90 min 120 min 30 min 60 min 90 min 120 min

1 0.719 0.719 0.719 0.720 0.725 0.000 0.000 0.139 0.834

0.712 0.711 0.710 0.714 0.714 0.140 0.281 0.281 0.281
0.712 0.713 0.712 0.715 0.715 0.140 0.000 0.421 0.421

B. Producto B

Determinacion Abs Diferencia con respecto al tiempo
0 min

Omin 30min 60min 90 min 120 min 30 min 60 min 90 min 120 min

1 0.742 0.745 0.742 0.743 0.743 0404 0.000 0.135 0.135

0.729 0.734 0.735 0.737 0.736 0.689 0.823 1.097 0.960
0.745 0.739 0.737 0.740 0.742 0.805 1.074 0.671 0.403

81

——
| —



(s

Biotarmacia

C. Producto C

Determinacion Abs Diferencia con respecto al tiempo
0 min

Omin  30min 60min 90 min 120 min 30 min 60 min 90 min 120 min

1 0.696 0.696 0.705 0.699 0.701 0.000 1.293  0.431 0.718

0.693 0.692 0.694 0.695 0.698 0.144 0.144 0.289 0.722
0.696 0.696 0.698 0.698 0.700 0.000 0.287 0.287 0.575

ANEXO 5. Velocidad de colocacidon de la muestra en el Aparato 2.

Figura 23. Colocacion lenta al inicio de la prueba. Hay una formacion de un cake
que sedimenta al fondo del vaso. Este cake se queda la mayor parte del tiempo al

fondo del vaso.
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ANEXO 6. Resultados individuales del porcentaje disuelto de cada uno de los

productos evaluados empleando el Aparato 2

A. Producto de referencia A (Vermox ®)

Tiempo Porcentaje (%) disuelto de MBZ

(min) V1 V2 V3 V4 V5 V6
10 96.06 96.88 97.53 97.04 86.36 95.07
20 90.80 95.07 90.80 93.75 87.02 99.84
30 94.88 80.36 92.10 86.73 95.51 91.99
45 92.77 94.17 84.30 87.38 94.21 95.89
60 92.93 102.25 101.43 102.57 101.16 97.18
90 86.66 97.11 92.76 96.19 102.13 101.36
120 99.45 102.39 101.70 101.89 92.86 102.00

B. Producto B

Tiempo Porcentaje (%) disuelto de MBZ
(min) V1 V2 V3 V4 V5 V6
10 91.52 93.14 92.82 93.46 93.63 92.82
20 94.93 95.90 97.98 96.00 98.79 97.18
30 97.97 99.43 97.02 98.22 101.03 98.78
45 90.33 91.94 95.90 95.53 98.01 96.07
60 99.19 99.54 96.85 99.63 97.85 99.55
90 100.93 97.34 100.16 98.69 102.10 100.66
120 101.08 101.09 101.10 97.44 102.88 101.28
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C. Producto C

Tiempo Porcentaje (%) disuelto de MBZ

(min) V1 V2 V3 V4 V5 V6
10 95.70 85.38 86.53 86.86 84.07 86.20
20 96.03 91.12 95.70 91.61 93.08 92.26
30 94.73 93.40 96.68 94.54 89.99 95.03
45 95.37 95.18 95.06 93.08 90.15 92.93
60 93.76 93.41 95.22 94.69 92.24 93.89
90 95.05 94.21 100.50 98.21 93.36 97.26
120 95.20 93.73 97.48 95.19 92.41 94.55

D. Producto D

Tiempo Porcentaje (%) disuelto de MBZ

(min) V1 \'/ V3 V4 V5 V6
10 84.63 76.41 84.30 85.95 80.03 81.84
15 87.76 84.47 85.45 81.35 87.59 86.28
20 88.90 88.88 83.00 79.55 87.59 88.07
30 89.22 81.08 91.29 88.81 84.34 66.53
45 85.02 88.19 93.23 75.88 65.11 77.75
60 90.65 90.28 92.59 88.48 89.86 82.74
90 91.29 90.60 93.23 89.06 89.54 88.33
120 78.42 87.42 75.75 79.52 88.42 78.32
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ANEXO 7. Resultados individuales del porcentaje disuelto de cada uno de los

productos evaluados en el Aparato 4.

A. Producto de referencia A (Vermox ®)

Tiempo Porcentaje (%) disuelto de MBZ
(min) Cc1 C2 C3 C4 C5 C6 Cc7 (03:} C9 C10 C11 C12
10 30.69 28.12 31.31 2758 30.69 2758 28.06 2426 30.63 2740 30.62 31.06
20 43.12 4218 43.89 41.41 4288 39.62 39.30 3212 39.61 38.13 4193 41.41
30 5247 5275 53.06 53.68 52.74 4857 48.19 40.78 4753 46.38 50.31 48.86
45 63.36 64.36 62.85 65.17 64.25 58.87 57.77 5139 56.32 5512 59.32 57.63
60 7154 7254 7033 7291 7348 66.56 64.24 59.39 6281 6150 66.03 64.65
90 83.66 83.82 81.61 8256 8578 7747 7359 6969 7140 70.88 7532 73.54
120 91.81 9132 89.72 88.76 94.45 85.26 80.07 76.69 7735 76.79 8162 78.97
B. Producto B
Tiempo Porcentaje (%) disuelto de MBZ
(min) Cc1 Cc2 C3 C4 C5 C6 c7 c8 c9 Cc10 C11 C12
10 584 1404 933 696 535 6.19 10.62 10.77 1342 1746 26.87 5.82
20 1040 2521 17.86 14.46 1141 11.86 2190 2242 2646 33.23 46.17 9.51
30 1432 3461 2533 2137 1831 17.36 30.97 3140 34.70 4517 59.29 12.89
45 19.99 46.51 37.05 32.01 2952 2566 40.79 4195 43.58 57.38 7233 18.74
60 26.03 56.69 47.06 41.81 38.92 3410 48.79 49.66 50.58 66.06 80.44 25.22
90 4119 7495 63.90 5811 5455 4964 6279 6154 6260 76.84 89.99 3344
120 50.33 88.15 75.97 69.84 6536 60.54 7340 70.70 70.48 83.44 09535 39.15
C. Producto C
Tiempo Porcentaje (%) disuelto de MBZ
(min) Cc1 Cc2 C3 C4 C5 C6 Cc7 C8 C9 c10 Cc11 C12
10 2275 26.36 2040 3848 29.00 28.63 30.24 30.31 33.28 23.28 26.25 30.31
20 38.82 4345 38.09 60.79 4889 49.62 54.61 5345 5461 4193 4359 52.72
30 53.35 56.73 5247 7451 63.34 58.87 7057 69.41 69.19 5557 5593 62.21
45 68.29 7193 68.63 8572 7813 73.10 8299 83.05 81.85 69.77 69.24 74.74
60 7742 8277 80.90 91.09 86.56 81.58 88.19 88.88 88.36 79.69 7842 80.66
90 88.88 94.17 94.42 94.04 96.25 8994 9190 9363 9298 8515 88.13 85.93
120 95.25 99.19 99.83 9542 100.64 93.63 91.90 93.63 9298 87.05 91.79 85.93
[ =)
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D. Producto D

Tiempo Porcentaje (%) disuelto de MBZ
(min) C1 C2 C3 C4 C5 C6
10 56.75 46.07 4554 4948 40.83 47.89
20 78.23 79.20 7293 75.19 66.38 76.59
30 84.27 89.22 81.41 8544 7391 85.84
45 86.49 94.28 84.55 89.32 76.25 88.89
60 86.49 94.28 84.55 89.32 76.25 88.89
90 86.49 94.28 8455 89.32 76.25 88.89
120 86.49 94.28 84.55 89.32 76.25 88.89
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