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RESUMEN

Se presenta una nueva formulacién con el Ingrediente Activo (IA) del Abexol®, consistente en una suspensiéon acuosa oral con mayor
potencia gastroprotectora que la tableta que se comercializa actualmente, lo cual fue demostrado farmacologicamente y en un ensayo
clinico. Dicha suspension se formulé con 10 mg de alcoholes grasos por mililitro, por lo que 5 ml contienen la dosis equivalente a una
tableta. En esta nueva formulacion se disminuyo el tamafio de las particulas del IA a 0,52pm por cambio de temperatura a alta velocidad de
agitacion en medio acuoso, con el empleo de Cremophor RH40 como tensoactivo, y posteriormente se afiadieron glicerina refinada como
humectante, celulosa microcristalina y carboximetilcelulosa sodica como suspendentes, metil y propilparabeno en etanol, como
preservantes, extracto con sabor a platanito y agua purificada. La suspension asi preparada, después de agitar, resultd6 un liquido
homogéneo blanco opaco con ligero olor a platanito, con pH de 6,5 - 8,0, viscosidad de 380 cPs, tiempo de separacion de fases > 1 h 'y
ademas cumpli6 con los demds parametros de calidad exigidos por la industria farmacéutica, como el volumen de entrega y el contenido
microbiologico. Con vistas a poder determinar la concentracion de alcoholes grasos (marcadores quimicos de calidad) en esta nueva
formulacion, se desarrolld una metodologia analitica por Cromatografia de Gases, cuyo proceso de validacion demostré que es lineal del 50
al 150 % de la dosis nominal, exacta de 80 a 120 % de la dosis nominal (porcentajes de recuperacion no significativamente diferentes del
100 %), precisa (CV de repetibilidad y precision intermedia < 4 %) y especifica (incluso para muestras sometidas a condiciones de
degradacion). Los resultados de esta validacion demostraron la idoneidad de esta metodologia para el control de calidad y los estudios de
estabilidad de este nuevo producto.

Palabras claves: Abexol suspension, alcoholes grasos de cera de abeja, cuantificacion, validacion.

ABSTRACT

A new formulation with the active ingredient (AI) of Abexol® is presented. This formulation consists on an oral aqueous suspension with
gastroprotective effects greater than that of the current commercialized tablet, which was demonstrated through pharmacological and
clinical studies. This suspension was formulated for containing 10 mg fatty alcohols per milliliter, so that 5 ml contain a doses equivalent to
one tablet. In this formulation, the particle size of the AI was reduced to 0,52um by change of temperature at high stirring speed in aqueous
medium with Cremophor RH40 as surfactant, and later the following excipients were added: refined glicerine as moisturizer,
microcrystalline cellulose and carboxymethylcellulose sodium as suspending agents, methyl and propylparabene in ethanol, as
preservatives, extract with banana flavor and purified water. The obtained suspension, after shaking, was a homogeneous, white, and
opaque liquid with a light banana flavor, pH from 6.5 to 8.0, viscosity of 380 cPs, phases separation time > 1 h and also fulfilled the other
quality parameters of the pharmaceutical industry, such as the deliverable volume and the microbiological content. For determining the
concentration of fatty alcohols (chemical markers) in this suspension, it was developed a method by Gas Chromatography. Validation
process of this method demonstrated that it is linear from 50 to 150 % of the nominal doses, accurate from 80 to 120 % of the nominal doses
(recoveries not significantly different from 100 %), precise (CV of repeatability and intermediate precision < 4%) and specific (even for
samples submitted to degradation conditions). This validation results demonstrated the suitability of the method for the quality control and
stability studies of this new product.

Keywords: Abexol suspension, beeswax fatty alcohols, quantitation, validation.
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INTRODUCCION

Entre los ingredientes activos (IA) desarrollados por el Centro Nacional de Investigaciones Cientificas (CNIC)
se encuentra una mezcla de compuestos, extraidos y purificados de la cera de abejas Apis mellifera, con alcoholes
grasos como componentes principales (Gonzalez et al., 2006). Diversos estudios farmacologicos y clinicos han
demostrado los efectos antiinflamatorios (Carbajal et al., 2013; Pérez et al., 2014; 2015), antioxidante (Lopez et
al., 2008; Ravelo et al., 2016) y gastroprotector de este IA (Hano et al., 2001; Illnait et al., 2013; Pérez et al.,
2013; Molina et al., 2014), el cual se administra en forma de tabletas con 50 mg de alcoholes grasos (Abexol®).
Estas tabletas tienen alta demanda, pero su gran tamafio (655 mg) dificulta su ingestion e implica un alto gasto
de excipientes, dos de los cuales presentan restricciones de uso en varios paises.

Como solucién alternativa a los problemas anteriores se desarrolld una suspension oral, con este IA y celulosa
microcristalina, entre otros excipientes, la cual presenta mayor potencia gastroprotectora que la tableta, segiin
fue demostrado farmacolégicamente (Brefias, 2023) y en un ensayo clinico (Hierro, 2024). Esta forma
terminada se formuld con 10 mg de alcoholes grasos por mililitro (Gonzalez et al., 2023), por lo que para lograr
la dosis equivalente a una tableta de Abexol, se recomienda la ingestion de 5 ml de suspension. El desarrollo de
esta formulaciéon conllevdé una serie de ensayos, inicialmente encaminados a disminuir el tamafio de las
particulas del IA, y posteriormente a seleccionar los excipientes y el proceso tecnologico para su fabricacion.

En toda suspension, las particulas so6lidas tienden a agregarse con el tiempo, lo que provoca una separacion de
las fases. Una de las posibles acciones para disminuir la velocidad de ese proceso e incrementar la estabilidad
fisica del producto es reducir el tamafio de las particulas sélidas (Nielloud y Marti-Mestres, 2000). Por otra
parte, dada la baja solubilidad y escasa penetrabilidad del IA del Abexol, este se ubica dentro del grupo IV del
Sistema de Clasificacion Biofarmacéutica, junto a las drogas con menor biodisponibilidad (Food and Drug
Administration [FDA], 2000), motivo por el cual también es recomendable disminuir su tamafio de particula
(Liu et al., 2024). Aunque este IA consiste en un polvo blanco-hueso, que puede ser considerado como muy fino
segun criterios de la United Stated Pharmacopoeia 40 (USP 40, 2017), teniendo en cuenta las razones anteriores y
con vistas a lograr que la textura de la suspensidn fuera mas agradable, se decidié someterlo a un proceso de
disminucion de tamaifio de particula.

El método que permitié obtener el menor tamafio medio de particula fue mezclar el IA con agua y Cremophor
RH 40 a 90°C en un reactor de acero inoxidable con agitaciéon a 1000 rpm, con posterior disminucién de la
temperatura hasta 30 °C, manteniendo igual velocidad de agitaciéon. De esta forma se logrdé disminuir en
aproximadamente 100 veces el tamafio de particula, de 50,6um a 0,52pm Dn(90). Una vez logrado lo anterior,
se continud la preparacion de la suspension, con igual agitacion, adicionando excipientes ampliamente
utilizados en la industria farmacéutica: glicerina refinada como humectante, celulosa microcristalina y
carboximetilcelulosa s6dica como suspendentes, metilparabeno y propilparabeno disueltos en etanol, como
preservantes, extracto con sabor a platanito y agua purificada. La nueva formulacion, después de agitar, resultd
un liquido homogéneo blanco opaco con olor a platanito, con pH entre 6,5 y 8,0, una viscosidad de 380 cPsy
un tiempo de separacién de las fases superior a una hora. Ademas, la suspension cumplidé con los demas
parametros de calidad exigidos por la industria farmacéutica como el volumen de entrega y el contenido
microbioldgico.

El desarrollo de esta nueva formulacién requirié contar con una metodologia analitica para la determinacion de
su dosis, con vistas a poder realizar los controles de calidad y estudios de estabilidad. La validacion de dicha
metodologia, presentada en este trabajo, permite garantizar un alto grado de confianza y seguridad en los
resultados analiticos, siendo esto ademas un requisito actual para toda forma terminada (Centro para el Control
Estatal de la Calidad de los Medicamentos [CEDMED)], 2014; International Conference of Harmonization [ICH],
2000).
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MATERIALES Y METODOS

Reactivos y Disoluciones

N-metil, N-trimetilsililtrifluoroacetamida (MSTFA) como agente derivatizante, 1-eicosanol (Cz) como Patron
Interno, 1-tetracosanol (Cas), 1-hexacosanol (Ca), 1-octacosanol (Czs) y 1-triacontanol (Csp) como sustancias de
referencia, cloroformo (99 %, Sigma, EUA), acido clorhidrico (37 %, Merck, Alemania), hidroxido de sodio (97
%, Merck, Alemania), peréxido de hidrogeno (30 %, Sigma, USA). Ademas, se prepararon las disoluciones
siguientes: acido clorhidrico e hidréxido de sodio (0,1 mol/L), Patron interno (DPI): Cy (0,4 mg/mL) en
cloroformo, Referencia de alcoholes (DRA): Ca (0,12 mg/mL), Cy (0,12 mg/mL), Czs (0,13 mg/mL) y Cso
(0,20 mg/mL) en cloroformo, Matriz de referencia (DMR): 0,5 mL de DRA se llevaron a sequedad, se
afiadieron 0,150 mL de DPIy 0,05 mL de MSTFA,; se cerrd el vial y se calent6 a 65 °C durante 15 min.

Para la validacién del método analitico se empled el lote 0116 y una muestra de suspension placebo
(Laboratorios Farmacéuticos Medilip, Cuba).

Equipos

Agitador mecanico (Heidolph RZR 50, Alemania), balanza analitica (Mettler Toledo, modelo AG 245, Suiza),
bafio de agua (UNIPAM 365, Polonia), compresor de aire (SHIMADZU, Japoén), estufa (Electric Drying
OVEN, China), generador de hidrégeno (Domnick Hunter, modelo ALPHAGAZ FLO, Inglaterra), termostato
seco (Multiblock, USA), zaranda (CNIC, Cuba), y cromatédgrafo de gases GC-14A con detector de ionizacion
por llama (Shimadzu, Japon), equipado con una columna BPX-5 (30 m x 0,53 mm d.i. x 1,5 pm de espesor de
pelicula, SGE, Australia). Condiciones cromatograficas: de 200°C (1 min) hasta 320 °C (3 min) a 8 °C/min,
detector e inyector a 320 °C, volumen de inyeccién 1 pL. en modo splitless, y gas portador (hidrogeno) a 8
mL/min.

Preparacion de la muestra

Se pesaron 2,5 ml de suspension, se afiadieron 5 ml de la DPI, se calentd a 65°C durante 20 min con agitacion
ocasional, se transfirié a un embudo separador, se recolectd la fase organica (inferior), se evaporé a sequedad a
65°C con corriente de aire, se adicionaron 5 ml de cloroformo, se calentd a 65°C durante 3 min, se trasvasaron
500 pl a un vial, se afiadieron 50 pul de MSTFA y se calenté a 65°C durante 15 min, como paso previo a la
inyeccion de 1 pl de muestra en el cromatografo.

La determinacidon cualitativa se basé en la comparacién de las retenciones relativas, con las obtenidas al
analizar, en iguales condiciones, muestras de referencia de los alcoholes Cas Czs Co7, Cas v Cao, empleando al
alcohol Cy como patrén interno. La cuantificacion se realizé por el método del patrén interno, previo calculo
de los factores masicos de respuesta relativa con el empleo de la DMR, segin los métodos de calculo
anteriormente descritos por Gonzalez et al. (2006).

Validacion del método analitico

La Aplicabilidad del Sistema se determiné a partir de seis inyecciones de una misma réplica, preparada segun la
metodologia descrita anteriormente. A partir de los cromatogramas se determinaron las resoluciones
cromatograficas entre los alcoholes Czs-Cso y C30-Ca2 y la repetibilidad de la inyeccion, dada por el coeficiente de
variacion (CV %) con que se cuantifico el total de los alcoholes (Castro et al., 1989; ICH, 2000; CECMED,
2014).

El ensayo de Linealidad del Método se llevo a cabo por adicién de TA (lote 030430717, con 90,32 % de
alcoholes grasos) a un placebo de suspension, y contd de 5 puntos, entre 50 y 150 % de la concentracién
nominal (10 mg/mL), con 3 réplicas cada uno. La ecuacién de regresion (y = bx +a) y el coeficiente de
correlacion (r) se calcularon por minimos cuadrados, teniendo en cuenta las relaciones de las areas obtenidas (y
= Ai/A,) en funcién de las relaciones de masas tedricas (x = mi/m,), donde A; y m; son el area y masa de
alcoholes grasos, mientras A, y my; son el area y la masa del patrén interno. Se realizaron pruebas estadisticas
de linealidad y proporcionalidad, siguiendo las metodologias y criterios establecidos (ICH, 2000; CECMED,
2014; International Standarization Organization 9001 [ISO 9001], 2015).

La Exactitud del método se determind mediante el recobrado al 80, 100 y 120 % de la dosis nominal, con tres
réplicas en cada nivel. Para determinar si habia diferencias significativas entre el recobrado promedio obtenido
en cada nivel de dosis y el 100 % se aplico la prueba estadistica ¢ de Student. Ademas, se aplico la prueba de G de
Cochran para determinar si la concentracion influia en la variabilidad de los resultados, (Castro et al., 1989; ICH,
2000; CECMED, 2014).
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La Precision se determin6 mediante los ensayos de Repetibilidad (un analista analizo 10 réplicas de la misma
muestra, en el mismo dia y equipo) y de Precisién Intermedia (dos analistas, en dos dias, analizaron tres
réplicas independientes del mismo lote). En ambos ensayos se calcularon los CV (%) con los que se determiné el
contenido total de alcoholes, asi como los limites de confianza (LC = Media * ¢ x DE, p = 0,05). Para
determinar si hubo diferencias significativas, se realizd una prueba ANOVA de dos vias (p = 0,05) (Castro ez al.,
1989; ICH, 2000; CECMED, 2014).

La Especificidad del Método se determiné inicialmente por el analisis de muestras de suspension y de placebo,
preparadas sin patron interno, y de una muestra de 1-eicosanol, con vistas a determinar posibles interferencias
cromatograficas. Ademas, se sometieron muestras de la suspension a condiciones extremas, propicias a la
ocurrencia de hidrolisis acida y basica (NaOH y HCI, 1 mol/1), oxidacién (H20,, 30 %), fotolisis (254 nm) y
termolisis (80°C), para determinar la posible interferencia de productos de degradacion. Todos los ensayos se
realizaron por triplicado y se compararon los cromatogramas de las muestras sometidas a condiciones extremas
con los de la muestra original (ICH, 2000; CECMED, 2014; ISO 9001, 2015).

RESULTADOS Y DISCUSION

En el ensayo de Aplicabilidad del sistema, las resoluciones cromatograficas promedio entre los alcoholes Cas y
Cs0 (7,13), y entre Cs y Cs, (6,50), fueron muy superiores al limite de aceptacion (2,5); lo cual garantizoé una
separacion adecuada entre estos componentes. La determinacion del contenido total de alcoholes en las seis
réplicas de inyeccion presenté un CV (0,44 %), inferior al limite de aceptacion (0,50 %), todo lo cual permitid
comprobar que el sistema instrumental se encontraba en condiciones para realizar la validacion.

La ecuacién de regresidn, obtenida en el ensayo de Linealidad del método, para el contenido total de alcoholes,
fue y = 1,8492 x -0,0576. Tanto el coeficiente de correlacion (r=0,9999), como los CV de los factores de
respuesta (0,46 %) y de la pendiente (0,0064 %) cumplieron con los limites de aceptacion (0,99; <5 %y < 2 %,
respectivamente), y los limites de confianza del intercepto (-0,136 a 0,021) incluyeron al cero, lo que indica que
no existe sesgo. Teniendo en cuenta que estos resultados cumplen con los criterios exigidos, se puede afirmar
que el método es lineal y proporcional en el intervalo de concentraciones estudiado.

Los resultados analiticos del ensayo de Exactitud, expresados como porcentaje de recuperacion al determinar el
contenido de alcoholes grasos en muestras con 80, 100 y 120 % de la dosis nominal (99,94; 99,05 y 100,49 %;
respectivamente) no presentaron diferencias estadisticamente significativas con el 100 % (t exp = 0,32 < ttab =
2,306; p = 0,05), 1o cual confirma que el método es exacto. Al aplicar la prueba G de Cochran a estos resultados
se pudo concluir que, en el intervalo de concentraciones estudiado, la concentracidén no tiene influencia en la
variabilidad de los resultados (G exp = 0,56 < G tab = 0,8709; p = 0,05).

Los CV determinados en los ensayos de Repetibilidad y Precision intermedia (3,53% y 1,08 %, respectivamente)
permitieron conocer que la cuantificacion de los alcoholes en la suspension, mediante este método, cumple con
lo establecido (CV < 5,7 %) para las determinaciones cromatograficas de compuestos al 1 % (Castro et al., 1989).
Los limites de confianza calculados en ambos ensayos fueron similares (9,18 - 9,66 mg/mly 9,19 - 9,33 mg/ml)
y la prueba ANOVA no mostro diferencias significativas, evidenciando que los factores analista (p = 0,7912) y
dia (p = 0,4344) no influyeron en la dispersidon de los resultados. Teniendo en cuenta estos resultados, se puede
afirmar que el método es preciso.

El ensayo de Especificidad permitié comprobar que el método es capaz de determinar los seis alcoholes grasos
que constituyen los marcadores quimicos de calidad de este producto (Cas, Czs Cas, Cio, Cs2 y Cs4), sin
interferencia del patron interno (1-eicosanol) ni de otros compuestos presentes en la suspension (Figura 1). Al
analizar las muestras sometidas a condiciones de estrés, no se observo la aparicion de ninguna sefal que
interfiriera con los analitos de interés; por tanto, los productos de degradaciéon que se pudieron haber formado
no eluyeron con los alcoholes de interés. Lo anterior evidencia que el método es especifico, incluso ante
muestras potencialmente degradadas, por lo que puede ser empleado en los controles de calidad y en los
estudios de estabilidad.
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Fig. 1. Perfiles cromatrogrdficos de: A: suspension, B: placebo y C: patron interno.

CONCLUSIONES

El método analitico desarrollado para determinar el contenido de alcoholes grasos en la suspensién de Abexol
es exacto, lineal y preciso en los intervalos de dosis estudiados, y también resultd especifico incluso para
muestras sometidas a condiciones de degradacion, por lo que puede ser utilizado en el control de calidad y los
estudios de estabilidad de dicha suspension.
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