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RESUMEN

Debido a la baja solubilidad acuosa que presentan los farmacos de la clase 1l y IV
del sistema de clasificacion biofarmacéutico (SCB), hoy en dia es necesario el uso
de estrategias innovadoras para mejorar las propiedades fisicoquimicas y
biofarmacéuticas de un ingrediente farmacéutico activo (IFA). La modificacion del
estado sdlido de un IFA a través de la formacién de sales y cocristales ha permitido
mejorar la solubilidad, disolucion y biodisponibilidad de IFAs con desventajas
biofarmacéuticas. En el presente trabajo se aborda la obtencion de nuevas fases
sélidas cristalinas del albendazol (ABZ) usando como formadores de cocristal
compuestos derivados de &cidos carboxilicos aromaticos como el &cido 2,5-
dihidroxibenzoico (25DHBA) y acido 2,6-dihidroxibenzoico (26DHBA). Las nuevas
fases sélidas ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA en estequiometria 1:1 se obtuvieron por
el método de formacion de pasta (slurry) (ABZ-25DHBA) y molienda mecéanica
asistida con disolvente (ABZ-26DHBA), se caracterizaron mediante difraccion de
rayos-X de polvos (DRXP), espectroscopia infrarroja (IR), termogravimetria (TGA),
calorimetria diferencial de barrido (DSC). Para evaluar la estabilidad de fase en
solucion se usaron distintos medios farmacéuticamente relevantes donde se
observé que las fases ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA experimentan el fenbmeno de
transformacién de fase mediada por soluciones acuosas pH 4.5y 6.8, es decir, la
estabilidad fisica es pH dependiente debido a la capacidad de ionizacién de los
componentes. En contraste, a pH 1.2 no se observo trasformacion en ambas fases
sélidas. La preformulacion de las fases sélidas de ABZ con el polimero metilcelulosa
prolongo el estado supersaturado alcanzado hasta los 90 minutos y aumento la

solubilizacion de albendazol a partir de la fase sélida ABZ-25DHBA.




ABSTRACT

Nowadays it is necessary to use innovative strategies to enhance the
physicochemical and biopharmaceutical properties of an active pharmaceutical
ingredient (API), because according to the biopharmaceutical classification system,
a great number of drugs are poorly water-soluble belonging to class Il and IV. The
change of the solid state of an API through the salts and cocrystals formation has
made possible to improve the solubility, dissolution and bioavailability of APIs with
biopharmaceutical disadvantages. This thesis aimed to further study new crystalline
solid phases of albendazole (ABZ) using cocrystal formers derivatives of aromatic
carboxilic acids like 2,5-dihydroxybenzoic acid (25DHBA) and 2,6-dihydroxybenzoic
acid (26DHBA). Thus, two new solid phases (ABZ-25DHBA and ABZ-26DHBA in 1:1
stoichiometry) were obtained by the slurry method (ABZ-25DHBA) and solvent-
assisted mechanical grinding (ABZ-26DHBA). These solids were characterized by
powder X-ray diffraction (DRXP), infrared spectroscopy (IR), thermogravimetry
(TGA) and Differential Scanning Calorimetry (DSC). To evaluate the phase stability
in solution, different pharmaceutically relevant media were used where it was
observed that the ABZ-25DHBA and ABZ-26DHBA phases experienced the
phenomenon of phase transformation mediated by aqueous solutions pH 4.5 and
6.8, that is, the physical stability is pH dependent due to the ionization capacity of
the components. Conversely, at pH 1.2, no transformation was observed in both
solid phases. One of the solid phases (ABZ-25DHBA) was studied by non-sink
powder dissolution experiments in absence and in presence of predissolved
methylcellulose polymer solutions. Under these conditions, dissolution of ABZ-
25DHBA generated transient supersaturated concentrations of ABZ. This
supersaturated state was prolonged up to 90 minutes in the presence of the
predissolved polymer. The transient solubilization of ABZ starting from the solid
phase ABZ-25DHBA was increased by 343 and 2340 times in comparison to pristine
ABZ.




1. INTRODUCCION

Actualmente un porcentaje elevado de los farmacos comercializados presentan baja
solubilidad colocandolos en la clase 1l del Sistema de Clasificacion Biofarmaceéutico,
farmacos con baja solubilidad acuosa y alta permeabilidad intestinal limitan los
procesos de absorcién y biodisponibilidad. Es por ello que en los ultimos afios la
industria farmacéutica se ha enfocado en desarrollar estrategias para mejorar
dichas propiedades mediante la generacion de nuevas fases sélidas cristalinas
como los cocristales farmacéuticos que son sdlidos cristalinos compuestos por un

ingrediente farmacéutico activo y un formador de cocristal.

El ABZ es un farmaco antiparasitario de amplio espectro indicado para parasitosis
gastrointestinal causadas por helmintos. Es un farmaco que pertenece a la clase I
del SCB, dado que presenta una baja solubilidad acuosa y alta permeabilidad
intestinal. Debido a que su estructura quimica posee grupos ionizables y con
capacidad de formar enlaces de hidrogeno permite explorar la formacion de nuevas
fases solidas cristalinas como los cocristales usando coformadores derivados de
acidos carboxilicos arométicos como el &cido 2,5-dihidroxibenzoico y &cido 2,6-
dihidroxibenzoico. Sin embargo, a medida que un soélido cristalino se disuelve en el
medio de disolucién se forma una solucién supersaturada en un periodo de tiempo
corto y tiene lugar a la precipitacion de la fase menos soluble. Este comportamiento
en disolucion representa un reto farmacéutico hoy en dia y es necesaria la
formulacion con excipientes adecuados para aprovechar la ventaja de las fases
sélidas de rapida disolucién como es el caso de los cocristales farmacéuticos. Por
consiguiente, en este trabajo de investigacion se incluy6 la obtencién de nuevas
fases solidas de ABZ y su preformulacion con excipientes poliméricos derivados de
celulosa con el propésito de generar y mantener un estado supersaturado del ABZ
en medio acuoso esperando promover una mayor absorcidbn en el tracto

gastrointestinal y mejorar su biodisponibilidad.




2. MARCO TEORICO

La helmintiasis es una de las infecciones parasitarias mas comunes en todo el
mundo, afectando aproximadamente a 2000 millones de personas en las
comunidades mas pobres. Alrededor de 1500 millones de personas estan
infectadas por helmintos, esto representa casi el 24 % de la poblacién a nivel
mundial. De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), mas de 267
millones de nifios en edad preescolar y mas de 568 millones en edad escolar viven

en zonas con alta prevalencia de transmisién de parasitos.?

México es uno de los paises de América Latina con una menor incidencia de
enfermedades parasitarias, a pesar de que México no tiene tanta incidencia, la falta
de recursos econdmicos retrasa proyectos como la distribucién de agua potable e
instalacion de redes de avenamiento, lo cual impide crear campafas efectivas
contra las parasitosis intestinales mas importantes. La desnutricién es un problema
de salud que facilita el desarrollo de algunas enfermedades parasitarias, este
problema social afecta a paises con desventajas econdémicas como es el caso en

mayor parte de la poblaciéon mexicana.?

Una de las alternativas para controlar la helmintiasis consiste en la ejecucion de
programas para el tratamiento antiparasitario que permite un acceso mas amplio a

medicamentos preventivos, como el albendazol y el mebendazol.?

2.1.Albendazol

El ABZ (5-(propiltio)-1 H- bencimidazol-2-il) (Figura 1) es un agente antiparasitario
de amplio espectro, se encuentra en la lista de medicamentos esenciales de la
Organizacién Mundial de la Salud.®> ABZ fue el primer farmaco antiparasitario
aprobado para uso en humanos en 1982,4 pertenece al grupo de los bencimidazoles

y posee accion local y sistémica.®
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Figura 1. Estructura quimica de ABZ.




2.1.1. Indicacién terapéutica

ABZ esta indicado para infecciones parasitarias intestinales causadas por los

siguientes parasitos:

Nematodos: Enterobius vermicularis, Ascaris lumbricoides, Trichuris trichura,

Ancylostoma duodenalis, Necator americanus.®
Céstodos: Hymenolepis nana, Taenia solium, Taenia saginata.’
Protozoos: Giardia lamblia.®

2.1.2. Propiedades fisicoquimicas

El ABZ es un farmaco con baja solubilidad acuosa (0.01 mg/mL) y considerando los
valores de permeabilidad reportados se incluye en la clase Il/IV del sistema de
clasificacion biofarmacéutico (SCB), es decir, tiene una baja solubilidad y alta/baja
permeabilidad (Tabla 1). Las moléculas de ABZ son de naturaleza anfotérica debido
a gue en su estructura se encuentra un grupo acido y uno basico, es decir es un
compuesto ionizable ya que presenta valores de pKa de 2.80 y 10.26 (Figura 2,
Tabla 1). EI ABZ tiene un coeficiente de particion de 2.55, un punto de fusion de
entre 208-210°C y un peso molecular de 265.33 g/mol (Tabla 1).%-1°
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Figura 2. Especies ionicas de ABZ.

Tabla 1. Propiedades de ABZ.%14

Farmaco Albendazol

Formula Ci2H1sN302S

PM  265.33 g/mol

pKa 2.80, 10.26
LogP 255

Continuacion de tabla




Continuacion de tabla
Solubilidad 0.01 mg/mL en H20

Permeabilidad 6.50 x 106
79.71 x 106
7.60 x 104
0.40 x 10-4

Clasificacion biofarmacéutica 11/ IV

Via de administracién Oral

Forma farmacéutica Suspensiones y tabletas

Dosis administrada Adultos y nifios mayores de

2 afios
400 mg

10 mL de suspension
contienen: 400 mg de

albendazol

Punto de fusion 208-210°C

Existen dos formas cristalinas reportadas del ABZ, una de ellas se denomina forma
| que corresponde al sélido comercialmente disponible de ABZ y la forma Il se
obtiene mediante recristalizacion a partir de la forma | en metanol y
dimetilformamida. En la Figura 3a se compara el patron de rayos-X de polvos de
estos dos solidos. La unidad asimétrica de la estructura cristalina de la forma Il
muestra a un tautbmero que presenta desorden en la cadena de tiopropilo (Figura
3b).1°
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Figura 3. a) Patron de difraccién de RX de las formas | y || de ABZ y b) Unidad asimétrica

de la forma Il de ABZ.1516




2.1.3. Farmacocinética

Cuando el ABZ se administra por via oral en ratones y ratas, su absorcion es del
20-30% y en bovinos 50% comparado aproximadamente con un 5% en humanos.
La absorcion del farmaco es mas significativa (5 veces mayor en animales y
humanos) con la co-administracidon de comida rica en grasas, este aumento se
atribuye a una disolucion del farmaco insoluble en agua en la matriz de lipidos,

alimentos o etanol.*

Durante el metabolismo de primer paso, el ABZ es metabolizado rapidamente en el
higado. Los niveles plasmaticos de sus metabolitos que son oxidados como el
sulfoxido y la sulfona (Figura 4) en todas las especies son mucho mas altos que los
del farmaco original.* EIl sulféxido de ABZ es el responsable de la actividad
terapéutica y se distribuye ampliamente por todo el cuerpo y se une a un 70% a
proteinas plasmaticas. Una porcion del metabolito de ricobendazol sufre una
oxidacion y se forma el metabolito de sulfona. Las rutas oxidativas independientes
afectan la cadena lateral del alquilo y el anillo aromético, el metabolismo depende
de las oxidasas y el citocromo P450. Las rutas oxidativas independientes afectan la
cadena lateral del alquilo y el anillo aromatico, el metabolismo depende de las

oxidasas y el citocromo P450.4
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Figura 4. Estructura quimica de sulféxido de ABZ (a), estructura quimica de sulfona de
ABZ (b).
La eliminacion del farmaco original es rapida en humanos y animales, el sulfoxido
de ABZ presenta un ti2 de 8.5 h.17 La excrecién ocurre en gran medida como
metabolitos en bilis. So6lo los metabolitos de ABZ se excretan en animales y

humanos ya que el metabolismo es muy extenso.*




2.1.4. Farmacodinamia

La forma terapéuticamente activa del ABZ es el sulféxido de ABZ, que se produce
por un extenso metabolismo de primer paso en el higado y la pared intestinal tanto
en animales como en humanos. La actividad vermicida, ovicida y larvicida de este
farmaco se atribuye a que se une e inhibe la polimerizacion durante la formacion de
microtubulos a partir de la tubulina lo cual disminuye el nivel energético de los

parasitos quedando inmdviles e incapaces para sobrevivir. 16

2.1.5. Posologia

La cantidad de ABZ y la duracién del tratamiento de la parasitosis varia de acuerdo
con la clasificacion de los helmintos. En la Tabla 2 se muestra la dosis y el periodo

de tiempo para ser administrado.

Tabla 2. Posologia de ABZ para distintos helmintos.*®

Clasificacion Tratamiento
Nematodos

Enterobius vermicularis
Ascaris lumbricoides
BliChTiEpehNTE 400 mg de ABZ 1 sola toma.
Ancylostoma duodenalis

Necator americanus

Céstodos
Hymenolepis nana
. . 400 mg de ABZ durante 3 dias.
Taenia solium

Taenia saginata

Protozoos

Giardia lamblia 400 mg de ABZ durante 5 dias.

2.2. Sistema de Clasificaciéon Biofarmacéutico

El sistema de clasificacion biofarmacéutico (SCB) fue propuesto por Amidony
colaboradores en 1995.1%20 Es un marco cientifico para clasificar a los principios
activos considerando la solubilidad acuosa y permeabilidad intestinal, estos son

pardmetros clave que controlan la magnitud y velocidad de absorcién de un




farmaco. De esta manera los principios activos pueden dividirse en clases de
acuerdo a su solubilidad y permeabilidad (alta/baja), la combinacion de estos dos
factores y dos niveles nos llevan a cuatro clases del SCB como se muestra en la

Figura 5.19

Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico (SCB)
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Clase |

Alta solubilidad
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Figura 5. Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico de los medicamentos.?

Clase | alta solubilidad, alta permeabilidad: el IFA se absorbe bien, aunque su
biodisponibilidad puede ser baja debido al metabolismo de primer paso, y un paso

limitante a la absorciéon seria la velocidad de disolucién o el vaciado gastrico®®.

Clase Il baja solubilidad, alta permeabilidad: estos farmacos presentan valores
de solubilidad bajos pero la permeabilidad es alta, estos valores estan
indirectamente relacionados con el tiempo de disolucion que es elevado, la

velocidad de disolucion del farmaco in vivo es el factor limitativo de su absorcion.1®

Clase Il alta solubilidad, baja permeabilidad: para esta clase, de farmacos la

permeabilidad es el paso limitante para la absorcion

Clase IV baja solubilidad, baja permeabilidad: esta clase de farmacos presenta
problemas significativos para una liberacion oral exitosa. EI niumero de farmacos
gue se encuentra dentro de esta clase dependera de los limites precisos que se
empleen para la solubilidad y permeabilidad.*®




Alrededor del 40% de los farmacos comercializados presentan una baja solubilidad
(como ABZ) colocandolos en la clase Il o IV del SCB y, un 60-70% de los farmacos
en desarrollo presentan desventajas de solubilidad en agua.?? Es por ello que, en
los ultimos afios la industria farmacéutica se ha enfocado en el desarrollo de formas
sélidas innovadoras para mejorar las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas

de un ingrediente farmacéutico activo.?®

2.3. Estrategias para mejorar las propiedades de un farmaco en
estado solido

Se sabe que més del 80% de los medicamentos que se encuentran en el mercado
son comercializados en formas farmacéuticas en estado solido, debido a la
estabilidad de manipulacion de los materiales desde el inicio del desarrollo de un
medicamento hasta el almacenamiento de los materiales empleados para este
proceso.?* En la mayoria de los casos los sélidos farmacéuticos presentan altos
puntos de fusién y muy baja solubilidad acuosa.?* La formacién de nuevas fases
sélidas depende de la naturaleza quimica de la molécula de interés y de la
propiedad fisica por desarrollar. Adicionalmente, se prefiere desarrollar una forma
farmacéutica que contenga un IFA en estado cristalino, debido a que es la forma
termodinAmicamente mas estable, en comparacion con un farmaco en estado
amorfo.?® Uno de los retos en el campo de la industria farmacéutica es aprovechar
la ventaja que ofrecen estas fases sélidas novedosas para mejorar el proceso de
solubilizacion de farmacos pocos solubles reduciendo el grado de toxicidad,

disminuyendo costos y aumentando la eficacia terapéutica.?*

Una de las estrategias para mejorar la solubilidad de un IFA es la modificacién del
estado soélido a través de la ingenieria de cristales. La ingenieria de cristales es
considerada como el disefio y crecimiento de soélidos moleculares cristalinos con el
objetivo de impactar en las propiedades del material y obtener informacién
fundamental de las propiedades fisicoquimicas a partir de la disposicion molecular
dentro del sélido para alterar la colocacion o las interacciones entre las moléculas y
tener un impacto en las propiedades particulares del sdlido tales como la formacion

de sales, polimorfos, hidratos, solvatos y cocristales (Figura 6). 23 2°
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Figura 6. Formas sélidas de un ingrediente farmacéutico activo.

2.3.1. Sales

La obtencion de sales es uno de los principales enfoques utilizados para modificar
las propiedades de un ingrediente farmacéutico activo, como la solubilidad y por lo
tanto la biodisponibilidad. Un requisito indispensable para la obtencién de sales

farmacéuticas es que los farmacos contengan grupos ionizables.?

2.3.2. Solvatos/hidratos

Los hidratos y solvatos son sistemas cristalinos que contienen un IFA y una
molécula de agua o disolvente en su red cristalina, regularmente este sistema se da
con moléculas grandes irregulares para ordenar en su red cristalina debido a que
las moléculas del disolvente rellenan los espacios del cristal formando una red
estable. La formacion de hidratos y solvatos puede presentar un problema en la
estabilidad de la forma farmacéutica.?6-?"

El agua y otros disolventes forman enlaces de hidrégeno y se coordinan por enlaces
no covalentes en una red cristalina con un IFA. La mayoria de los ingredientes
farmaceéuticos activos que tiene pesos moleculares pequefios pueden formar

hidratos facilmente debido a su tamafio molecular. Las moléculas de agua tienen




atomos donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno que forman enlaces de
hidrogeno intermoleculares con otras moléculas. La presencia de moléculas de
agua se ve afectada a nivel de interacciones moleculares afectando el grado de
cristalinidad y los parametros termodindmicos como solubilidad, velocidad de
disolucion, estabilidad en estado solido y la biodisponibilidad de los IFAs

hidratados.?’

2.3.3. Polimorfos

El polimorfismo es la capacidad que presenta un compuesto para existir en diversos
estados cristalinos, y aplica para moléculas o iénes, en donde las especies
presentes se encuentran en distintas conformaciones (llamados polimorfos
conformacionales) o en un distinto arreglo cristalino (llamados polimorfos de
empaguetamiento). Dos polimorfos de un ingrediente farmacéutico activo pueden
presentar diferentes propiedades fisicoquimicas tales como su solubilidad, fluidez,
higroscopicidad, compresibilidad. Cuando existen varios polimorfos de un mismo
IFA es necesario monitorear los procesos de manufactura y distribucion del farmaco
para evitar que se convierta en la forma polimoérfica menos estable. Una manera de
denotar la forma polimorfica de mas alto punto de fusion se utiliza como numero
romano |, generalmente la mas estable y la menos soluble, las diferentes formas
menos estables se escribiran en forma decreciente y se denominan con los nimeros

I, 1l etc.28-29

2.3.4. Cocristales

Los cocristales farmacéuticos son sélidos cristalinos, compuestos de un ingrediente
farmacéutico activo molecular o iénico y uno o mas formadores de cristales (llamado
coformador). Los componentes del cocristal deben ser sélidos a temperatura
ambiente y el coformador una sustancia de grado alimenticio o farmacéutico
considerado generalmente como seguro (GRAS, por sus siglas en inglés) y se
encuentran unidos mediante interacciones no covalentes como es el caso de los

enlaces por puente de hidrégeno en una estequiometria definida.23 30-31
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2.3.5. Amorfos

Los sélidos amorfos son termodinamicamente inestables, esto es debido a que
presentan un arreglo aleatorio de moléculas, estas fases solidas contienen mayor
energia libre comparado con otras formas cristalinas, sin embargo, los solidos
amorfos son metaestables y proporcionan una mayor solubilidad. Generalmente un
sélido amorfo se disuelve mas rapido que un soélido cristalino debido a que, en un
cristal las fuerzas intermoleculares son mas fuertes y existe un mayor grado de

organizaciéon molecular.?®

A pesar de tener una gran ventaja de solubilidad y velocidad de disolucion, los
s6lidos amorfos son limitados ya que cristalizan rapido, es por ello que se requiere

otro enfoque para mejorar las propiedades del farmaco para fines farmacéuticos.?®

2.4. Técnicas para caracterizar nuevas fases sélidas en el area

farmacéutica

Las técnicas para caracterizar nuevas fases sélidas son de suma importancia
debido a que podemos extraer informacién fundamental a la hora de obtener estas
nuevas fases. Se pueden obtener mediante difraccion de rayos-X de polvos (DRXP),
espectroscopia infrarroja (IR), calorimetria diferencial de barrido (DSC), andlisis

termogravimétrico (TGA) y resonancia magnética nuclear (RMN).

2.4.1. Difraccion de rayos-X de polvos

Es una de las técnicas mas utilizadas para estudiar e identificar formas
policristalinas de un IFA, ademas cada patron de difraccién es Unico y corresponde
a un compuesto especifico, es una técnica no destructiva.®? Los rayos X son una
radiacion electromagnética de longitud de onda corta que se produce cuando se
desaceleran los electrones de alta energia o por transiciones de electrones que
estan en los orbitales internos de los atomos.3? El patron de DRXP es representado
por un grafico que muestra la intensidad de difraccion, existen diversos patrones
gue corresponden a distintas estructuras cristalinas, se les puede considerar como

“huellas dactilares”.3? Para estudiar la direccién en la que la difracciéon de rayos X

11




produce interferencias es mediante de Ley de Bragg ya que permite predecir

angulos en que los rayos X se difractan por materiales cristalinos.3*

Cuando los rayos X son infundidos por el entorno ordenado de un cristal, hay
diferencias tanto constructivas como destructivas entre los rayos dispersados
porque las distancias entre los centros de difusion son del mismo orden de magnitud

que la longitud de onda de radiacion.33

Ley de Bragg

Cuando un haz de luz choca con la superficie de un cristal (Figura 7) formando un
angulo, una porcion del haz es difundida por la capa de atomos de la superficie. La
porcion no dispersada del haz, penetra la segunda capa de 4tomos donde una
fraccion es difundida y la que queda pasa a la tercera capa. El efecto acumulativo
de esté difusion producida por los centros con separaciones regulares del cristal es
la difraccién del haz, de la misma forma que la radiacion visible se difracta en una

red de difraccion.33

Figura 7. Difraccion de rayos-X de un cristal mediante la Ley de Bragg.

2.4.2. Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja es una técnica analitica muy versatil y de mayor
aplicacion en el analisis cualitativo para la deteccion de grupos funcionales
presentes en cualquier estado soélido. Esta técnica particularmente nos ayuda a
determinar e identificar las bandas correspondientes a la formacion nuevas fases

sélidas como un cocristal 0 una sal, esto es debido a que cuando se encuentra
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presente una sal se encontrardn bandas caracteristicas del grupo carboxilato (R-
COOH), cuando se trata de un cocristal se observan bandas del grupo acido
carboxilico (R-COOH). La espectroscopia infrarroja es una herramienta util para la
investigacion de los espectros vibracionales de los polimorfos y pocas veces se
observan nuevas bandas o cambios de frecuencia vibracionales de los grupos que
intervienen en las interacciones en un sélido que presenta polimorfismo.3®
Generalmente, se observa un ensanchamiento de las bandas de los grupos
funcionales principales en el espectro IR de un farmaco en estado amorfo.3¢El
espectro infrarrojo generalmente se refiere a la region del espectro electromagnético
entre las regiones visibles y las regiones de microondas.33 Existen tres regiones del
espectro: infrarrojo cercano (14,000-4000 cm?), infrarrojo medio (4000-400 cm™?),
infrarrojo lejano (700-200 cm™).23 La frecuencia o la longitud de onda de absorcién
depende de las masas relativas de los atomos, la constante frecuencia de los
enlaces y la geometria de los atomos. Las posiciones de las bandas en el espectro
infrarrojo son presentadas como numero de onda, la clal esta unidad es reciproca
al centimetro (cm™) y es proporcional a la energia de vibracién.®® La intensidad de
las bandas se pude expresar como transmitancia (T), o absorbancia (A), la
transmitancia es la relacién de la potencia radiante que incide sobre la muestra, y la

absorbancia es reciproco a la transmitancia.?

2.4.3. Anéalisis térmico

En 1979, Mackenzie definio el analisis térmico como el grupo o conjunto de técnicas
en las que se mide la propiedad fisica de la sustancia o de sus productos de reaccién
en funcion de la variacion de la temperatura, mientras la sustancia es sometida a un
programa de temperatura controlado. En 1991 la international Confederation for
Thermal Analysis and Calorimetry (ICTAC) establecieron una nomenclatura para
definirlas como un conjunto de técnicas en las cuales una propiedad de la muestra
se monitorea frente a un tiempo o temperatura, mientras que la temperatura se

programa en una atmésfera controlada.3’

Dentro del analisis térmico se encuentran técnicas que nos permiten clasificarlas en

funcién de la propiedad fisica que se mide en cada caso. Algunas técnicas son
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diferenciales, esto implica medir la diferencia existente entre una propiedad de la
muestra y una sustancia de referencia como en un analisis térmico diferencial (DTA)
miden la diferencia que existe entre la temperatura de la muestra y la sustancia de
referencia, mientras que en calorimetria de barrido diferencial lo que se mide es la
diferencia entre el calor aportado a la muestra y sustancia de referencia. Las
técnicas que proporcionan informacion quimica basica sobre las muestras objeto
del analisis son la termogravimetria, analisis térmico diferencial y calorimetria de

barrido diferencial son las técnicas mas utilizadas dentro del andlisis térmico.3’

Andlisis termogravimétrico

El analisis termogravimétrico pertenece a una técnica de andlisis térmico, esta se
basa en los cambios de masa (peso/ ganancia o pérdida de masa) de una muestra
que se mide en funcion de la temperatura o tiempo en una atmosfera controlada.
Se utiliza principalmente para determinar la composicion de los materiales y predecir
su estabilidad térmica. Dentro de las técnicas de termogravimetria se conocen 3
tipos: TGA dinamica (se coloca la muestra aumentando continuamente la
temperatura, esta suele ser lineal con el tiempo), TGA isotérmica (la muestra se
mantiene a una temperatura en un periodo de tiempo para finalmente medir el
cambio en peso de la muestra) y TGA calidad (la muestra es calentada a un peso

constante a medida que la temperatura va incrementando).3?

Calorimetria diferencial de barrido

La técnica de calorimetria diferencial de barrido es el método méas usado por su
rapidez, simplicidad y disponibilidad. Es util para la deteccion de polimorfos, asi
como para estudiar su estabilidad a una temperatura dada por calentamiento y
enfriamiento repetidos.3? Mide las diferencias en la cantidad de calor aportado a una
muestra y una sustancia de referencia en funcion de la temperatura de la muestra
estando en un programa de temperatura controlada. Las curvas tipicas de DSC se
muestran dos transiciones en forma de pico correspondientes a procesos
exotérmicos de desprendimiento de calor y procesos endotérmicos de absorcion de

calor.’”
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2.5. Cocristales farmacéuticos

Generalmente el descubrimiento y desarrollo de un farmaco es un proceso largo
que consta de tres etapas distintas denominadas como: “moléculas, materiales y
medicamentos”. La etapa de “moléculas” incluye la quimica medicinal para el
descubrimiento de nuevas entidades quimicas o bioldgicas que presenten actividad
farmacoldgica. Estos compuestos si comprueban seguridad y eficacia seran los
ingredientes farmacéuticos activos (IFA) en los medicamentos. Los “materiales” o
excipientes son sustancias normalmente soélidas que son adecuadas para la
formulacion de un IFA, y que le confieren distintas propiedades a la férmula para
facilitar su manejo y produccién como medicamento. En la etapa de “medicamentos”
o formulacion se combina la sustancia farmacol6gicamente activa (IFA) con los
excipientes para obtener un medicamento en su forma final.? Es un proceso largo,
costoso y arduo, se sabe que mas del 1% de los ingredientes farmacéuticos activos
se desarrollan con éxito apareciendo en el mercado. Uno de los desafios de la
industria farmacéutica para desarrollar con éxito un medicamento esta centrado en
la mejora de las propiedades fisicoquimicas de los IFAs como solubilidad,
permeabilidad, biodisponibilidad, estabilidad y propiedades mecéanicas.2® Es por ello
que surge el interés por desarrollar cocristales farmacéuticos debido a las
diferencias entre las propiedades fisicoquimicas tanto de IFA en estado puro y el

cocristal teniendo la posibilidad de mejorarlas.2®

Los cocristales farmacéuticos han demostrado modificar las propiedades
fisicoquimicas y farmacocinéticas de un IFA, tales como el habito cristalino,
solubilidad, permeabilidad, densidad aparente, compresibilidad, friabilidad, punto de
fusion, higroscopicidad y velocidad de disolucion. La formacion de un cocristal
ayuda a transformar un farmaco en un sdlido cristalino que sea estable y facil de

manejar.*°

2.5.1. Disefio de cocristales

Para el disefio y sintesis de cocristales se emplea el uso de sintones moleculares,
gue son unidades estructurales formadas por interacciones intermoleculares cuya

funcion es mantener las caracteristicas estructurales de los solidos del sistema

15




cristalino. Dentro de estas unidades estructurales se encuentran dos clasificaciones,
homosintones que son unidades formadas mediante dos grupos funcionales
idénticos como acido carboxilico-acido carboxilico, piridina-piridina, amida-amida, y
los heterosintones compuestos por grupos funcionales distintos como &cido
carboxilico-piridina, acido carboxilico-amida, piridina-amida etc (Figura 8). 4!
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Figura 8. Sintones supramoleculares mas comunes en la formacion de cocristales.

Seleccién de coformadores

La seleccién del coformador es una parte vital para el proceso de disefio de un
cocristal farmaceéutico. El centro de datos cristalograficos de Cambridge (CCDC por
sus siglas en inglés) es el repositorio mundial de estructuras cristalinas organicas y
metal-organicas, utilizada también para la deteccién de cocristales priorizando al o
los coformadores que se pueden usar con el IFA de interés para observar la
formacion de sintones moleculares.*?** A menudo los enlaces de hidrégeno son
comunmente utilizados para el disefio de cocristales debido a su fuerza,
direccionalidad y la frecuencia para interactuar con otras moléculas organicas. 42 En
1991, Etter propuso 3 reglas para formar enlaces de hidrogeno preferidos: todos los
buenos donadores y aceptores de proton se utilizan en los enlaces de hidrégeno,
los enlaces de hidrégeno intramoleculares en el anillo de seis miembros se forman
con preferencia a los enlaces de hidrogeno intermoleculares y por ultimo los mejores
donadores y aceptores de protones que quedan después de la formacion de enlaces
de hidrégeno intramoleculares forman enlaces de hidrégeno intermoleculares entre

si.* Es la fuerza de los enlaces de hidrégeno entre los coformadores que
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determinan la formacion de sintones. Es posible predecir y clasificar la posibilidad
de formacion de sintones que ocurren entre los diferentes grupos funcionales

mediante estas reglas.*?

2.5.2. Propiedades fisicoquimicas

Los cocristales se utilizan para mejorar las propiedades fisicoquimicas,
particularmente la solubilidad. Un porcentaje elevado de nuevas entidades quimicas
presentan baja solubilidad.?? Los cocristales le dan un enfoque alternativo para
mejorar dichas propiedades de los farmacos.*

La solubilidad es definida como la concentracion de la sustancia en la solucién que
se encuentra en equilibrio quimico con el sélido no disuelto a una temperatura y
presion especifica.*® La solubilidad es un parametro importante para que el farmaco
alcance la concentracion en la circulacion sistémica y lograr el efecto farmacoldgico,
un ejemplo son los cocristales de curcumina donde se observé una mejora en la

solubilidad con respecto al farmaco.®

Otras propiedades como punto de fusion, cristalizacion, sublimacién,
descomposicion y transicion en el estado son propiedades fisicas muy importantes
gue estan asociadas con una mejora en la solubilidad ademas de proporcionar datos
para establecer condiciones de fabricacion y almacenamiento, y para descartar la

formacion de otras fases sélidas cristalinas como solvatos o hidratos.46-47
2.5.3. Propiedades biofarmacéuticas

La efectividad terapéutica de un medicamento depende de la forma farmacéutica
para administrar el IFA y que llegue al sitio de accion en un tiempo y una cantidad
necesaria para lograr el efecto farmacoldgico deseado.*® La propiedad de una forma
farmacéutica se considera como disponibilidad farmacolégica, sin embargo, no es
posible medir la concentracion del farmaco en el sitio de accion, estas mediciones
regularmente se realizan en la circulacién sistémica sanguinea, es decir, la
biodisponibilidad hace referencia a la velocidad y el grado en que el farmaco alcanza
la circulacion sistémica para llegar al sitio de accion y logra el efecto farmacoldgico

deseado.*® La mayoria de los medicamentos en formas farmacéuticas sélidas se
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desintegran y disgregan de manera rapida, uno de los procesos mas importantes
que limita la absorcion es la velocidad de disolucion y la velocidad de penetrar el
IFA a través de la membrana biolégica.*® La disolucién es un factor determinante de
la velocidad de los farmacos hidréfobos y poco solubles como ABZ.*8 Para farmacos
hidrofilicos con alta solubilidad, la disolucién es alta y el paso determinante de la
velocidad en la absorcion es la velocidad de permeacion a través de la membrana
biolégica.*® La inestabilidad de un farmaco durante la absorcién puede afectar su
biodisponibilidad..*®

Una vez que se obtiene un cocristal farmacéutico con resultados prometedores en
la etapa de pre-formulacion, el siguiente paso es la evaluacion biofarmacéutica del
sélido cristalino mediante pruebas de disolucién. Las pruebas de disolucién a
pequefia escala y utilizadas para observar el comportamiento diferente de los
cocristales con respecto al IFA, son pruebas importantes debido a que proporcionan
informacion til y relevante para observar la transformacion de los cocristales y la
absorcion del principio activo.*® A medida que el IFA en el cocristal se libera en el
medio de disolucion, se forma una solucion sobresaturada con la concentracion
maxima posible del compuesto, si se mantiene constante, se espera que esta

concentracion mejorada del IFA conduzca a una mayor absorcién oral.>®

La disolucion de un farmaco contenido en un medicamento esté influenciada no solo
por sus propiedades fisicoquimicas, sino también por las propiedades de los
excipientes o aditivos presentes en la formulaciéon.>! Los excipientes presentes en
la formulacién pueden impactar en la biodisponibilidad del IFA mediante
interacciones fisicoquimicas, estas pueden ser farmaco-excipiente o excipiente-
excipiente. Es de suma importancia comprender estas interacciones para poder

seleccionar excipientes adecuados para obtener éxito en la formulacion.*®

El fenomeno de supersaturacion se ilustra en la Figura 9 con el efecto “spring-
parachute” (resorte-paracaidas), se observa el efecto “resorte” cuando un sistema
supersaturado se forma por una rapida disolucién de una forma de alta energia del
IFA, generando una concentracién mayor que la del IFA puro.®>>3 Hay varias

opciones de formulacion que pueden generar supersaturacion, por ejemplo:
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dispersiones sdlidas, formulaciones a base de lipidos, también formas sélidas de
alta energia que proporcionan una disolucion acelerada como polimorfos, fases

amorfas, sales y cocristales pueden generar supersaturacion.>?

Los sistemas supersaturados son termodinamicamente inestables, una vez que se
genera la supersaturacion, las moléculas del farmaco que se encuentran disueltas
tienden a precipitar (cristalizar) a su forma mas estable, por lo tanto, la
concentracion del farmaco presente disminuiria rapidamente antes de alcanzar la
concentracion para lograr una mayor absorcion.>3 Para lograr una mayor absorcion
se debe mantener el estado supersaturado por un tiempo o periodo suficiente, esto
puede requerir una inhibicién temporal de la precipitacion mediante el uso de
excipientes farmacéuticos u otros componentes que interfieren con la nucleacién o
con el crecimiento cristalino y estabilizan el estado supersaturado, a este efecto se

denomina “paracaidas”.>®

§ % ‘Resorte”
3

2
% Mta */"Paraca\'das"
e

1.- Polvo cristalino
2.- Resorte
3.- Resorte y paracaidas

Concentracion del farmaco

o

1 Tiempo

v

Figura 9. Efecto “resorte-paracaidas” para mejorar la solubilidad frente a farmacos con

problemas de solubilidad.>

Para evaluar el fendmeno de supersaturacion en pruebas de disolucion se debe
llevar a cabo bajo condiciones no-sink, mediante estudios in vitro. La
supersaturacion requiere determinar las concentraciones del farmaco en el medio
de disolucion en funcion del tiempo, es crucial determinar el medio de disolucién y
las concentraciones aplicadas para exceder la solubilidad del farmaco en el medio

y evaluar la supersaturacion. 3 La principal diferencia comparada con la prueba de
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disolucidn intrinseca en condiciones sink se basa en la liberacion rapida del
farmaco, lo cual representa un problema debido a que la disolucion se alcanza en
pocos minutos. Esta prueba mide la velocidad de disolucion del IFA, pH y fuerza

i6nica del medio de disolucién ademas permite una mejor correlacion in vivo.s3: 55-56

Se han investigado diversas clases de excipientes como inhibidores de la
precipitacion para ser incluidos en los SDDS (sistemas de administracion de
farmacos supersaturados por sus siglas en inglés), para seleccionar a los posibles
inhibidores de la precipitacion se evalla la precipitacion en presencia y ausencia de
los inhibidores candidatos. También se determina el tiempo de induccién para
precipitar y se monitorea el perfil concentracion-tiempo en generacién de
supersaturacion, generalmente estos excipientes son polimeros inhibidores de la
precipitacion. 53 La potencia de los polimeros para estabilizar la supersaturaciéon ha
sido ampliamente estudiada.>?

2.6. Fases sdlidas cristalinas de ABZ

En el afio 2011, Yoval-Martinez y colaboradores obtuvieron y caracterizaron tres
nuevas fases solidas de ABZ utilizando acido oxalico, acido L-malico y &cido 2,5-
dihidroxibenzoico como formadores de cocristal (Tabla 3) por el método de

molienda asistida usando acetona, acetonitrilo y agua como disolventes.>’

Tabla 3. Coformadores usados para la sintesis de nuevas fases soélidas cristalinas de

ABZ.
COFORMADOR ESTEQUIOMETR[A ABZ:COFORMADOR
Acido oxalico dihidratado 1:1
Acido L-malico 1:1
Acido 2,5-dihidroxibenzoico 1:1

La estabilidad fisica de las nuevas fases sélidas a pH 1.2, 4.5 y 6.8 mostré que las
fases de ABZ-acido oxalico y ABZ-acido 2,5-dihidroxibenzoico sufren
transformacioén fisica al contacto con las soluciones acuosas, sin embargo, para la
fase ABZ-acido L-madlico se transforma rapidamente a las materias primas de

partida.
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El trabajo de investigacion de Yoval-Martinez incluyd la evaluacion de la disolucion
intrinseca (Figura 10), las tres fases solidas aumentaron la velocidad de disolucidn

intrinseca del ABZ.57
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Figura 10. Perfil de disolucion intrinseca de ABZ y las nuevas fases sélidas en una
soluciéon de HCI 0.1 N pH 1.2 a 100 rpm y 37°C.%

Por otro lado, G. S. Paulekuhn y colaboradores obtuvieron cuatro sales de ABZ:
clorhidrato de ABZ, mesilato de ABZ, sulfato de ABZ vy tosilato de ABZ, utilizando
acido clorhidrico, acido metanosulfénico, &cido sulfarico y &cido para-
toluenosulfonico. Las sales se caracterizaron mediante DRXP, DSC, DVS, TGA, FT-
IR, RMN, cromatografia iénica, microscopia electrénica de barrido, distribucion del
tamafio de particula, medicion del area superficial mediante la técnica B.E.T
(Brunauer, Emmett y Teller), valoracibn volumétrica de Karl Fischer vy
espectroscopia raman. Se determinaron sus propiedades biofarmacéuticas como
los perfiles de disolucion (Figura 11) en diferentes medios acuosos como agua,
buffer de acetatos pH 4.5 y medio de &cido clorhidrico pH 1.2. Como se observa, el
ABZ en su forma base presenté una velocidad y un grado de disolucion mas bajo
comparado con las sales de ABZ ya que exhiben mejores propiedades de
disolucién. En agua y buffer acetatos que se asemejan las condiciones del sistema
gastrointestinal (Figuras 11 ay 11 b), se observo un porcentaje disuelto muy bajo
debido a la hidrolisis de las sales en el estudio, por lo tanto el uso de sales no podria

ser suficiente para asegurar una buena disolucién en el estémago.>?
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Figura 11. Perfiles de disolucién de ABZ y las sales de ABZ en agua (a), buffer de

acetatos pH 4. 5 (b) y en medio &cido clorhidrico pH 1.2 (c).%®

Adicionalmente, en el grupo de investigacién del Dr. Jesus Rivera Islas, la M.F. Luz

Elena Vigueras Davila obtuvo una nueva fase sélida de ABZ con el coformador acido

2,6-dihidroxibenzoico y se caracterizd por DRXP, IR, TGA y DSC. Sin embargo, no
se determinaron sus propiedades biofarmacéuticas.

En el afio 2016, el grupo de investigacion de Kourentas Alexandors evalué el

impacto de los excipientes en una sal de ABZ (sulfato de ABZ) utilizando un sistema

de transferencia gastrointestinal biorrelevante, este sistema demostré que el sulfato
de ABZ en presencia de HPMC E5 presenta un aumento minimo en las

concentraciones de ABZ en presencia de HPMC E5 en el intestino delgado (Figura

12).58
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Figura 12. Valores para las concentraciones de ABZ en suspension (cuadrados) y
valores de solubilidad de equilibrio (linea), valores para las concentraciones de ABZ en
una suspension en presencia de HPMC (triangulos) y valores de solubilidad al equilibrio

(linea punteada). %8

Recientemente, el grupo de investigacion de A. Nangia informé la obtencion de
nuevas sales e hidratos de sal de ABZ (Figura 13) usando benceno y acido p-
toluenosulfonico, asi como acidos carboxilicos como &cido oxalico, acido maleico,
acido L-tartarico, acido 2,6-dihidroxibenzoico y &acido, 2,4,6-trihidroxibenzoico, estas
nuevas fases se obtuvieron por el método de cristalizacion, fueron confirmadas por
difraccion de rayos X de monocristal y resonancia magnética nuclear de nitrégeno
(35N ss-NMR).>®
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Figura 13. Ejemplificacion de la formacién de una sal.*®

En la Figura 14 se observan las interacciones presentes en la formacién de la sal
de ABZ con &cido 2,6-dihidroxibenzoico, la cual se establece mediante los cationes
de ABZ que se ensamblan con el carboxilato del acido 2,6-dihidroxibenzoico por

enlaces de hidrogeno N-H - O ~.
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Figura 14. Unidad basica presente en la sal de ABZ-acido 2,6-dihidroxibenzoico.>®

Otra investigacion reciente sobre una sal farmacéutica soluble, el clorhidrato de ABZ
demostré6 a través de estudios de solubilidad (Figura 15), que la sal es
significativamente mas soluble que el farmaco en su estado puro. El clorhidrato de
ABZ en solucién acuosa (pH 6.2, 37° C) mostré un aumento de 30 veces con
respecto al ABZ en su forma comercial | y 15 veces para ABZ en su forma Il. Los
resultados también revelaron la mayor solubilidad del clorhidrato de ABZ en el fluido
gastrico simulado a pH 1.2, 37° C (SGF, por sus siglas en inglés) debido al estado
ionizado de la molécula, sin embargo, en el fluido intestinal simulado a pH 6.8, 37°

C (SIF por sus siglas en inglés) se determiné una menor solubilidad de la sal. °
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Figura 15. Solubilidad de ABZ forma |, ABZ forma Il y clorhidrato de ABZ en medio
acuoso (pH 6.2, 37° C), medio SGF (pH 1.2, 37° C) y medio SIF(pH 6.8, 37° C).%°

Ademas, el grupo de investigacion de Chunhui Hu desarroll6 una formulacion de

tabletas de clorhidrato de ABZ, la cual fue comparada con la formulacion de tabletas
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de ABZ comercial mostrando el efecto “resorte-paracaidas” (Figura 16) mediante
una prueba de disolucibn en condiciones de pH gastrico (‘resorte”) y la

sobresaturacion del farmaco a pH intestinal (“paracaidas”) con la ayuda de HPMC-
AS .6t
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Figura 16. Disolucion de las dos formulaciones de ABZ comercial (Albenza®) y clorhidrato
de ABZ enpH 1.4y 6.5.%1

Finalmente, un trabajo informé el desarrollo de una formulacion de ABZ y sales
biliares con taurocolato de sodio (STC, por sus siglas en inglés) y glicolato de sodio
(SGC) para una via de administracion pulmonar, ambas formulaciones se
caracterizaron y se comparo el tamafio de particula, tension superficial, morfologia,
densidad de polvo, porosidad y propiedades aerodinAmicas de ambas
formulaciones y demostrar asi que ambas formulaciones son estrategias atractivas
para tratar enfermedades parasitaras que afecten el sistema respiratorio verificando

mediante pruebas de disolucién in-vivo y relacionarlos con los estudios in-vitro. 2

Con base en estos antecedentes y debido a la baja solubilidad acuosa que presenta
ABZ y que esta propiedad limita en gran medida su biodisponibilidad, este trabajo
de investigacién abordara el uso de nuevas fases solidas de ABZ en combinacién

con excipientes poliméricos para mejorar las propiedades biofarmacéuticas de este
farmaco.
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3. JUSTIFICACION

La baja absorcion oral de los bencimidazoles antihelminticos es una desventaja para
el tratamiento eficaz de infecciones parasitarias y conlleva al uso de formas de
dosificacion con un alto contenido de farmaco. Se sabe que un porcentaje elevado
de medicamentos en el mercado que se encuentran en la clase 11y IV del SCB como
ABZ y presentan limitaciones como una baja solubilidad acuosa provocando una
baja biodisponibilidad. Las estrategias para mejorar las propiedades fisicoquimicas
y biofarmacéuticas se basan en la formacion de nuevas fases solidas cristalinas
como los cocristales farmacéuticos, y en el grupo de investigacion se han
desarrollado nuevas formas cristalinas de ABZ. En este trabajo de investigacion se
plante6 continuar con la investigacion realizando la evaluacion biofarmacéutica de
nuevas formas cristalinas de ABZ en combinacion con el &cido 2,5-
dihidroxibenzoico y acido 2,6-dihidroxibenzoico. Adicionalmente, las sales y
cocristales farmacéuticos pueden comportarse como fases de rapida disolucion y
este comportamiento puede promover la precipitacién de la fase menos soluble del
farmaco. Este fendbmeno representa un reto en el campo farmacéutico, dado que, la
ventaja de solubilizacion se ve afectada. Por consiguiente, este trabajo de
investigacion plantea el estudio de excipientes poliméricos de uso farmacéutico
como potenciales inhibidores de la precipitacion de albendazol a partir de la
disolucién de las nuevas fases sélidas propuestas aqui En particular, se buscé
optimizar las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de ABZ para facilitar el

proceso de formulacion y eventualmente mejorar su biodisponibilidad.
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4. HIPOTESIS

El uso de polimeros farmacéuticos disueltos en el medio de disolucién mejorara el
proceso de disolucion de las nuevas fases solidas de albendazol y mantendra un

efecto supersaturado de este farmaco bajo condiciones de disolucion no-sink.
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5.

OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el desempefio a través de pruebas de disolucion de preformulaciones de

las nuevas fases solidas de ABZ en medios farmacéuticamente relevantes

conteniendo polimeros de uso farmacéutico.

Objetivos especificos

Reproducir la sintesis de las fases solidas cristalinas de ABZ en combinacion
con &cido 2,5-dihidroxibenzoico y &cido 2,6-dihidroxibenzoico por el método
de formacion de pasta y/o molienda asistida por disolvente.

Caracterizar las fases soélidas por espectroscopia de infrarrojo,
termogravimetria, calorimetria diferencial de barrido, difraccion de rayos-X de
polvos y resonancia magnética nuclear.

Escalar hasta 1 gramo las fases sélidas de ABZ.

Evaluar la estabilidad fisica de las materias primas y las fases solidas
cristalinas en condiciones de humedad y temperatura controlada.
Seleccionar un polimero inhibidor de la precipitaciéon de ABZ por el método
de “solvent shift’.

Validar un método de cuantificacion para ABZ por cromatografia liquida de
alta resolucion.

Realizar experimentos de disolucion de polvos (bajo condiciones no-sink)
para ABZ y las fases solidas cristalinas en presencia y ausencia de un

polimero inhibidor de la precipitacién en medio acuoso.
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6. MATERIALES Y EQUIPOS

6.1. Materiales

Para el desarrollo de esta investigacion se usaron vasos de precipitado de diferentes
volimenes (10, 50, 250, 500 y 1000 mL), matraces volumétricos de 5y 10 mL,
micropipetas, probetas, jeringas de plastico, agitadores magnéticos, pipetas
Pasteur, filtros Whatman No. 3, termometro, swinnex de 3 cm, espatulas, matraz
bola, celda de cuarzo para espectrofotdmetro (45 mm x 12.5 mm), viales de vidrio

con tapa de rosca, jeringas de plastico de 3y 5 mL.
6.2. Reactivos y disolventes

El ingrediente farmacéutico activo albendazol y los reactivos utilizados para la
formacion de las NFS como el acido 2,5-dihidroxibenzoico 98%, el acido 2,6-
dihidroxibenzoico 98% fueron adquiridos de Sigma-Aldrich. Los reactivos usados en
la preparacién los medios de disolucion como el fosfato dibasico de sodio, fosfato
monobasico de potasio, fosfato monobéasico de amonio y acetato de sodio anhidro
fueron de grado analitico J.T.Baker®. Los polimeros para estudiar la supersaturacion
de ABZ, tales como, HPMC, Kolliphor® P188, Kolliphor® P407 y Kollidon® 25 se
adquirieron de Sigma-Aldrich®. Methocel™ A15 MC fue donado por COLORCON®.
Los disolventes grado HPLC como acetona y metanol se adquirieron de J.T.Baker®.
El agua desionizada y destilada fueron obtenidas dentro del laboratorio de

investigacién usando un equipo destilador de agua ELGA PURELAB.

6.3. Instrumentacion

Para la obtencion de las NFS se utiliz6 una balanza analitica OHAUS modelo
Adventurer™, una parrilla de agitacion y el molino Retsch MM400. Los patrones de
difraccién de rayos-X de polvos se obtuvieron con los instrumentos Bruker D8-
Advance (radiacion Cu-Ko A=1.5406 A) y Bruker D2 PHASER (radiacion Cu-Ka.
1=1.54184 A). Los datos se colectaron a temperatura ambiente en un rango de 26=
5-45° (tamafo de paso = 0.0303°) y fueron analizados posteriormente en el software
OriginPro ®.
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Los espectros de infrarrojo se obtuvieron con el equipo Nicolet 6700 empleando la
técnica de ATR (Atennuated Total Reflection por sus siglas en inglés). Los analisis
por calorimetria se llevaron a cabo en los equipos TA Instruments Q-50 y SDT
Q2000 (Facultad de Bioanalisis, Universidad Veracruzana) respectivamente, en un
intervalo de temperatura de 25-450 °C en una atmosfera de Na.

Los espectros de resonancia magnética nuclear de sélidos (SS-NMR) fueron
colectados en un espectrométro Bruker AVANCE 11l HD 500MHz (11.74T, 125.758
MHz para ntcleos de *3C). Para un espectro tipico de CP-MAS se emplearon rotores
de ZrO2 de 4mm y una velocidad de rotacién de muestra de maximo 10 kHz, usando

como estandar externo los desplazamientos quimicos del adamantano.

Los estudios de estabilidad indicativa se realizaron bajo las siguientes condiciones
y equipos en las instalaciones de Laboratorios Senosiain S.A. de C.V.: a) 40 °C calor
seco (0% HR) en cdmara Revco Incubator Chamber RI-23-1060-ABA, b) 50 °C calor
seco (0% HR) en camara Rios Rocha Chamber EO-51, y ¢) 40 °C con 75% de
humedad relativa en camara Binder Climatic Chamber IP 20. Para evaluar la
estabilidad de fase mediada por la solucion se utilizé el recirculador de agua SDO7R-
20-AA1B POLYSCIENSE conectado a un bafio de recirculacion.

El espectro de absorcién UV-vis del ABZ se adquirid usando un espectrofotometro
Uv-vis VARIAN Cary® 50 Scan. La validacién del método analitico se realizé usando
el instrumento HPLC Agilent 1260 Infinity 1l. La disolucién de polvos se llevé a cabo
en disolutor de polvos Reaction Station J-KEM® Scientific. Para la preparacion de
las soluciones empleadas en esta investigacion se utilizé instrumentacion como el
potenciometro Thermo Scientific, sonicador Branson 2800 y parrillas de

calentamiento.
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Acido 2,5-dihidroxibenzoico

Férmula C;HgO,
Peso molecular 154.12 g/mol O\ OH
Punto de fusion 199.5 °C OH
pKa 3.01 HO

Acido 2,6-dihidroxibenzoico
Férmula C7HeO,
O OH
Peso molecular 154.12 g/mol NS
Punto de fusion 165 °C HO OH
pKa 1.30
6.4. Preparaciéon de soluciones

Hidroxido de sodio 5 M
99 g de NaOH en 500 mL de agua desionizada.

Buffer de fosfatos pH 6.8, 0.02 M
3.55 g de fosfato dibasico de sodio y 3.40 g de fosfato monobasico de potasio en

1000 mL de agua desionizada.

Buffer de fosfato de amonio pH 6.0, 0.02 M

0.5 g de fosfato monobasico de amonio disueltos en 1 L de agua desionizada.

Buffer de acetatos pH 4.5, 0.02 M

6.3 g de acetato de sodio anhidro en 1000 mL de agua desionizada.

Acido clorhidrico pH 1.2, 0.1 M

8.3 mL de HCI al 37% disueltos en 1 L de agua desionizada.
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7. METODOLOGIA
7.1. Sintesis de las NFS

7.1.1. Sintesis de la fase solida ABZ-25DHBA mediante formacion de pasta

(slurry)

La sintesis de la nueva fase solida ABZ-25DHBA se realiz6 por el método de
formacion de pasta. En un vial se colocaron cantidades estequiométricas 1:1 de
ABZ (63.29 mg) y 25DHBA (36.7 mg), seguido se adicionaron 100 pL de acetona.
El vial se coloco en agitacion a 1500 rpm durante 2 horas. La formacién de la nueva

fase sélida se caracteriz6 por difraccion de rayos-X de polvos.

7.1.2. Sintesis de las fases soélidas de ABZ-26DHBA mediante molienda

mecanica

La nueva fase solida ABZ-26DHBA se obtuvo usando el método de molienda
asistida con disolvente. Se utiliz6 un molino Retsch MM400, se colocaron
cantidades estequiométricas 1:1 de ABZ (63.29 mg) y 26DHBA (36.7 mg) en
contenedores de acero inoxidable, se coloco un balin de acero inoxidable en los
contenedores y se afiadieron 100 uL de acetona. La molienda se llevd a cabo
usando una mezcla fisica en un tiempo de 30 min a 25 Hz. Las muestras obtenidas

después de la molienda se analizaron por DRXP.

7.1.3. Escalamiento de la fase solida ABZ-25DHBA mediante slurry

El escalamiento a 1 g de la nueva fase solida ABZ-25DHBA se llevd acabo
adicionando cantidades estequiometrias de farmaco (632.9 mg) y formador de
cocristal (367.7 mg) estequiometria 1:1 en un matraz bola y posteriormente se
agregaron 1000 uL de acetona, se mantuvo en agitacién constante a temperatura
ambiente durante 2 horas, el sdlido resultante se analizo por difraccion de rayos-X

de polvos.
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7.1.4. Escalamiento de la fase sélida ABZ-26DHBA mediante molienda

mecanica

El escalamiento de la nueva fase solida ABZ-26DHBA se llevo a cabo en
contenedores de acero inoxidable del molino Retsch® MMA400, se colocaron
cantidades estequiométricas de ABZ (632.9 mq) y el formador de cocristal (367.7
mg) estequiometria 1:1. Posteriormente, se adicionaron 1000 pL de acetona
establecido para cada contenedor y la molienda se mantuvo por 30 min a 25 Hz. La
caracterizacion de la nueva fase sélida se llevo a cabo por difraccion de rayos-X de

polvos.

7.2. Caracterizacion fisica
7.2.1. Difraccién de rayos-X de polvos (DRXP)

Las materias primas y las fases sélidas obtenidas se caracterizaron por la técnica
de DRXP, se coloc6 una pequefia porcidon en el porta muestras y se analizo en el
equipo Bruker AX3 D8-Advance con detector LynxEye operando a 40 Kv con
radiacion Cu—Ka (1.5406 A), donde el haz de luz se enfoca en la muestra y la imagen
se captura. Los datos se colectaron a temperatura ambiente en un rango 2 6=5-
45°. También se hizo uso del equipo Bruker D2 PHASER operado a 30 Kv con
radiacion Cu-Ka (A= 0.15418 nm).

7.2.2. Espectroscopia infrarroja (IR)

El andlisis se realiz6é en un espectrofotdbmetro con un espectro 4000-500 cm en un
equipo Nicolet 6700 con un accesorio de reflexion total atenuada (ATR por sus
siglas en inglés) con sonda de diamante, se colocé una pequefia porcion de la

muestra sobre una base que esté incluida en el equipo.

7.2.3. Andlisis termogravimétrico (TGA)

Las mediciones se realizaron utilizando el instrumento TGA Q50 TA Instruments
(Universidad Veracruzana, Facultad de Bioanalisis). Se colocaron muestras de

aproximadamente 3 mg en microbalanza de platino y se analizaron en el rango de
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temperatura de 25-450 ° C con una velocidad de calentamiento de 10 ° C / min. Se

utilizé nitrogeno como purga de gas inerte con un flujo de 50 mL / min.

7.2.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El analisis DSC se llevo a cabo utilizando el instrumento DSC Q2000 TA Instruments
(Universidad Veracruzana, Facultad de Bioanalisis). Se colocaron muestras de
aproximadamente 3 mg en recipientes de aluminio y se analizaron en el rango de
temperatura de 25-450 ° C con una velocidad de calentamiento de 10 ° C / min. Se

utilizé nitrdgeno como purga de gas inerte con un flujo de 50 mL / min.

7.2.5. Resonancia Magnética Nuclear en estado sélido (RMN *3C)

Se analizaron muestras solidas en el equipo Bruker AVANCE IlIIl HD 500 MHz
(11.74T) equipado con una sonda de solidos multinuclear operada a 10 KHz. En
cada experimento 200 mg del sélido se colocaron en un rotor de 4 mm de
diametro."Los experimentos de 3C se llevaron a cabo con la secuencia Cross-
Polarization Magic Angle Spinnig (CPMAS, por sus siglas en inglés) y se adquirieron
con 1200-3000 scans, con un tiempo de contacto de 1.5 ms y un tiempo de recobro
5 s a 100 MHz. Glicina se utiliz6 como estandar externo para la calibracién de los

desplazamientos quimicos.

7.3. Evaluacién biofarmacéutica
7.3.1. Estabilidad indicativa

Para esta prueba se usaron 30 mg de cada fase soélida (ABZ-25DHBA y ABZ-
26DHBA) asi como las materias primas (ABZ, 25DHBA y 26DHBA)
correspondientes para ser expuestos durante 1 mes en diversas condiciones de
almacenamiento, en una camara con humedad controlada. Las condiciones fueron
T=40°C/0% HR, T=50°C/0%HR y T=40°C/75% HR, este estudio se realiz0 en
Laboratorio Senosiain S. A de C.V con los siguientes equipos y condiciones: a) 40
°C calor seco, en la cdmara Revco Incubator Chamber RI-23-1060-ABA, b) 50 °C
calor seco, en la camara Rios Rocha Chamber EO-5 y c) 40 °C 75% HR, en la

camara Binder Climatic Chamber IP 20. Una vez terminado el tiempo de incubacion,
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las muestras fueron analizadas en los dos equipos de DRXP mencionados
anteriormente, para monitorear cambios en los patrones de difraccion con respecto

a los patrones de referencia.

7.3.2. Transformacion de fase mediada por la solucion

Para conocer la estabilidad fisica de las nuevas fases solidas y las materias primas
en contacto con soluciones acuosas, se probaron distintos medios acuosos: acido
clorhidrico pH 1.2, buffer de acetatos pH 4.5, buffer de fosfatos pH 6.8. 200 mg de
cada sélido se colocaron en viales de vidrio y seguido se adicionaron 3 mL de los
distintos medios acuosos. Las muestras se mantuvieron en agitacion y se tomaron
muestras a los 2 ,5,10,15,20,30 ,45 min,1 ,3,6 ,12 y 24 horas, las muestras fueron
filtradas y secadas a temperatura ambiente para su andlisis por DRXP. Los

experimentos se realizaron por triplicado.

7.3.3. Seleccién del excipiente polimérico

Para seleccionar un polimero que inhiba la precipitacion de ABZ en un medio
acuoso, se uso el método de solvent shift propuesto por Childs®® y adaptado en el
grupo de investigacion.®* Cinco polimeros candidatos (METHOCEL™ A15,
KOLLIPHOR® P407, KOLLIDON® 25, Kolliphor® P188 y HPMC) fueron probados
como inhibidores de la precipitacién de ABZ. Para esta prueba se siguio la estrategia
experimental ilustrada en la Figura 17. Se adicionaron un total de 12 alicuotas de
10 pL de una solucién stock de ABZ a 0.6 mg/mL en dimetilsulféxido (DMSO) en 3
mL de buffer de fosfatos pH 6.8 en ausencia y presencia de polimero previamente
disuelto en 0.5% p/v bajo agitacién constante. La turbidez del medio provocado por
la precipitacion de particulas del farmaco se determiné por espectrofotometria UV-
vis en intervalos de 5 min en un rango de 200 a 600 nm. Los experimentos se

llevaron a cabo por triplicado.
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Medio de Adicion de

Stock 0.01 mg/mL disolucion ABZ Agitacién Espectrofotémetro Uv-vis

Figura 17. Representacion de la metodologia empleada para la seleccion del polimero

por la técnica de solvent shift.

7.3.4. Validacion del método de cuantificacion

Para la cuantificacion de ABZ se calific6 un método lineal para la cuantificacion de
ABZ por cromatografia liquida, dado que, por espectrofotometria Uv-vis existe la
interferencia por el coformador (25DHBA y 26DHBA) en la zona de cuantificacion
del ABZ (Anexo 6).

Se desarroll6 un método adaptado a uno descrito a la literatura de la farmacopea
argentina®® para la cuantificacion de ABZ mediante cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC por sus siglas en inglés), desarrollado en un cromatégrafo Agilent

Technologies 1260 infinity 1.

Preparacion de la curva de calibracién: se prepard una solucion stock de la
mezcla fisica ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA a 0.1 mg/mL en metanol-solucién de
acido clorhidrico 0.1 M. Se prepararon las soluciones para la curva de cuantificacién
mediante diluciones para obtener concentraciones de 0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 10 y 15

png/mL.

Equipo y condiciones cromatograficas: El sistema se integro por una bomba
cuaternaria G7111B 1260 Quant Pump, N° Serie DEAEWO01966, detector G71117A
1290 DAD FS, N° Serie DEBAV01408, Automuestrador G7129A 1260 Vialsampler,




N° Serie DEAEQ12457, horno G7116A 1260 MCT, N° Serie DEAEDO05103 y viales
de vidrio de 3 mL con tapa y posta de plastico. La separaciéon cromatografica se
efectud en una columna C18 VSK120156. La fase movil consistio en una mezcla de
metanol-PBS pH 6.0 en una proporcion 75:25 v/v para ABZ-25DHBA y ABZ-
26DHBA. La velocidad de flujo fue de 1 mL/min, con un volumen de inyeccion de 20

uL y una temperatura de columna de 40°C. La cuantificacion de ABZ fue a 292, nm.

7.3.5. Disolucion de polvos bajo condiciones no-sink

Para el estudio de disolucion de polvos de ABZ y las nuevas fases solidas ABZ-
25DHBA 1:1 y ABZ-26DHBA 1:1 bajo condiciones no-sink, se colocaron 200 mg de
farmaco o las nuevas fases sdlidas en tubos de vidrio de 50 mL, seguido se
adicionaron 10 mL de medio de disolucién previamente atemperado a 37 °C. Se
tomaron muestras de 1 mL a diferentes tiempos (1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 12, 14,
16, 18, 20, 30, 45, 60 y 90 minutos) y se filtraron usando un filtro Whatman No. 3, y
el volumen equivalente de la muestra tomada fue repuesto. En cada muestra filtrada
se afiadié metanol en distintos volimenes para prevenir la precipitacion del farmaco
(Tabla 4). Las muestras se diluyeron para determinar las concentraciones del IFA
por HPLC a 292 nm, considerando la curva de cuantificacibn previamente
establecida. En este estudio se us6 como medio de disolucion una solucién de buffer
de fosfatos (pH 6.8) con y sin METHOCEL™ A15 predisuelto en una concentracién
de 0.5% p/v, usando el disolutor de polvos J-KEM Reaction Station a 37 £0.5 °C y
una velocidad de agitacion de 90 rpm. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado y los datos fueron procesados en Microsoft Excel 2016.

Tabla 4. Volumen afiadido de metanol a las muestras filtradas.

MUESTRA VOLUMEN DE METANOL (pL)
ABZ 200
ABZ-25DHBA 500
ABZ-26DHBA 500
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1. Caracterizacion fisica
8.1.1. Difraccion de rayos-X de polvos

Anteriormente en el grupo de investigacion se obtuvieron nuevas fases solidas de
ABZ usando acido 2,5-dihidroxibenzoico (ABZ-25DHBA) y acido 2,6-
dihidroxibenzoico (ABZ-26DHBA) como coformadores en una relacion
estequiométrica 1:1.5” Con la finalidad de estudiar sus propiedades fisicoquimicas y
desarrollar una pre-formulaciéon que contenga las nuevas fases solidas y un
excipiente farmacéutico, se obtuvieron y caracterizaron estas NFS en cantidades
estequiométricas farmaco-coformador 1:1 por el método de formacion de pasta
(slurry) para ABZ-25DHBA y molienda mecanoquimica para ABZ-26DHBA. A
continuacion, se detalla la caracterizacion del ABZ, los coformadores y las nuevas

fases solidas por DRXP.

Las muestras obtenidas por los métodos de sintesis fueron analizadas por DRXP y
se corroboré la formacion de las fases solidas ABZ-25DHBA (Figura 18) y ABZ-
26DHBA (Figura 19) en presencia de disolventes de diferente polaridad tales como:
acetona, acetonitrilo, metanol y agua. Sin embargo, el disolvente seleccionado para
el escalamiento de ambas fases sdlidas fue acetona, debido que forma parte del
grupo 3 del sistema de solventes residuales de la guia ICH Q3C (R6); es decir no
es toxico ni dafiino para la salud y su uso esta aprobado en el desarrollo de
productos farmacéuticos.®® Se descarté el uso de agua como disolvente debido a
que se observan remanentes de las materias primas (Figura 18).
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Figura 18. Patrén de DRXP de ABZ, 25DHBA y muestras obtenidas de la mezcla fisica
ABZ-25DHBA 1:1 en presencia de acetona, acetonitrilo, metanol y agua por el método de

formacion de pasta.
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Figura 19. Patrén de DRXP de ABZ, 26DHBA y muestras obtenidas de la mezcla fisica
ABZ-26DHBA 1:1 en presencia de acetona, acetonitrilo, metanol y agua por el método de

molienda mecanoquimica.

Durante el desarrollo de este trabajo de investigacion, Bolla y Nangia reportaron la
obtencion de una sal de ABZ usando como contraion el &cido 2,6-
dihidroxibenzoico.®® La Figura 20 muestra la comparacion del patrén de DRXP de

la fase solida ABZ-26DHBA obtenida por molienda en presencia de acetona y el
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simulado a partir de los datos cristalograficos de la sal reportada. Donde se observa
gue solo coincide el pico de difraccion presente a 7.1° (2-Theta) y la fase obtenida
en este estudio presenta picos de difraccion diferentes a la sal reportada, por
consiguiente, es probable que se trate de un polimorfo del sdlido reportado
previamente. Sin embargo, es necesario corroborarlo a través de la elucidacion de

la estructura en el sélido cristalino.

ABZ
26DHBA
- Mo
ABZ-26DHBA 1:1
ABZ-26DHBA sal
[ T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35

2-Theta

Figura 20. Patrén de DRXP de ABZ, 26DHBA, fase sdélida ABZ-26DHBA y simulado de la
sal ABZ-26DHBA a partir de los datos de difracciéon de rayos-X de monocristal.>®

Para aumentar la cantidad de ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA vy llevar a cabo los
estudios de pre-formulacion, se llevo a cabo el escalamiento de ambas fases sélidas
en un factor de 10. Como se muestra en las Figuras 21y 22 el patrén de DRXP de
los solidos obtenidos del escalamiento son similares a las fases en escala de 100

mg obtenidos previamente.

40




A J‘uL.h._J‘L/JU‘

) W

Y’

T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35
2-Theta

{‘ | | 25DHBA

et S

Figura 21. Comparacion del patron de DRXP de ABZ, 25DHBA vy la fase sélida ABZ-
25DHBA 1:1 en 100 mg y 1 g, obtenidos en presencia de acetona por el método de
formacion de pasta.
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Figura 22. Comparacion del patron de DRXP de ABZ, 26DHBA y la fase solida ABZ-
26DHBA 1:1 a 100 mg y 1 g, obtenidos en presencia de acetona por el método de

molienda mecanoquimica.
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8.1.2. Resonancia magnética nuclear en estado soélido

Los estudios de resonancia magnética nuclear en estado solido a menudo son
utilizados para observar la identidad quimica, el grado de pureza, cristalinidad, la
estequiometria, asi como asignar el nUmero y naturaleza de los carbonos que se

encuentran presentes en una molécula.®?

La Figura 23, muestra el espectro de RMN 3C-CP/MAS de ABZ, el acido 2,6-
dihidroxibenzoico y la fase solida ABZ-26DHBA. Adicionalmente, la Tabla 5
presenta la asignacion de las sefales de cada espectro para los atomos de carbono
del farmaco y coformador, asi como también los cambios en el desplazamiento

qguimico de las sefales en el espectro de la nueva fase solida.
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Figura 23. Espectros de RMN *C CP/MAS de ABZ, 26DHBA vy la nueva fase sélida ABZ-
26DHBA.
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Tabla 5. Asignacién de las sefiales del espectro de RMN (*3C CP/MAS) de ABZ, 26DHBA

y la fase ABZ-26DHBA a los atomos de carbono correspondientes.

Ntcleo ABZ ABZ-26DHBA Ntcleo 26DHBA ABZ-26DHBA
3C ppm 13C ppm ppm
1 160 152.3 13 172.0 178
2 151.8 141.0 14 - -
3 - - 15 160.0 161.0
4 - - 16 - -
5 - - 17 - -
6 - - 18 - -
7 - - 19 157.0- 160.0
8 - - - - -
9 51.9 52.3 - - -
10 32.1 31.0 - - -
39.9
11 24.25 215 - - -
22.08
12 13.95 15.0 - - -
11.70

La asignacion se realizé con ayuda del programa ChemBioDraw Ultra Version 12.0,
asi como el espectro reportado para el ABZ en solucion y en estado solido. El
espectro de ABZ presenté ocho sefiales en el intervalo entre 10-52 ppm que
corresponden a los atomos de carbono alifaticos. Las sefiales del grupo propilo (Ciz,
C11y Ci0) y del metilo del éster carbamato (Co) se encuentran duplicadas debido a
la presencia de dos moléculas de ABZ en la unidad asimétrica del cristal. De esta
forma se observan dos sefales correspondientes al Ci2.en 11.70y 13.95 ppm, para
el Ci1en 22.08 y 24.25 ppm y para Cioen 32.11 y 39.9 ppm (Tabla 5). La sefial en
51.9 ppm es ancha debido a que corresponde al carbono del metilo del carbamato
(Co) ya que en este intervalo (50 y 100 ppm) estan las sefiales de los carbonos
alifaticos unidos a heteroatomos. Las sefales entre 100 y 150 ppm generalmente
corresponden a los carbonos aromaticos, y en este caso los carbonos Cs al Cs del

anillo del bencimidazol aparecen como dos conjuntos de varias sefiales anchas que
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no se pudieron asignar especificamente. El carbono cuaternario Cz unido a los dos
nitrogenos en el anillo aparece en 151.8 ppm y el C1 del carbonilo se asigno a la
sefial de 160 ppm (Figura 23).33 67

En el caso del espectro de '3C del acido 2,6-dihidroxibenzoico (Figura 23) se
observa un conjunto de sefales singulete en el intervalo de 100 a 170 ppm. Se
destaca la sefal del grupo carboxilo en el &cido que aparece a campo bajo en 172
ppm. Los carbonos Cis y Ci9 unidos a los grupos OH aparecen en 160.0 y 157.0
ppm, respectivamente. El resto de las sefiales del fenilo (Ci4, Ci6, Ci7 y Cais)
aparecen en el intervalo entre 100-140 ppm esperado para los carbonos aromaticos

y no se asignaron de manera especifica (Tabla 5).33 ¢7

El espectro de 13C de la nueva fase sélida ABZ-26DHBA (Figura 23) no es una
transposicion de las sefiales de resonancia de las materias primas debido a que se
aprecian diferencias en los desplazamientos quimicos en el espectro seguramente
como resultado de las interacciones presentes entre los componentes. Los atomos
de 13C alifaticos del ABZ en la nueva fase muestran un grupo de cuatro sefiales
singuletes bien definidas (Ci2, Ci1, Ci0 y Co), indicando que la unidad asimétrica
contiene solamente una conformacion de la molécula de ABZ. En la regidn
aromatica (100 a 150 ppm) y de los grupos carbonilo (160 a 175 ppm) se encuentran
atomos de 3C tanto del ABZ como del 26DHBA. En este intervalo se observan un
conjunto de quince sefales en donde predominan las sefiales singulete bien
definidas. Precisamente son quince nucleos de carbono (ocho del ABZ y siete del
26DHBA) los que se esperan observar si en la nueva fase hay una sola especie de
cada componente en la unidad asimétrica. Las sefiales correspondientes a cada
componente son dificiles de asignar en ausencia de otro tipo de experimentos de
correlacion *H-13C y 13C-13C, no obstante, es notable que los nucleos de los grupos
funcionales que pueden interaccionar como aceptores y donadores por puente de
hidrogeno (los carbonos Ci, Cis, Cis y Ci9del carbonilo en el carbamato, del acido
carboxilico y de los hidroxilos en 26DHBA, respectivamente), sufren cambios en sus
desplazamientos quimicos debido a las interacciones intermoleculares en la red

cristalina. El ejemplo mas claro se observa en la sefial del carbonilo del &acido
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carboxilico localizada a campo bajo en 172 ppm en 26DHBA, la cual se desplaz6

hasta 178 ppm en la nueva fase sélida (Tabla 5).

8.1.3. Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia infrarroja es una técnica de analisis que permite determinar
desplazamientos de las bandas de los grupos funcionales presentes en un
compuesto quimico que son causados por interacciones, por ejemplo, entre
farmaco-coformador a través de la formacidon de puentes de hidrogeno.
Adicionalmente, es posible demostrar con esta técnica la formacion de una sal o un
cocristal, ya que para la formacién de una sal el ion carboxilato (COQO") presenta
bandas caracteristicas en el espectro IR de estiramiento asimétrico fuerte entre

1650 y 1550 cm, y una banda de estiramiento asimétrico mas débil en 1400 cm-
133

En la Figura 24 se muestra una propuesta de las posibles interacciones
intermoleculares entre ABZ y 25DHBA. Es probable la formacion de un heterosintén
() entre los grupos amino del imidazol y del carbamato de ABZ con los grupos 2" -
alcohol y carbonilo del 25DHBA. Una interaccion adicional se podria establecer a
través de la formacion del heterosintén (Il) entre moléculas de ABZ a través del

carbonilo del carbamato y el grupo amino donador del imidazol.

OH

s

Figura 24. Posibles interacciones entre ABZ y 25DHBA.
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Con el proposito de determinar qué grupos funcionales intervienen en el
reconocimiento molecular entre el ABZ y los coformadores, se realizé un analisis
del desplazamiento de las bandas de vibracion en el espectro infrarrojo de las fases
sélidas y sus respectivos componentes. Se muestran los espectros IR de ABZ,
25DHBA, 26DHBA vy las fases soélidas ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA. Ademas, se
indican las asignaciones de las bandas correspondientes a los grupos funcionales.
El espectro IR de ABZ (Figura 25, Tabla 6) presenta una banda a 1713 cm
correspondiente a un estiramiento asimétrico del grupo carbonilo (C=0), a 3325 cm-
! se observa una banda de tipo estiramiento asimétrico asignada al grupo amino (N-
H) y una banda en 1265 cm™ que corresponde al grupo C-O. El &acido 2,5-
dihidroxibenzoico (Figura 25) presenta una banda a 3400 cm™ correspondiente al
grupo OH del &cido carboxilico, una banda a 1182 cm correspondiente al grupo
hidroxilo (OH) y una banda a 1664 cm asignada al grupo C=0 (Tabla 6).
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Figura 25. Comparacion de los espectros IR de ABZ, 25DHBA vy la fase sélida ABZ-
25DHBA.
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Tabla 6. Vibracién de los grupos funcionales en el espectro IR de ABZ, acido 2,5-
dihidroxibenzoico y la fase so6lida ABZ-25DHBA.

GRUPO FUNCIONAL ABZ 25DHBA ABZ-25DHBA

N-H asimétrico 3325 3371
C=0 asimetrico (€Ster) 1713 1737
C-O simstrico(€Ster) 1265 1261
OH 3473 3322
C=0 simetrico (&cid0 1664 1655
carboxilico)

COO-

O-H peformacion en el plano 1182 1215

La Figura 25 muestra el espectro IR de la nueva fase sélida ABZ-25DHBA, en
donde se observa que hubo un desplazamiento de las bandas del grupo carbonilo
del farmaco y coformador; por ejemplo, para ABZ la banda inicial en 1713 cm™ que
corresponde al grupo carbonilo, se desplazé a 1737 cm™ en el espectro de la fase
sélida ABZ-25DHBA. Los compuestos involucrados en la obtencion de las fases
sélidas estudiadas en este trabajo poseen grupos funcionales como &cidos
carboxilicos 0 aminas que son capaces de formar un enlace iénico, por lo tanto, es
probable la formacion de una sal o tienen la capacidad de formar puentes de
hidrégeno con los mismos grupos funcionales, pero en diferente arreglo
conformacional y dar como resultado un cocristal. Por ejemplo, el acido 2,5-
dihidroxibenzoico (coformador) presenta un grupo acido carboxilico en su estructura
y el espectro IR presentd una banda de vibracion del grupo carbonilo (C=0) en 1664
cm?, en el espectro de la fase ABZ-25DHBA la banda se desplaza a una banda a
1655 cm*. Este desplazamiento podria atribuirse a la vibraciéon de estiramiento del
grupo carboxilato (COO"), sin embargo, el espectro IR de la fase ABZ-25DHBA
(Figura 25) no muestra bandas intensas comparadas con las bandas del grupo
carboxilato.33 5% 68 Adicionalmente, es posible predecir la formacion de una sal o un

cocristal por medio de la determinacion del ApKa, el cual se simplifica en esta regla;
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ApKa = pKa [base protonada] — pKa[acido]. La diferencia de pKa de los
componentes de la fase ABZ-25DHBA arroj6 un valor de ApKa= 0.2 (pKa de ABZ
2.8 — pKa de 25DHBA 3.01), este resultado indica que es probable la formacién

tanto de una sal o un cocristal.33 59 68

El espectro IR del &cido 2,6-dihidroxibenzoico (Figura 26, Tabla 7) muestra bandas
correspondientes al grupo carbonilo a 1678 cm™ y bandas del grupo hidroxilo
fendlico a 1167 cm™. En el caso de la fase soélida ABZ-26DHBA se observan
desplazamientos de las bandas del grupo funcional carbonilo tanto del farmaco y
coformador. El grupo carbonilo de ABZ en 1713 cm se desplazé a 1743 cm™ en el
espectro de la fase sélida ABZ-26DHBA, mientras que la banda del carbonilo del
acido 2,6-dihidroxibenzoico en 1678 cm™ en el espectro de la NFS se desplazé a
1644 cm1. En el espectro IR de la sal de ABZ previamente reportada usando el
acido 2,6-hidroxibenzoico mostré un desplazamiento de la banda del grupo C=0 del
farmaco a 1745 cm? y del COO- del contraiéon a 1660 cm™, por lo tanto, el
desplazamiento de la banda del grupo carbonilo del farmaco es similar y el grupo
C=0 correspondiente al 26DHBA difiere el menos en ~16 cm™, por lo que podria

ser una fase solida diferente a la reportada.
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Figura 26. Comparacion de los espectros IR de ABZ, 26DHBA, y la fase sélida ABZ-
26DHBA.
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Tabla 7. Vibracién de los grupos funcionales en el espectro IR de ABZ, acido 2,6-
dihidroxibenzoico y la fase so6lida ABZ-26HBA.

GRUPO FUNCIONAL ABZ 26DHBA ABZ-26DHBA
N-H asimétrico 3325 3223
C=0 asimétrico (éster) 1711 1743
C-O0 asimétrico(éster) 1265 1280
OH 3473 3056
C=0 asimetrico (acido 1678 1644
carboxilico)

O-H 1167 1213

Deformacion en el plano

Para conocer si es posible la formacion de una sal se determiné el ApKa. El ApKa=
pKa[base protonada] — pKa[acido] arrojando un valor de ApKa=1.5 (pKa de ABZ 2.8,
para 26DHBA 1.3), lo cual indica que se podria esperar tanto la formacion de una
sal como de un cocristal, ya que en este intervalo de ApKa no es posible asegurar
gue habra una transferencia de un protdn. Para asegurar que se trata de una sal o

cocristal, es necesario el andlisis de difraccion de rayos-X de monocristal.33 59 68

8.1.4. Analisis termogravimétrico

A continuacién, se muestran los termogramas de ABZ, 25DHBA, 26DHBA vy las
nuevas fases ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA. ElI ABZ (Figura 27) muestra una
pérdida de masa a partir de 195°C, que es similar a la temperatura de degradacion
reportada para este IFA (200°C).6! El proceso de degradacion ocurre en dos etapas
y hasta los 450°C (limite superior del experimento) se encuentra un 8% del peso
inicial de la muestra. La curva TG del acido 2,5-dihidroxibenzoico presenta una
pérdida de masa a 175°C en una sola etapa y termina a 238 °C con un porcentaje
de pérdida del 98.5 % aproximadamente (Figura 27, Tabla 8).
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Figura 27.Curva TGA de ABZ, 25DHBA y la fase s6lida ABZ-25DHBA.

Tabla 8. Andlisis termogravimétrico de ABZ, 25DHBA y la fase solida ABZ-25DHBA.

T (°C) % Peso Evento
ABZ 195 13.9 Descomposicion en dos eventos
térmicos
249 58.5
25DHBA 175 98.5 Descomposicion total

ABZ-25DHBA 162 Experimental: Primera descomposicién de 25 DHBA.

36.70 .
o5 Segunda descomposicién de ABZ

Calculado:
36. 74

En el caso de la fase sélida ABZ-25DHBA (Figura 27, Tabla 8), se observa un
comportamiento térmico distinto a las materias primas. Dado que, este solido inicia
con una pérdida de masa a partir de 162°C en dos etapas, el primer evento térmico
con un porcentaje de pérdida de 36.70% y se le atribuye la pérdida del 25DHBA. El
segundo evento se asocia con la pérdida de ABZ con una disminucion de peso

gradual hasta alcanzar un remanente del 4.2% a 450 °C respecto al peso inicial.

50




Por otro lado, el acido 2,6-dihidroxibenzoico inicia su descomposicion a partir de
146°C en un evento térmico y cuando alcanza los 322°C ya no se muestran residuos
de la materia prima (96.5%), solo se registra la linea base de la curva TG (Figura
28, Tabla 9). La curva TG de la fase ABZ-26DHBA, muestra una pérdida de masa
en dos eventos térmicos; el primer evento en 185°C con una pérdida del 36.6% que
se atribuye a la pérdida del 26DHBA, y un segundo evento térmico que se asocia a
la pérdida del ABZ mostrando una disminucion de su peso gradual hasta alcanzar

un remanente del 5.7% a 450°C respecto a su peso inicial.
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Figura 28. Curva TGA de ABZ, 26DHBA y la fase sélida ABZ-26DHBA.

Tabla 9. Andlisis termogravimétrico de ABZ, 25DHBA y la fase solida ABZ-26DHBA.

T(°C) % Peso Evento

ABz 195 13.77 Descomposicién en dos

eventos térmicos

249 58.45
26DHBA 146 96.52 Descomposicion total
ABZ-26DHBA 185 Experimental: Primera descomposicion de
36. 64 26 DHBA

Calculado: 36. 74 L
Segunda descomposicion de

258 ABZ
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8.1.5. Calorimetria diferencial de barrido

El analisis por DSC se realiz6 para ABZ, acido 2,5-dihidroxibenzoico, acido 2,6-
dihidroxibenzoico y las fases soélidas ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA. La curva DSC
del ABZ presenta un pico endotérmico en 210°C que corresponde a un proceso de
fusion/descomposicion (Figura 29, Tabla 10). En caso del 25DHBA se observa una
endoterma en 205°C, un comportamiento térmico similar se observo para el
26DHBA con un proceso endotérmico a 172°C, ambos procesos calorimétricos se

asocian con un proceso de sublimacién de los coformadores.
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Figura 29. Curva DSC de ABZ, 25DHBA y la fase so6lida ABZ-25DHBA.

Tabla 10. Analisis DSC de ABZ, 25DHBA y la fase sélida ABZ-25DHBA.

Compuesto T (°C) Evento
ABZ 210 Fusion-descomposicion
25DHBA 205 Sublimacion
ABZ-25DHBA 186 Fusion-descomposicion
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Con respecto a la nueva fase ABZ-25DHBA (Figura 29, Tabla 10) se observa un
evento endotérmico en 186°C referente a la temperatura que inicio el evento térmico
(Tonset) correspondiente al punto de fusidbn-descomposicion del solido y presenta

un comportamiento distinto respecto a las materias primas de partida.

Finalmente, la curva DSC del 26DHBA (Figura 30, Tabla 11) mostré6 un pico
endotérmico en 172°C (Tpeak), mientras que la fase solida ABZ-26DHBA presento
una endoterma a 189°C que corresponde al punto de fusién del solido seguido de

un evento de descomposicion.
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Figura 30. Curva DSC de ABZ, 26DHBA y la fase sélida ABZ-26DHBA.

Tabla 11. Andlisis DSC de ABZ, 26DHBA y la fase solida ABZ-26DHBA.

Compuesto T(°C) Evento
ABZ 210 Fusién-descomposicién
26DHBA 172 Sublimacion
ABZ-26DHBA 189 Fusién-descomposicion

53




8.2. Evaluaciéon biofarmacéutica
8.2.1. Estabilidad indicativa

Los estudios de estabilidad para medicamentos, remedios herbolarios y farmacos
evidencian el periodo de vida util, permitiendo confirmar periodos de caducidad,
tiempos de permanencia a granel o productos almacenados durante el proceso, asi
como también, establecer condiciones en las que seran almacenados,

transportados y para elegir el sistema en que seran distribuidos.®°

Conforme a la Norma Oficial Mexicana NOM-073-SSA1-2015, de estabilidad de
farmacos, asi como de remedios herbolarios en el punto 5 se establece que los
estudios de estabilidad se deben llevar a cabo al menos en 3 lotes piloto del farmaco
realizados por la misma ruta de sintesis, ademas deben llevarse a cabo en el mismo
sistema contenedor-cierre.®® Cabe destacar que para este trabajo de investigacion
se llevo a cabo en las condiciones de estabilidad acelerada durante 1 mes, para
observar el comportamiento de las fases ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA.

Se evaluo la estabilidad fisica del ABZ, acido 2,5-dihidroxibenzoico, acido 2,6-
dihidroxibenzoico y las fases solidas ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA bajo
condiciones de humedad relativa (HR) y temperatura controlada, tales como: 40°C
0% HR, 50°C 0% HR y 40°C 75% HR.

En los patrones de difraccion de ABZ y el acido 2,5-dihidroxibenzoico, mostraron un
patron de DRXP similar a los sélidos de partida bajo condiciones de humedad y
temperatura controlada durante 1 mes de exposicidn, esto demuestra que no existe
un cambio fisico, por lo tanto, los sélidos son estables bajo estas condiciones (ver
Figuras A6y A7).

En el caso del acido 2,6-dihidroxibenzoico (Figura A8) en las condiciones de 40 y
50 °C y 0% HR se muestra un patron de DRXP con picos de difraccion distintos al
patrén de referencia, esto podria atribuirse a que el sélido inicial se encuentra como
una fase hidratada y sufre un proceso de deshidratacion bajo estas condiciones de
almacenamiento, este comportamiento esta soportado por el analisis previo por

calorimetria (Figura 30) donde se observo un evento endotérmico en ~100°C
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atribuido a un proceso de deshidratacion. Adicionalmente, en la condicion con un
alto contenido de humedad (40°C, 75% HR) se mantuvo la integridad fisica del

coformador debido a que el patrén de DRXP es similar el sélido inicial.

En la Figura 31, se observa el patron de la fase ABZ-25DHBA, esta nueva fase
mostré un patrén de DRXP similar a los soélidos de partida bajo condiciones de
humedad y temperatura controlada durante 1 mes de exposicion, demostrando que
no hay un cambio fisico, y, por lo tanto, los solidos son estables bajo estas
condiciones.

N

" L L Lou 4 2sDHEA
)l d ‘ M ln ABZ-25DHBA
40°C, 0% HR

40°C, 75% HR

A {\ N A \ 50°C, 0% HR

5 10 15 20 25 30 35
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Figura 31. Patrén de DRXP de ABZ, 25DHBA, fase solida ABZ-25DHBA y muestras de
estabilidad indicativa de la fase ABZ-25DHBA a 40°C 0% HR calor seco, 40°C 75% HR

calor huimedo y 50°C 0% HR calor seco.

El patron de DRXP de la fase sélida ABZ-26DHBA (Figura 32) no muestran cambio
en los picos de difraccion caracteristicos de esta fase solida, comparado con el
sélido sin someterse a la prueba de estabilidad. Este resultado demostré que la fase
cristalina de ABZ (ABZ-26DHBA) mantiene su estado fisico y no se convierte a una
fase sodlida diferente o un material de partida. Esto es de importancia farmacéutica
debido a que se demuestra que las fases soélidas ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA
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pueden ser tratadas bajo condiciones de estrés sin que existan alteraciones de las

muestras.
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Figura 32. Patrén de DRXP de ABZ, 26DHBA, fase solida ABZ-26DHBA y muestras de
estabilidad indicativa de la fase ABZ-26DHBA a 40°C 0% HR calor seco, 40°C 75% HR
calor humedo y 50°C 0% HR calor seco.

8.2.2. Transformacion de fase mediada por la solucion

En este trabajo de investigacion se exploro si las fases sélidas de ABZ estudiadas
aqui presentan un cambio fisico al estar en contacto con soluciones acuosas que
simulen el pH del tracto gastrointestinal humano (pH 1.2, 4.5 y 6.8), dado que,
generalmente las formas soélidas de un IFA que son de rapida disolucién
experimentan un fendmeno denominado transformacion de fase mediada por la
solucion (TFMS) y como consecuencia se induce la formacion de la fase
termodindmicamente mas estable y menos soluble.” En la Figura 33 se presentan
los patrones de DRXP de los sélidos residuales a diferentes tiempos de la fase
sélida ABZ-25DHBA en contacto con una solucion acuosa HCI pH 1.2, comparando

con la fase sélida inicial y las materias primas que la conforman (ABZ y acido 2,5-
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dihidroxibenzoico). Hasta las 24 horas de estar en contacto con la solucion acuosa,
la fase solida ABZ-25DHBA mostré un patron de DRXP similar al solido de partida
(ABZ-25DHBA) por consiguiente, el fendbmeno de transformacion de fase no se

observa en el medio acuoso HCl a pH 1.2.
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Figura 33. Patrén de DRXP de ABZ, 25DHBA, fase s6lida ABZ-25DHBA y muestras de
estabilidad de la fase ABZ-25DHBA en 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 45 min, 1 h, 3 h,
24 h en medio acuoso HCI pH 1.2.

Caso contrario a la solucion pH 1.2, en una solucién amortiguadora pH 4.5 la fase
sélida ABZ-25DHBA present6 el fendmeno de TFMS, es decir, se observa un patron
de DRXP similar al ABZ a partir de los 10 minutos de estar en contacto con el medio
acuso (Figura 34). En todos los tiempos de muestreo se observa una
transformacion de fase al farmaco de partida, por lo tanto, la fase ABZ-25DHBA se
disuelve rapidamente generando una supersaturacion de ABZ en la solucién, lo que

induce su reprecipitacion al ser un sélido poco soluble a pH 4.5.
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Figura 34. Patrén de DRXP de ABZ, 25DHBA, fase solida ABZ-25DHBA y muestras de
estabilidad de la fase ABZ-25DHBA en 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 45 min, 1 h, 3 h,
24 h en buffer acetatos pH 4.5.

Por otro lado, en el buffer de fosfatos pH 6.8 (Figura 35) se puede observar que a
partir del minuto 10 el patrén de DRXP del sélido aislado de la solucién acuosa
muestra picos de difraccion correspondientes a las fases ABZ-25DHBA y ABZ. Este
resultado indica una transformacion parcial de la fase sélida inicial, y este
comportamiento se mantuvo hasta 1 hora después de iniciado el experimento. A
partir de 3 horas se observo una transformacién completa de la fase ABZ-25DHBA
al ABZ. Ambas fases solidas se mantuvieron en solucion hasta 1 hora, lo cual
muestra una transformacion de fase mediada por la solucién. Para la fase ABZ-
25DHBA la trasformacion de fase es pH dependiente y se debe a la capacidad de

ionizacion de los componentes.

58




J ABZ

o S A ) I | A 25 DHBA

/ A ) /A ABZ-25DHBA
WL o et ot - v Mi " N 10 min
,q,,,w M " Mool Mg Ak va”n T I =3 4.11 5N
W y A ~ A L - 20 min
MMWWW N s - A ,NM“J\A“ 30 min
S Y SN vl tssssntin PR W.,m,/m RPN 45 min

1h
WWM.M FRITYE W AMM‘WW‘MMWWWWWWMMAMH.; By ettt L

W%M"A “MH M " A *MM MH TR TR RPN | TR TR .3‘.“
WWNMWWW A Aol bbbt i b A 24n

I T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35
2-Theta

Figura 35. Patrén de DRXP de ABZ, 25DHBA, fase sdlida ABZ-25DHBA y muestras de
estabilidad de la fase ABZ-25DHBA en 10 min, 15 min, 20 min, 30 min, 45 min, 1 h, 3 h,
24 h en buffer de fosfatos pH 6.8.

La fase solida de ABZ-26DHBA no experimentd ningin cambio al estar en contacto
con la solucion acuosa HCI pH 1.2 (Figura 36), dado que, se observa un patrén de
DRXP similar a la fase solida ABZ-26DHBA inicial hasta las 24 horas.
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Figura 36. Patron de DRXP de ABZ, 26DHBA, fase solida ABZ-26DHBA y muestras de
estabilidad de la fase ABZ-26DHBA en 45 min, 1h, 3 h, 6 hy 24 h en medio acuoso HCI
pH 1.2.
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En la solucién buffer de acetatos pH 4.5 (Figura 37) se observa que al minuto 30
los sélidos aislados del medio acuoso presentan picos de difraccion que
corresponden al ABZ. Este resultado demostré que la fase sélida ABZ-26DHBA
experimento una trasformacion de fase mediada por solucion hacia el farmaco de
partida desde los 30 minutos.
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Figura 37. Patrén de DRXP de ABZ, 26DHBA, fase sdlida ABZ-26DHBA y muestras de
estabilidad de la fase ABZ-26DHBA en 30 min, 45 min, 1h, 3 h, 6 h'y 24 h en medio buffer
acetatos pH 4.5.

Un comportamiento similar ocurre con el buffer de fosfatos pH 6.8 (Figura 38),
durante los primeros minutos se observan picos de difraccion de ABZ y la fase ABZ-
26DHBA en las muestras recuperadas del medio acuoso. Esto demostré que ocurre
una transformacion de fase parcial en las primeras horas, siendo completa para 24
horas.
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Figura 38. Patrén de DRXP de ABZ, 26DHBA, fase sdlida ABZ-26DHBA y muestras de
estabilidad de la fase ABZ-26DHBA en 30 min, 45 min, 1h, 3 h, 6 hy 24 h en medio buffer
de fosfatos pH 6.8.

8.2.3. Seleccion de un polimero inhibidor de la precipitacion de ABZ

Con la finalidad de seleccionar un excipiente polimérico con capacidad de retardar
la precipitacion de ABZ en un medio acuoso bajo condiciones supersaturadas, se
probaron tres familias de polimeros: derivados de celulosa como metilcelulosa
(Methocel™ A15) e hidroxipropilmetilcelulosa (HPMC), derivados de polietilenglicol
(Kolliphor® P188 y Kolliphor® P407) y polivinilpirrolidona (Kollidon® 25) por el método
se solvent shift,®3 adaptado en el grupo de investigacion.®* Para inducir la
supersaturacion de ABZ se preparé una solucion madre del farmaco en DMSO y se
tomaron alicuotas de 10 uL para adicionarlas en buffer de fosfatos pH 6.8.

Para determinar la precipitacion de ABZ se uso la técnica de turbidimetria, que
permite identificar la concentracion del farmaco que genera turbidez en el medio
acuoso que es causada por la formacion de particulas de farmaco precipitado. Las
particulas precipitadas son capaces de inducir una dispersién del haz de radiacion
en el UV-visible, esta dispersion de luz es posible monitorearla mediante el

incremento de la linea base del espectro UV-vis del farmaco. Por consiguiente, a
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una longitud de onda de 500 nm o mayor en la linea base se observarq un
incremento de la absorbancia cuando ocurra la precipitacion y si es el caso, no
aumentara la absorbancia si el polimero retrasa la formacién de particulas
precipitadas de ABZ.

En la Figura 39 se observa que el ABZ precipita en la solucion acuosa de fosfatos
cuando alcanza concentraciones de 0.006 mg/mL, aproximadamente. Los
polimeros derivados de polietilenglicol Kolliphor® P407 y Kolliphor® P188 no son
capaces de retardar la precipitacion de ABZ y conforme aumenta la concentracion
del farmaco el grado de precipitaciéon aumenta en presencia de ambos polimeros en
comparacion con el medio acuoso sin polimero. Contrariamente, los polimeros
celulésicos (Methocel™ A15 y HPMC) y la polivinilpirrolidona (Kollidon® 25)
mantuvieron en solucion el farmaco sin precipitar hasta concentraciones de ~0.015

mg/mL.
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Figura 39. Efecto de polimeros pre-disueltos al 0.5% p/v en buffer de fosfatos pH 6.8

sobre la precipitacién de ABZ. n=3 £ D.E.

La precipitacién de farmacos a partir de soluciones supersaturadas es un fenémeno
complejo que generalmente involucra procesos de nucleacion y crecimiento
cristalino. La inhibicion de la precipitacion es atribuida en gran medida a las

interacciones entre las moléculas de farmaco y polimero. Por lo tanto, uno de los
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factores que influyen en las interacciones farmaco-polimero es la disponibilidad de
sitios para formar enlaces por puente de hidrégeno.’* Como se muestra en la Figura
40, el ABZ contiene grupos funcionales que funcionan como aceptores o donadores
por puente de hidroégeno. Los polimeros con un mejor rendimiento en la inhibicion o
retraso de la precipitacién son los derivados de celulosa (Methocel™ A15 y HPMC)
en cuya estructura predominan grupos funcionales donadores para la formacion de
enlaces de hidrogeno (Figura 40). Por el contrario, los polimeros que contiene un
menor numero de grupos donadores de hidrogeno no lograron retardar la
precipitacién de ABZ (Kolliphor® P188 y Kolliphor® P407).
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Figura 40. Estructura quimica de los polimeros Kolliphor® P188, Kolliphor® P407,
Methocel ™ A 15 y Kollidon ® 25.

8.2.4. Validacién del método analitico para la cuantificacion de ABZ

Para cuantificar el ABZ a partir de muestras de experimentos de disolucion del
farmaco puro y de las fases solidas ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA se utilizd un
método por cromatografia liquida de alta resolucion, debido a que no fue posible
cuantificar el farmaco por espectrofotometria UV-Vis debido al traslape de la zona

de cuantificacion en el espectro de ABZ con los coformadores (anexo 3).
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Los pardmetros que se validaron fueron: adecuabilidad del sistema, linealidad,
precision, exactitud, repetibilidad, especificidad, limite de deteccion y limite de
cuantificacion considerando la Guia de Validacion de Métodos Analiticos del

Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bi6logos. A.C.7?

Para la adecuabilidad ad del sistema cromatografico se analizé una solucién del
farmaco con una concentracion de 5 pg/mL por quintuplicado. El coeficiente de
variacion nos indica que debe ser menor al 3% para aceptarlo y el método es
adecuado conforme a este criterio debido a que el CV de la adecuabilidad fue de

2% (anexo 4).

Para evaluar la linealidad, precision y repetibilidad se evalué mediante curvas de
cuantificacion realizadas por triplicado por 3 dias, con seis concentraciones sin
considerar el cero. Se calculé el coeficiente de determinacion (r?), el intercepto (B0)
y la pendiente (1) mediante el analisis de regresion para evaluar la linealidad. La
precision y repetibilidad se evalué con el coeficiente de variacion (C.V) del factor

respuesta (FR) por triplicado en cada concentracion.

El resultado correspondiente a la linealidad se muestra en la Figura 41, con un
coeficiente de determinacion de r? 2 0.999, el método cumple con el criterio de

aceptaciéon para la cuantificacion de ABZ.
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Figura 41. Curva de regresion ajustada para la cuantificacion de ABZ.
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Para validar la precision se evalué el coeficiente de variacion para cada

concentracion de la curva de calibracién aceptacion. En la Tabla 12 se presentan

los resultados correspondientes. El criterio de aceptacion acorde a la guia de

validacion indica que un método es preciso cuando se obtienen CV% menores al

2%, todas las concentraciones cumplen con el criterio, excepto la concentracion

mas baja (0.5 pg/mL) con un CV de 2.1%. Sin embargo, se usaron los datos al

justificar el resultado por ser la concentracion mas baja y que existe una mayor

variacion en la preparacion de las muestras.

Tabla 12. Determinacion de la precision del método de cuantificacion de ABZ.

[ug/mL] Area FR CV%
0.5 47869974 95739948 2.1
0.5 45997042 91994084
0.5 47390132 94780264

1 93247149 93247149 1.1
1 91292560 91292560
1 91910919 91910919
2.5 231870831 92748332.4 0.6
2.5 234756199 93902479.6
2.5 233565107 93426042.8
5 461233311 92246662.2 0.9
5 456072496 91214499.2
5 452779588 90555917.6
10 911482696 91148269.6 0.7
10 914339438 91433943.8
10 924230079 92423007.9
15 1373090283 91539352.2 0.3
15 1371858147 91457209.8
15 1380660762 92044050.8
Promedio 92394705.11

Desviacion estandar

Cc.v

1365250.614
1.5%
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Para el calcular el limite de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) se determinaron a
partir de la pendiente (B1) y el intercepto (30) mediante el analisis de regresion lineal

de la curva de cuantificacion con las siguientes ecuaciones:

INTERCEPTO INTERCEPTO

LD = 33( PENDIENTE) LC= 10( PENDIENTE)

Se muestra en la Tabla 13 el limite de deteccidn y cuantificacion para ABZ, el limite
de deteccion determinado fue de 0.053 pg/mL, este valor muestra la concentracién
minima del analito que puede ser detectada, pero no necesariamente puede ser
cuantificada. El limite de cuantificacion obtenido fue de 0.1 pg/mL este parametro
evalla la concentracion minima del analito que se puede determinar con precision

y exactitud aceptable.

Tabla 13. Limite de deteccion y cuantificacion del método analitico para la cuantificacion

de ABZ.
[ug/mL] Area
ABZ ABZ
Limite de deteccion 0.053 6344570.941
Limite de cuantificacion 0.16 16139723.51

La especificidad se evalué al inyectar muestras de ABZ de manera individual para
identificar si existen cambios al momento de analizar las muestras provenientes de
la disolucion de polvos de las nuevas fases soélidas. En la Figura 42 se observan
los tiempos de retencién del farmaco (2.8 minutos) a partir de una muestra del ABZ
libre y a partir de una muestra que contiene los formadores de cocristal mostrando
que el tiempo de retencibn no se modifica por la presencia del &cido 2,5-

dihidroxibenzoico o el acido 2,6-dihidroxibenzoico.
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a) ABZ | b) ABZ-25DHBA

') ABZ-26DHBA

Figura 42. Cromatogramas a 292 nm de a) ABZ puro ABZ a partir de una muestra de la
disolucion de la fase sélida b) ABZ-25DHBA y c) ABZ-26DHBA en buffer de fosfatos pH 6.8.

8.2.5. Disolucion de polvos bajo condiciones no-sink

Las formas soélidas de un ingrediente farmacéutico activo, tales como: fases
amorfas, sales y cocristales pueden inducir un estado supersaturado del farmaco
durante el proceso de disolucion, promover una mayor absorcion y mejorar la
biodisponibilidad.”® Considerando este contexto, se evalud si la fase sélida ABZ-
25DHBA es capaz de promover un estado supersaturado de ABZ. La Figura 43
muestra el perfil de disolucion de polvos del ABZ y la fase sdlida ABZ-25DHBA en
un medio acuoso pH 6.8. La fase sélida ABZ-25DHBA alcanz6 una concentracion

méaxima (Cmax) de 3.43 + pg/mL que es 343 veces superior a la concentracion
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alcanzada por el ABZ puro (Cmax 0.01 + pg/mL). La alta concentracion de ABZ
inducida por la fase solida ABZ-25DHBA disminuy6 rapidamente (~15 min), este
comportamiento se asemeja al efecto “resorte-paracaidas” descrito por Guzman y
colaboradores en 2007.7* El efecto resorte se mantuvo por un periodo corto de
tiempo y puede atribuirse a la rapida solubilizacién de la fase ABZ-25DHBA y como
consecuencia sufre una conversion de la fase sélida al farmaco mediado por la
solucion, esto se comprobd mediante el analisis por DRXP los sélidos remanentes
de la disolucion. La Figura 44 mostré que los residuos soélidos presentan picos de
difraccion que corresponden al ABZ, con esto se demostro que durante el proceso

de disolucién precipito la forma solida menos soluble.
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Figura 43. Perfiles de disolucién de polvos bajo condiciones supersaturadas de ABZ y la
fase sélida ABZ-25DHBA en ausencia y presencia de METHOCEL™ A15 pre-disuelto al
0.5% /v en buffer de fosfatos pH 6.8 a 37 + 0.5°C.
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Figura 44. Patron de DRXP de ABZ, 25DHBA, fase solida ABZ-25DHBA y residuos
sélidos de la disolucién de la fase ABZ-25DHBA a 1 min, 5 min, 10 min, 20 min, 30 min,
60 min, 90 en buffer de fosfatos pH 6.8 en presencia de METHOCEL™ A15.

Una estrategia para retardar la precipitacion de la fase menos soluble de un farmaco
durante la disolucion de formulaciones supersaturadas como es el caso de la fase
ABZ-25DHBA, es el uso de excipientes farmacéuticos como tensoactivos,
ciclodextrinas y polimeros.” El polimero METHOCEL™ A15 (metilcelulosa) fue
seleccionado por el método de solvent-shift para evaluar su efecto en la
precipitacion de ABZ a partir de la disolucion de las fases solidas estudiadas en este
trabajo. Como se observa en la Figura 43, la adicion de METHOCEL™ A15 en el
medio de disolucion mantuvo el estado supersaturado alcanzado por la fase ABZ-
25DHBA hasta 90 min. Curiosamente, la metilcelulosa también actu6 como
solubilizante promoviendo la solubilizacién de ABZ cristalino, sin embargo, el mejor

efecto se observo a partir de la nueva fase sélida ABZ-25DHBA.

Los solidos remanentes de la prueba de disolucién fueron analizados por DRXP y
se encontré que el polimero METHOCEL™ A15 retarda la conversion de la fase
ABZ-25DHBA al farmaco libre hasta por 30 min (Figura 44). Este resultado sugiere
qgue la metilcelulosa es capaz de inhibir la transformacion de fase mediada por la

solucion y probablemente el polimero se adsorbe en la superficie de las particulas
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de la fase sélida para prevenir la precipitacion de la fase menos soluble y modifica
su disolucién, dada su capacidad para formar interacciones por puente de
hidrogeno.”®

El resultado obtenido puede favorecer una mayor absorcion del ABZ a nivel
intestinal, dado que los experimentos de disolucion in vitro se llevaron a cabo a pH
6.8 y con esto promover una mayor biodisponibilidad al combinar la nueva fase ABZ-
25DHBA con el polimero metilcelulosa. Esto esta soportado por informes previos
acerca de la formulacién de la sal ABZ-HCI con HPMC-AS y de fases soélidas de
rapida disoluciébn como es el caso de cocristales farmacéuticos con polimeros
derivados de celulosa, donde se demostré un incremento en la biodisponibilidad de

farmacos poco solubles como danazol vy cilostazol.5t 6377
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9. CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se obtuvieron las fases solidas de ABZ en
combinacion con el &cido 2,5-dihidroxibenzoico (ABZ-25DHBA) y el acido 2,6-
dihidroxibenzoico (ABZ-26DHBA), respectivamente mediante las técnicas de
formacién de pasta (slurry) y molienda asistida con disolvente. La formacion de las
nuevas fases soélidas se comprobd por el andlisis de rayos-X de polvos. Ambas
fases solidas mostraron un comportamiento térmico distinto al ABZ puro y al
formador de cocristal. Mediante espectroscopia infrarroja se pudo demostrar que
existen modificaciones en las bandas de vibracién de los componentes en las
nuevas fases sélidas en comparacion con los reactivos de partida, sin embargo, no
es posible asegurar si las nuevas fases corresponden a una sal o un cocristal. Seré
necesario realizar la elucidacion de las estructuras para confirmar la naturaleza de

los componentes en estos solidos.

En soluciones acuosas, las fases sélidas ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA conservan
su estado fisico a pH 1.2, mientras que a pH 4.5 y 6.8 existe una trasformacion de
fase mediada por la solucién al farmaco de partida (ABZ), lo que indica que la

estabilidad de ambas fases soélidas es pH-dependiente.

La nueva fase sélida ABZ-25DHBA aument6 temporalmente la solubilizacién de
ABZ hasta un maximo de 3.43 pg/mL en un medio acuoso pH 6.8. Esta
concentracion supersaturada del farmaco representa un aumento 343 veces mas
que la solubilidad aparente a partir del solido cristalino de ABZ. La disolucién de
ABZ-25DHBA con metilcelulosa predisuelta en el medio de disolucion alcanzé una
supersaturacion del farmaco de 23.40 pug/ mL, la cual se prolong6 hasta por 90 min,
este aumento en la solubilizacion de ABZ a partir de la nueva fase soélida representa
un aumento de 2340 veces mas que la solubilidad a partir del sdlido cristalino de
ABZ. Se esperaria que exista una correlacion de los experimentos de la disolucion
in vitro con la absorcion in vivo del ABZ mejorando su biodisponibilidad. Este estudio
mostro que la obtencion de nuevas fases sdlidas de farmacos pocos soluble en agua

combinados con excipientes que retardan la precipitacion es una estrategia eficaz
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para la formulacién de IFAs con desventajas de solubilidad y baja biodisponibilidad

como es el caso del ABZ.
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10. PERSPECTIVAS

e Realizar la prueba de disolucion de polvos para ABZ-26DHBA bajo
condiciones no-sink.

e Validar el método de cuantificacién por cromatografia de liquidos de alta
resolucion para la cuantificacion de los coformadores 25DHBA y 26DHBA.

e Caracterizar las fases soélidas ABZ-25DHBA y ABZ-26DHBA mediante
difraccién de rayos X de monocristal.

e Determinar la constante eutéctica de las fases solidas ABZ-25DHBA y ABZ-
26DHBA.
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12.
12.3.

ANEXOS

Andlisis termogravimétrico

Anexo 1. Termogramas TGA de las materias primas analizadas por el software TA

Universal Analysis.
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Figura Al. Termograma TG del ABZ.
120
100 | }
80
2
5 60 98.54%
% 1 (2.151mg)
40
20
0 T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450
Temperature (°C) Universal V4.5

Figura A2. Termograma TG de 25DHBA.
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12.4. Difraccion de rayos-X de polvos

Anexo 2. Patron de DRXP de ABZ y los formadores de cocristal provenientes de

estabilidad indicativa.
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Figura A6. Patron de DRXP de ABZ a 40°C 0% HR calor seco, 40°C 75% HR calor
hamedo y 50°C 0% HR calor seco.
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Figura A7. Patrén de DRXP de 25DHBA a 40°C 0% HR calor seco, 40°C 75% HR calor
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12.5. Espectroscopia Uv-visible

Anexo 3. Espectros Uv-vis de ABZ, 25DHBA, 26DHBA, y mezclas fisicas de ABZ-
25DHBA y ABZ-26DHBA diferentes concentraciones.
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12.4.

Adecuabilidad del método de cuantificacion

Anexo 4. Adecuabilidad del sistema cromatografico de ABZ

Sample T
ABEED
mgml. 31

mgml. S

Data Filename
ABZ 5.0 nmnl 001 dat

ABZ 5.0 ugml 002.dat
ABZ 5.0 ugml 003.dat
ABZ 5.0 uzml 004.dat

ABZ 5.0 ugml 005.dat

Swstem is Smitable

DAT: Signal Compoomd Farameter Alin Alax LRSIy
A 2300
nenBw:4 0
nm Ref 4000
nenBw: 300
e ABZ_230 Fetention Time 3
Area 2
Sample TD¥ Componnd Parameter Average Low Hizh e RSy Statms
ABZ,_230 Fetention Time 2867 2 860 2873 0164
ABZ SO 2.867 FPassed
mgml. 31
ABESO 2.867 FPassed
mgml. 2
ABZ SO 2873 FPassed
mgml. 33
ABZ SO 2860 FPassed
mgml. k4
ABZ S0 2.867 FPassed
mgml. S
Area 2136008488 2130TE1100 2143418362 0231
ABZ SO 2143418362 FPassed
mgml. 31
ABZ SO 2138419500 FPassed
mgml. 2
ABZ S0 2130781109 FPassed
mgml. 33
ABZ SO 2133476021 FPassed
mgml. k4
ABZ SO 2134307448 FPassed
mgml. S
ABT 292 Fetention Time 2
Area 2
Sample Iy Compounnd Parameter Average Low Hi=zh HRSD Statms
ABT 191 Fetention Time 1867 2860 1873 0164
ABZED 2867 Passed
uzmL (1
ABZED 2867 Passed
ugmL ()2
ABZED 2873 Passed
ugmL (33
ABELED 2860 Fassed
ugmL 4
ABELED 2867 FPassed
ugmL 5
Area 014506015 S12246002 917186732 0208
ABZ 5D 917186732 FPassed
uzmL (1
ABZ 50 915733412 FPassed
uzmL ()2
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ugmL (3
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uzmL (4
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