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RESUMEN
Unade las estrategias para mejorar la solubilidad de los ingredientes farmacéuticos

activos (IFAs) (clase Il y IV de acuerdo con el SCB) es el desarrollo de sales y/o
cocristales, formas sélidas que permiten modificar las propiedades fisicoquimicas
de los farmacos. La solubilidad es uno de los parametros mas importantes para
alcanzar la concentracion deseada del farmaco en circulacién sistémica y ejercer
mayor actividad farmacolégica. El objetivo del presente trabajo fue realizar un
estudio de preformulacién de nuevas fases sélidas de ricobendazol (RBZ) que se
obtuvieron en combinacion con el acido 2,5-dihidroxibenzoico (25DHBA)Yy el acido
2,6-dihidroxibenzoico (26DHBA) como agentes formadores de sales/cocristales,
respectivamente, y un excipiente polimérico con capacidad de retardar la
precipitacion de RBZ. La reproduccion y escalamiento de la fase sélida RBZ-
25DHBA 1:1 se llevé a cabo mediante el método de formacion de pasta, mientras
que para la fase sélida RBZ-26DHBA 1:1 el escalamiento se realizé por el método
de molienda asistida con disolvente. Estos sélidos se caracterizaron mediante
técnicas fisicas y espectroscopicas como calorimetria (TGA, DSC), IR y DRXP.
Posteriormente, se determind la constante eutéctica y la ventaja de solubilidad,
parametros que se encuentran relacionados con la estabilidad de la fase séliday la
tendencia ala precipitacion de la forma menos soluble. Para estas fases sélidas de
RBZ se realizaron experimentos de disolucién bajo condiciones no-sink, donde se
observo que la fase solida RBZ-25DHBA alcanz6 una concentracidon maxima (Cma)
de 3.17 mg/mL, es decir, 26 veces mas que el farmaco puro (0.12 mg/mL). Mientras
que la fase sdlida RBZ-26DHBA alcanzé una Cmax= 2.65 mg/mL, es decir, 22 veces
mas respecto al farmaco. La disolucion de las fases solidas RBZ-25DHBA Yy RBZ-
26DHBA se estudio6 con el excipiente polimérico METHOCEL™ A15 predisuelto en
un medio acuoso pH 6.8 y 37 °C, observandose la inhibicion de la precipitacion de
RBZ y generando un incremento del ABC entre 86 y 5.6 veces mas,
respectivamente, en comparacion con el farmaco puro. Los resultados obtenidos
demuestran que lainclusién de excipientes poliméricos mejora significativamente la
solubilizacién de losfarmacos poco solubles,como es el caso del RBZ, lo que puede

incrementar la absorcién del farmaco y por ende mejorar su biodisponibilidad.




1.- INTRODUCCION

La mayoria de los ingredientes farmacéuticos activos administrados por via oral que
se encuentran en el mercado presentan grandeslimitaciones en su uso, ocasionado
generalmente por la baja solubilidad acuosa que predispone una baja
biodisponibilidad oral e impacta en su actividad terapéutica. Por consiguiente, la
industria farmacéutica busca nuevas alternativas que mejoren las propiedades
fisicoquimicas y biofarmacéuticas de un IFA. Una de las estrategias es la
modificacién del estado solido de un farmaco, como lo es el uso de cocristales. Un
cocristal farmacéutico se define como un sélido multicomponente formado por un
IFA y coformador en unarelacién estequiométricamente definida formado a través
de interacciones no covalentes.®®> Uno de los retos actuales en el desarrollo
farmacéutico de fases cocristalinas en una forma de dosificacion es que el aumento
en la solubilidad genera un estado supersaturado que sélo se mantiene portiempos
muy cortos debido a la disolucion rapida. Es por ello que el uso de polimeros que
inhiben la precipitacion es una estrategia de formulacién para prolongar los niveles
de supersaturacion permitiendo que el farmaco pueda mantenerse por un periodo
de tiempo mayor para ser absorbido y por lo tanto tenga una mayor
biodisponibilidad. El ricobendazol es un antiparasitario de amplio espectro de uso
veterinario, con desventajas de solubilidad en agua.* Previamente se han reportado
nuevas fases soélidas de ricobendazol en combinacion con &cido 2,5-
dihidroxibenzoicoy 2,6-dihidroxibenzoico.0 Este estudio demostré que ambas fases
sélidas generan un estado de supersaturacion en solucion acuosa pH 6.8 en un
periodo de tiempo corto que es causado por la precipitacién de la forma menos
soluble. La preformulacion con el excipiente polimérico metilcelulosa
(METHOCEL™ A15) mantiene el estado supersaturado alcanzado por las fases
sélidas por un periodo de tiempo mayor. Se espera que la preformulacién obtenida

impacte en la mejora de la biodisponibilidad de farmacos pocos solubles en agua
como el ricobendazol.




2.- ANTECEDENTES
2.1 PARASITISMO GASTROINTESTINAL

Las infecciones parasitarias del tracto gastrointestinal afectan la salud humanay
animal. Dentro del sector ganaderolas infecciones gastrointestinalesson unadelas
principales causas de disminucion en la productividad y grandes pérdidas
economicas, debido a la mortalidad, morbilidad, baja tasa de crecimientoy pérdida
de peso. Existe una variedad de especies de parasitos que infectan al ganado
bovino en todo el mundo, dentro de las mas importantes se incluyen Nematodos
Strongyle (Haemonchus, Ostartagia, Trichostrongylus, Cooperia), Trematodos
Fasciola (Fasciola hepatica y Fasciolagigantica) y Paraphistomum (Paraphistomum
cervei) y Céstodos (Monezia benideniy Monezia expanza).l Unade las estrategias
para la prevencionyel tratamiento de la parasitosis es el usode farmacos derivados
del benzimidazol, tales como: Tiabendazol, Fenbendazol, Oxfendazol, Albendazol,
Parbendazol, @ Mebendazol, @ Cambendazol, Lufendazol, Luxabendazol,
Triclabendazol y Ricobendazol (figura 1). Algunos de estos farmacos tienen uso en

humanos.3
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Figura 1. Estructura quimica de farmacos derivados del bencimidazol.




Como se menciond anteriormente, los farmacos antihelminticos son el principal
método de control contra las parasitosis en el mundo, con unagran importancia en
la industria farmacéutica veterinaria. Los cuales se encuentran indicados para ser
administrados a especies como perros, gatos, vacas, ovejas, cabras, cerdos,
caballos, llamas, aves, reptiles y humanos. El incremento en la comercializacion de
los farmacos benzimidazolicos de uso veterinario se debe a la amplia actividad
terapéutica y a la baja toxicidad que presentan, siendo el ricobendazol el farmaco

de eleccion para el tratamiento de la parasitosis gastrointestinal en rumiantes.?3

2.2 RICOBENDAZOL

El ricobendazol (RBZ) también conocido como sulféxido de albendazol (ABZSO),
pertenece al grupo de compuestos de benzimidazol carbamato, es un farmaco
antihelmintico de amplio espectro.* Este es el farmaco antihelmintico mas usado en
la practica veterinaria, dicho IFA se encuentracomo mezcla racémica. Las formas
farmacéuticas comercializadas de este farmaco son en suspensiones, pastas,
granulos parala administracion via oral, subcutanea, intravenosa e intrarumial. Las

dosis empleadas en ganado bovino son de 7.5 mg/kg de peso, mientras que en
ganado ovino las dosis son de 5.0 mg/kg de peso.®

2.2.1 Anatomia del tracto gastrointestinal de los rumiantes

Los rumiantes son animales poligastricos, es decir, que la estructura anatomica de
su estdbmago es compleja al estar formada de cuatro compartimentos. El estdmago
€S un saco que comienza en el extremo del eso6fago y termina en el duodeno. En
rumiantes este saco se encuentra dividido en: reticulo, rumen, omaso y abomaso.
El reticulo se encuentra en la parte anterior de la cavidad abdominal esta separado
del rumen por el pliegue reticulo ruminal, el rumen es el compartimento mas
voluminosoy se encuentraen el flancoizquierdo de la cavidad abdominal dividido
en el saco dorsal y otro ventral por unaserie de proyecciones musculares, el omaso

esta situado en la parte derecha de la cavidad abdominal y conecta con el reticulo




y con el abomaso. Este ultimo compartimento se encuentraen la parte derecha de

la cavidad abdominal formando un saco alargado.®

2.2.2 Farmacocinética y farmacodinamia

Tras la administracion oral de RBZ, se demostré que las concentraciones
plasmaticas relativas de los enantiomeros (+)-RBZ y (-)-RBZ dependen de la
especie, la edad y el género del huésped, asi como del tipo de parasito. El
enantiomero (-)-RBZ es predominante en ratas y ratones, mientras que el
enantiomero (+)-RBZ es prevalente en ovejas, cabras, perros, vacas y humanos.
Estos datos apuntan aunaestereoselectividad en la interaccion farmaco-organismo
y sugieren una aplicacién terapéutica potencial de los enantiomeros individuales.’
Después de la administracion ya sea por la via oral o intrarumial el rumen actia
como un depésito fisiologico del farmaco, lo que permite la liberacion prolongadade
pequefias cantidades de farmaco en el abomaso, donde las particulas del farmaco
se disuelven en el pH &cidos y proporcionan moléculas libres disponibles para la
absorcion desde el intestino. Este efecto de reservorio ruminal contribuye a la
persistencia del farmaco en el animal y la exposicion prolongada del parasito al
compuesto.?? Después de la administracion,RBZ es transformado en su metabolito
inactivo la sulfonade albendazol (ABZSO2) por el citocromo P450. RBZ se distribuye
ampliamente desde la sangre a otros tejidos, especialmente al tracto
gastrointestinal.? En la tabla 1, se muestran los parametros farmacocinéticos del

ricobendazol en ganado vacuno.

La biodisponibilidad de los productos de RBZ administrados por inyeccion
subcutaneaen el ganado no alcanza mas del 40%y, ademas, se ha observado una
precipitacion posterior a la inyeccion del farmaco con irritacion mecanica o trombosis
en los tejidos en el sitio de inyeccién.” Por lo que es necesario desarrollar
formulaciones que eviten estos inconvenientes de la administracion y que mejoren

la biodisponibilidad de este antihelmintico de amplio espectro.



https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/enantiomer
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/parasite

Tabla 1. Parametros farmacocinéticos para ABZSO: después de la administracion de RBZ
a 7.5 mg/kg por via intravenosa (iv), intraruminal (ir) y subcuténea (sc) en ganado vacuno.

Tomado de Formentini et. al.®

Variable V. ir s.c
Kel 0.14 £0.01 0.15+0.04 0.13 £0.03
T 1 (h) 4.8 +0.40 5.0+1.28 54 +1.17
ABC (ug/h/mL) 19.9 +4.31 27.9 +8.07 225 +5.00
Tmax (h) 6.9 + 0.60 11.0 +2.06 11.5 +1.83
Cmax (Hg/mL) 1.2 +0.30 1.0 +0.17 0.7 +0.19

El mecanismo de accién descrito consiste en la unidn e inhibiciébn de la
polimerizacion de la beta-tubulina, que inhibe la formacion de microtibulos
citoplasmaticos y la adsorcién de glucosa del parésito, lo que conduce a la

inmovilizacién y lamuerte de los gusanos adultos y evita la eclosion de los huevos.8

2.2.3 Propiedades fisicoquimicas

El ricobendazol (figura 2) es una molécula quiral con un centro asimétrico en el
atomo de azufre. Se ha demostrado que el enantiomero R-RBZ es la forma mas
activa y menos téxica.l® RBZ es un farmaco con baja solubilidad en agua (0.062
mg/mL) y es ligeramente soluble en algunos disolventes organicos, como los que
se muestran en la tabla 2.”1! El RBZ es referido como clase Il de acuerdo con el
sistema de clasificacion biofarmacéutico, es decir, es un farmaco con baja
solubilidad y alta permeabilidad. Ricobendazol presenta un perfil de solubilidad-pH
dependiente en forma de “U”, dado su naturaleza anfétera, ya que posee en su
estructura un grupo acido y un grupo basico, es decir, es un compuesto ionizable
con valores de pKa reportados de 3.45 y 9.82, un coeficiente de particion de 14.3y
15.2 a pH 6 y 9, respectivamente. Tiene un punto de fusion de 218.93 °C y un peso

molecular de 281.33 g/mol. 1112
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Figura 2. Estructura molecular del RBZ y sus especies i6nicas.

Tabla 2. Solubilidad de RBZ en distintos disolventes a 25°C. Adaptada de Wu et. al.}!

Disolvente Solubilidad (mg/mL)
Agua 0.062
Acetato de etilo 0.21
Alcohol isopropilico 0.91
Etanol 1.16
Dimetilformamida 5.88
Dimetilsulfoxido 16.50
2-pirrolidona 17.65
Alcohol bencilico 17.90




2.3 SISTEMA DE CLASIFICACION BIOFARMACEUTICO

El sistema de clasificacion biofarmacéutico (SCB) es un marco cientifico utilizado
para clasificar un ingrediente farmacéutico activo considerando su solubilidad

acuosay permeabilidad intestinal e incluye 4 clases tal como se ilustraen la figura
3_13,14

Sistema de clasificacion biofarmacéutica

Clase Il Clase |

l Solubilidad I Solubilidad

| Permeabilidad T Permeabilidad

Permeabilidad

Clase IV Clase lll
1 Solubilidad I Solubilidad

l Permeabilidad l Permeabilidad

Solubilidad

Figura 3. Sistema de clasificacion biofarmacéutico de los ingredientes farmacéuticos
activos. Modificado de Amidon et al.*4

Los farmacos de la clase | son bien absorbidosy el paso limitante para la absorcion
del farmaco es la disolucion o el vaciamiento gastrico si la disolucidén es muy rapida.
Los de la clase Il, presentan alta absorcion, pero la disolucién es menor, la
disolucién del farmaco in vivo es un paso limitante para la absorcion. Para la clase
Il la permeabilidad es un paso limitante para la absorcion. Finalmente, los farmacos
clase IV, exhiben una biodisponibilidad baja, los factores como la velocidad de
disolucion, la permeabilidad y el vaciamiento gastrico son los limitantes para la
absorcion del farmaco.*

Desafortunadamente, el 40% de los 200 medicamentos orales mas importantes
comercializados en los EE. UU., el 33% de los medicamentos incluidos en la
Farmacopea de EE. UU., el 75% de los compuestos en desarrollo y el 90% de las

nuevas entidades quimicas presentan problemas de solubilidad, es decir, forman
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parte de la clase Il y IV del SCB.*® Por lo tanto, es conveniente mejorar las
propiedades de los IFAs con desventajas en la solubilizacion en medios acuosos ya

que esto impacta en su biodisponibilidad. Una de las estrategias es la modificacion
del estado sélido a través de la ingenieria de cristales.16

2.4 INGENIERIA DE CRISTALES Y FASES SOLIDAS FARMACEUTICAS

La ingenieria de cristales se encarga del disefio y el crecimiento de sélidos
moleculares cristalinos con el propésito de mejorar las propiedades de sus
componentes mediante interacciones intermoleculares en el empaquetamiento
cristalino,y es un método alternativo para mejorar ciertas propiedades de los sélidos
cristalinos en el area farmacéutica, tales como: solubilidad, velocidad de disolucion
y biodisponibilidad.17:18

La mayoria de los productos farmacéuticos se administran en estado solido en
formas farmacéuticas de dosificacion tales como tabletas, capsulasy polvos, por su
bajo costo de produccion, estabilidad y facil administracion. Un farmaco en estado
sélido puede encontrarse en forma cristalina o amorfa (figura 4), una gran parte de
las formulaciones para administracion oral prefieren el uso de un IFA cristalino
debido a que es termodinamicamente mas estable, de facil aislamiento con alta
pureza y mantienen sus propiedades fisicoquimicas.’® Sin embargo, como se
menciond anteriormente un gran porcentaje de farmacos presentan desventajas de
solubilidady permeabilidad, y adicionalmente, un sélido cristalino monocomponente
ofrece oportunidades limitadas para modificar las propiedades fisicoquimicas de un
compuesto; basicamente se limita a la obtencién de polimorfos.19.20

Como parte de las estrategias en estado sélido para mejorar las propiedades
fisicoquimicasy biofarmacéuticasde un IFA se han utilizado distintas formas sdlidas

tales como: sales, hidratos, solvatos, y recientemente cocristales (figura 4).16.21.22




Sal Cocristal Hidrato/ Solvato Polimorfo Amorfo

@ o

IFA Contraion Agua/ Disolvente Coformador

Figura 4. Clasificacion de formas soélidas de un ingrediente farmacéutico activo.

Modificado de Schultheiss & Newman.??

Unasal farmacéutica es un sélido formado porun IFA ionizable y un contraiéon. Un
soélido cocristalino esta compuesto por dos 0 mas compuestos moleculares y/o
i6nicos diferentes relacionados estequiométricamente.?* Por su parte, un hidrato y
solvato se conoce como un aducto molecular que contienen el IFA y disolventes
organicos (solvato) o agua (hidrato).2® Polimorfos son formas cristalinas
monocomponente donde el mismo compuesto quimico puede existir en dos o0 mas
orientaciones estructurales que presentan propiedades fisicas distintas entre si.23
Los solidos amorfos carecen de un ordenamientode sus componentesy son formas

sélidas termodinamicamente menos estables.?®

2.4 METODOS DE OBTENCION DE NUEVAS FASES SOLIDAS

La obtencién de nuevas fases solidas de relevancia farmacéutica es de gran interés
debido a las multiples ventajas que presentan. Los métodos empleados para su
obtencion presentan algunas caracteristicas favorables como la ausencia de
disolventeso usode volimenespequefos, altapureza, buen rendimientoy tiempos
muy cortos de proceso en algunos casos. Existen multiples métodos de produccién
de fases sélidas, pueden ser en fase gaseosa, liquida o sélida (figura 5). Algunas
técnicas utilizadas son la molienda mecanoquimica en seco Yy con disolvente,

método de formacion de pasta (slurry), reaccion de cristalizacion, entre otras, siendo




estas las técnicas mas comunes de emplearse, los factores entre estos métodos
pueden ser eluso de disolvente, la temperatura, concentracion,etc.26:27

Evaporacién por

Evaporacién por antidianlerte

disolvente =
Y Extrusion de doble

S % - tomillo
e - — . ~ 5 8
i e

Molienda asistida por Métodos de

disolvente obtencion Fluidos supercriticos

© N
E:L. | | _ NP
Molienda enseco

Figura 5. Representacion esquematica de los métodos aplicados en la formacion de
cocristales. Tomada de Karagianni et. al. 2

2.4.1 Molienda mecanoquimica secay asistida con disolvente

Unareaccién mecanica-quimicaconsiste en la formacion de las fases que se induce
Unicamente por la energia mecanica, considerado como un método de sintesis
amigable para el medio ambiente debido a la ausencia del disolvente.
Adicionalmente, puede realizarse manualmente y consiste en el uso de un mortero
y pistilo, pero presenta algunos problemas al aumentar el tamafio de la muestra y
un bajo rendimiento. En la molienda asistida con disolvente este ultimo actia como

un catalizador durante el proceso de cocristalizacion .26

2.4.2 Formacién de pasta (slurry)

Este método consiste en un proceso simple y rapido que incluye la adicion de
disolvente de cristalizacion en los componentes, es decir, el IFA junto a un agente

formador de fase, formando una suspension que se mantiene bajo agitacion
constante.?®

2.4.3 Reaccion de cristalizacion

La sintesis por reaccion de cristalizacion se basa en la saturacion, nucleaciony el

crecimiento de los cristales. Este método consiste en la formacién de la fase sélida
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cristalina mediante una relacién estequiométrica en un disolvente con agitacion
constante, donde el componente que presente mas baja solubilidad precipitara

formando a la fase cristalina.2®

2.5 TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NUEVAS FASES SOLIDAS

La caracterizacion de las fases sélidas cristalinas es importante durante el proceso
de obtencidn. Generalmente se pueden caracterizar por difraccién de rayos-X de
polvos (DRXP), difraccién de rayos-X de monocristal (DRXM), espectroscopia
infrarroja (IR), calorimetria diferencial de barrido (DSC), analisis termogravimétrico
(TGA) y resonanciamagnéticanuclear(RMN), entre otras técnicas para caracterizar

sistemas farmacéuticos monoy multicomponentes.

2.5.1 Difraccion de rayos-X de polvos

Considerada una de las técnicas no destructiva mas utlizadas para la
caracterizacion de solidos. El andlisis de una muestra por DRXP proporciona
informacion importante que es complementaria a varios métodos microscopicos y

espectroscopicos.

La difraccion de rayos-X implica la medicion de la intensidad de los rayos-X
dispersados por los electrones en los atomos. Las ondas dispersadas por los
atomos en diferentes posicionesllegan al detector con un cambio de fase relativo.
Por lo tanto, las intensidades medidas proporcionan informacion sobre las

posiciones atomicas relativas en una molécula. La difraccion ocurre en angulos que

cumplen con la ecuacion de Bragg: N A = 2d sin 0 (figura 6), donde n es un
namero entero, A es la longitud de onda de la radiacion usada, d es el espacio

perpendicularentre una serie de planosde lared cristalinay 0 es el angulo entre

los rayos-X incidentesy el plano de reflexion .20.31
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Figura 6. Representacion de la ley de Bragg. Tomada de Dinnebier RE & Billinge SJ.3!

2.5.2 Espectroscopia infrarroja

La espectroscopia IR es unade las técnicas analiticas comUunmente utilizadas para
el estudio de cualquier compuesto en cualquier estado. Para la caracterizacion de
cristales la espectroscopia infrarroja proporcionaun analisisrapidoy simple ademas
de utilizar una cantidad muy pequefia de materia prima. Esta técnica permite
identificar los grupos funcionales que se encuentran presentes en un compuesto de
acuerdo con las bandas vibracionales caracteristicas de cada grupo funcional,
también se utiliza para el estudio de la formacion de puente de hidrégenoy se ha
empleado para evaluar si ha ocurrido o no la trasferencia de proton entre un acido
carboxilicoy unabase, esto es debidoa que puedediferenciarentre laforma neutra
del acido carboxilico (R-COOH) y la forma idnica carboxilato (R-COO"). En fases
sélidas encontrariamos entonces el contraion en el caso de una sal o el coformador
en el caso de cocristales. 3233 La region del espectro infrarrojo esta dividida en tres
regiones: cercano (1400-400 cm1), medio (4000-400 cm1) y lejano (400-200 cm).

La region media del IR se utiliza para el analisis de moléculas organicas tales como
los ingredientes farmacéuticos activos.3?

2.5.3 Analisis térmico
El andlisis térmico se refiere a las técnicas que pueden registrar los cambios tanto

fisicos como quimicos en las propiedades de las muestras a través del cambio de

temperatura contra el tiempo. Algunas propiedades medidas pueden ser la pérdida

12




de masa o el flujo de calor.?2! La calorimetria diferencial de barrido (DSC) es la
técnica de analisis térmico comunmente empleada, donde la muestra se escanea
dinamicamente o se mantiene isotérmicamente en el instrumento, y el flujo de calor
de la muestra y la referencia se monitorean en funcién del tiempo y la temperatura.
El calorimetro mide el calor y/o la energia absorbida o liberada por la muestra
cuando se somete a la ruta de temperatura especifica. A medida que ocurren
reacciones quimicas y transicionesfisicas, hay una generacion asociada (reaccion
exotérmica) o consumo (reaccion endotérmica) de calor. Este proceso crea un flujo
de calor que sirve como sefal medida por el instrumento de calorimetria, el rango
de temperatura mas comun 25-450 °C dependiendo del instrumento y de las
especificaciones del andlisis asi como la finalidad del mismo.3* Otra técnica
complementaria es la termogravimetria que se encarga de medir la masa de una
muestra mientras esta uUltima se calienta o enfria en una atmosfera controlada,
utilizada principalmente para caracterizar los materiales conforme a sus

componentes.?!

2.6 COCRISTALES FARMACEUTICOS

Un cocristal farmacéutico estd formado por un IFA y un agente cocristalizante
también conocido como coformador, el cual debe ser una sustancia generalmente
reconocida como segura (GRAS, por sus siglas en inglés) y los componentes se
encuentran relacionados estequiométricamente. El disefio de unafase cocristalina
comprende la formacion de sintones supramoleculares. Un sinton supramolecular
es una unidad estructural que puede formarse y/o ensamblarse mediante
interacciones intermoleculares y proporcionan las caracteristicas esenciales de una

estructura cristalina. 22:3°

Existen dos tipos de sintones supramoleculares (figura 7a, 7b, 7c y 7d). Los
homosintones, que se forman entre dos grupos funcionales idénticos como: acido
carboxilico-acido carboxilico, amida-amida. Los heterosintones, que son los que
favorecen mayormente la formacién de cocristales. y se encuentran compuestos por
grupos funcionales diferentes, tales como: acido carboxilico-nitrgeno aromético,

acido carboxilico-amida y alcohol-piridina.223%
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https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/nitrogen
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Figura 7. Homosintones supramoleculares: (a) homosinton de acido carboxilico como
dimero y (b) homosintdn con el dimero amida. Heteronsintones: supramoleculares (c)
acido carboxilico-amida (d) acido carboxilico-piridina. Tomada de Naga K. & Zaworotko.*®

2.6.1 Formacién de unasal o un cocristal

Los IFAs a menudo se encuentran en forma de sales y recientemente en forma de
cocristales. Las sales y los cocristales son cristales multicomponentes los cuales
pueden distinguirse porla ubicacién del proton entre un acidoy una base, para una
sal se observa la transferencia del protbn mientras que para los cocristales la
trasferencia de protones se encuentra ausente.36 La formacion de sales requiere
estrictamente ingredientes farmacéuticos activos con grupos ionizables mientras
gue para la obtencién de un cocristal puede o0 no el compuesto ser ionizable. El
rango, la naturaleza y el volumen de los formadores de cocristales
farmacéuticamente aceptables son mucho mas amplio que los contraiones y la
formulacion de cocristales también podrian presentar algunas ventajas sobre las
sales, como una estructuray estequiometria mas predecibles. Para la seleccion de
unasal, los iones contrarios a menudo se eligen usando la regla de ApKa. El valor

de ApKapuede considerarse como un indicador Gtil para la formacién de cocristales
frente a las sales (tabla 3).37:33:38

ApKa = pKa [base protonada] — pKa [acido]
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Tabla 3. Criterios para considerar la formacién de una sal o un cocristal a partir del ApKa.

Criterios
>4 Probabilidad de formar una sal
<-1 Probabilidad de formar un cocristal
-1,4 Probabilidad de formar una sal o cocristal ( 50% en cada caso)

El desarrollo de productos farmacéuticos que contengan cocristales farmacéuticos
es una estrategia novedosa y de gran interés para las ciencias farmacéuticas,
debido a que, ofrecen ventajas para superar algunas limitaciones de un IFA. A
través de lamejora de algunas propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas tales

como: solubilidad, velocidad de disolucion, estabilidad fisica, punto de fusiény
biodisponibilidad.1”18

2.6.2 Modificacion de las propiedades fisicoquimicas por cocristalizacion

Solubilidad. La mejora de la solubilidad en medios acuosos es unade las principales
razones de laobtencién de cocristales.3® Por ejemplo, la cocristalizacién del farmaco

ketoconazol mostré6 una mejora en la solubilidad.3®

Estabilidad fisica. Es la capacidad de los componentes del cristal para permanecer
en lasolucién ynocristalizar facilmente. Las pruebas de estabilidad para un cocristal
incluyen cuatro aspectos: resistencia a la humedad relativa, estrés térmico,
estabilidad quimicay estabilidad en solucién. Lapruebade resistenciaa la humedad
relativa se utiliza para identificar las mejores condiciones de almacenamiento para
el producto porque la cantidad de agua presente en el cocristal puede llevar a un

deterioro de la calidad, el estrés térmico y la estabilidad quimica.3®

Punto de fusion. Temperatura a la cual la fase soélida esta en equilibrio con la fase
liquida, es una propiedad fisica fundamental importante durante el desarrollo de

farmacos en estado soélido cocristalino.36
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2.6.3 Propiedades biofarmacéuticas de un sélido cocristalino

Disolucion. La disolucion de un farmaco es la mezcla de dos fases, que resulta en
la formacién de unanuevafase homogénea. En el caso de una particula sélida de
farmaco, se disuelve en un fluido corporal (por ejemplo, en forma de soélido

cocristalino o amorfo), y la otra fase es un liquido acuoso.4°

Una de las pruebas de disolucion mas usada en el area farmacéutica es la
disolucion intrinseca, la cual mide la velocidad de disolucion de una sustancia pura
de area de superficie constante, que es independiente de los efectos de la
formulacion y mide las propiedades intrinsecas del farmaco en funcién de los
medios de disolucién como lo es el pH, fuerza iénica. Debido a que la mayoria de
los farmacos son clase I, latasa de disolucionintrinseca es un buenindicador para
el rendimiento in-vivo del IFA.36 Un cocristal modifica la velocidad de disolucién
intrinseca, tal como se ha reportado en un cocristal farmacéutico del farmaco

antiparasitario clase Il, el praziquantel (figura 8).4
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Figura 8. Perfil de disolucion intrinseca de praziquantel y el cocristal R-praziquantel con
acido L-malico en medio pH 1.2. Tomada de Sanchez-Guadarrama et al.**

Otra de las pruebas importantes de disolucién para un sistema cocristalino, es bajo
condiciones no-sink, que es un enfoque comun en la generacion de soluciones

supersaturadas en el tracto gastrointestinal, que pueden impulsar una mejor
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absorcion. Estos estudios consisten en la evaluacioén in vitro de la sobresaturacion
del IFA. Induciendo la supersaturacion en el medio de interés y evaluar las

concentraciones del farmaco en solucion en funcion del tiempo.4?

El altimo paso se asemeja a la evaluacion de concentracion clasica durante las
pruebas de disolucion tradicionales. No obstante, la cuantificacion de
supersaturacion requiere que las concentraciones de farmaco medidas se combinen
con la solubilidad en equilibrio del farmaco en el medio de prueba bajo

consideracion, con inclusion de componentes que alteran la solubilidad.

De esta manera la concentracion de farmaco medida se puede expresar en relaciéon
con la solubilidad al equilibrio como el grado de supersaturacion.*?42 Sin embargo,
estos sistemas son metaestables debido a la tendencia energética del IFA a
precipitar, por lo tanto, los inhibidores de la precipitacion como es el caso de los
excipientes poliméricos a menudo se usan para mantener el estado sobresaturado
al inhibir la precipitacion del farmaco. Estos sistemas pueden mantener la
sobresaturacion de farmacos durante escalas de tiempo fisioldgicamente
relevantes, presentado un efecto conocido como efecto “spring-parachute” (resorte-
paracaidas). Ademas pueden prevenir cinéticamente la recristalizacion a traves de
una serie de mecanismos, que incluyen viscosidad, cosolvencia e interacciones
farmaco-polimero.** La formacién de sales y la amorfizacion de un IFA son los
métodos mas empleados para generar sistemas supersaturados de farmacos, sin
embargo, la cocristalizacion es una estrategia para crear condiciones de

supersaturacion.

Para aprovechar la ventaja de supersaturacibn como estrategia para mejorar la
solubilidady velocidad de disolucién de farmacos poco solubles,deben mantenerse

dos pasos criticos.4>20

e Generacion de un estado supersaturado metaestable (uso de sales,
dispersiones amorfas y cocristalinas).
¢ Mantenimiento del estado anterior (inclusion de excipientes farmacéuticos

que retardan la precipitacion).
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La disolucion de un cocristal en condiciones no-sink, muestra el siguiente
comportamiento. Primero, el coformador que es el componente mas soluble en
agua, se extrae de la red cristalina al medio acuoso. Por lo tanto, las moléculas del
farmaco con caracteristicas hidrofobas se sobresaturan en el medio acuoso y el
comportamiento de esta forma del farmaco de mayor energia (en comparacion con
el polvo cristalino) se conoce como efecto “resorte” ya que inmediatamente induce
la precipitacion de la forma sélida menos soluble. El estado supersaturado se debe
mantener durante un periodo de tiempo suficiente para promover la absorcion y
requiereinhibirlaprecipitacion mediante el uso de excipientesfarmacéuticos u otros
componentes que intervengan con la nucleacién y/o el crecimiento cristalino. Este
altimo comportamiento es el deseado y se conoce como el efecto “paracaidas”
(figura 9). Por lo tanto, un cocristal es unaalternativa para el sector farmacéutico
para obtener un sistema supersaturado de farmacos y mejorar el rendimiento de
disolucién de IFAs poco solubles en medios acuososy aprovechar su potencial de

solubilizacion con el estudio de preformulaciones que combinen el uso de
excipientes que prolonguen el estado supersaturado alcanzado.20-42

% % “Resorte”
3

2 )
la My ﬁ/ “Paracaidas’
aesfab/e

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

Concentracion del farmaco

o

v

1 Tiempo

Figura 9. El efecto resorte paracaidas para lograr una alta solubilidad aparente para IFAs
insolubles en agua. Modificada de Bavishi & Borkhataria.®
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Durante el proceso de disolucién se conoce que uno de los parametros de
importancia es la precipitacion de la forma menos soluble y la estabilidad de las
fases sodlidas; es por ello la importancia de la determinaciéon de la constante
eutéctica del cocristal (Keu) y la ventaja de solubilidad (SA). La constante eutéctica

de un cocristal es un indicador termodindmico de estabilidad y solubilidad que es
definida como:

[Coformador],,
Ecuacién 1 Keu = [farmaco],,

La relacion de los componentes del cocristal (farmaco y coformador) en equilibrio
con dos fases solidas (farmaco y cocristal) en el punto eutéctico. Dado que la
solucion esta doblemente saturada con respecto al farmaco y al

Ecuacién 2 . . L, ) .
cocristal, las concentraciones eutécticas son independientes de la

proporcion de cocristal y farmaco en la fase soélida. La K., esta entonces
relacionada con la ventaja de solubilidad del cocristal sobre el farmaco (SA)

expresada como:46:47

K =2 gpt+n)/z

eu —

y

Donde SA es la relaciéon molar del cocristal a solubilidades del farmaco.

Ecuacién 3
SA = yScocristal

Sférmaco

Para que la solubilidad del cocristal y del farmaco esté en términos de moles de
farmaco, la solubilidad del cocristal se multiplica por el coeficiente estequiométrico

del farmaco y el cocristal que es mas soluble que el IFA puro tiene un SA > 1. La
SA puede obtenerse facilmente de la simple evaluacion de K., en funcion del pH,

aditivos, disolvente y temperatura®’
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La relacion entre K., ¥ SA se deriva considerandolos equilibrios quimicosy de fase

en el punto eutéctico, donde los cocristales y los solidos del farmaco estan en
equilibrio con la solucién. La disociacion del cocristal y los equilibrios de solubilidad

del farmaco son 47

Kep
Ecuacién 4 (Farmaco,coformador,) o cristal < ¥ fArmacog,,, + zCoformador

soln soln

EcuaCIén 5 Sfairmac o

(Farmaco) i) & Farmacog,,

La constante de equilibrio para la disociacion del cocristal es el producto de

solubilidad, K, de acuerdo con

y y
A firmacod” coformador

P afarmaco, coformador,

Ecuacién 6

Donde a representa la actividad de la fase sélida es iguala 1,y

K, €s un producto de los componentes del cocristal en solucion. El Ky, puede ser

aproximado por un producto de concentracion cuando las actividades estan bajo el

supuesto de idealidad, donde

Ecuacién 7 Kep = [Farmaco]Y[Coformador]?

Los términos entre paréntesis representan concentraciones de componentes. Es
importante tener en cuentaque K, es el producto de los constituyentes del cocristal

en el mismo estado molecularque el cocristal (es decir, neutral)y noincluye ninguna
otra especie en solucion. Para los cocristales metaestables, Ky, puede

determinarse en el punto eutéctico donde las fases sélidas del farmaco y el cocristal
estan en equilibrio con la solucién. Usando las ecuaciones 4y 7 junto con otros

equilibrios de solucion relevantes (como ionizacién y/o
Ecuacién 8
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solubilizacion), la solubilidad del cocristal (S.,.rista) PUEdE estar relacionada con las

concentraciones eutécticas de los componentes como

S _([farmaco]g, y[coformador]eu z\1/(y+2)
cocristal —

yY z?

Donde las concentraciones eutécticas representan las concentraciones analiticas
totales (ionizadas + noionizadas) en el punto eutéctico.

La ecuacion general que relacionaK,, y SA (ecuacion 2) se obtiene al expresar

Scocristal €N & ecuacion 8 en terminos de Sgmaco Y Key @l considerar que

Ecuacién 9 Sfa’n‘maco = [farmaco] eu
Por lo tanto

. _ (Sfarmaco” t?Keu? 1/(y+2)
Ecuacién 10 Scocristal_( o )

. . S : SA .z
Resolver para K,,, y sustituir=e<istal — — ecuacion 3 da

farmaco y

Ecuacién 11

vz SA (y+2)/z
Keu =1Zy <?>

Esta ecuacion se simplifica para obtener la ecuacion general dada por la ecuacion

2 anterior como

Ecuacién 12

K,, = - SAU+D)/z

y

e

Biodisponibilidad. Esel alcance quetiene el farmaco purocuandollega a circulacion
sistémica, la baja solubilidad oral es uno de los principales problemas que se
presenta a la hora de desarrollar nuevas formulacionesy por ende uno de los
desafios mas importantes en el ambito farmacéutico.*® El uso de cocristales
farmacéuticos formulados con excipientes que funcionan como inhibidores de la

precipitacién es unade las estrategias durante el proceso de formulacion de fases
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cocristalinas. Por ejemplo, el cocristal de danazol con vainillina mejoré la
biodisponibilidad de este farmaco con el uso de una formulacion que combiné el

empleo de un solubilizante e hidroxipropilcelulosa (HPC) como inhibidor de la
precipitacion (figura 10).4°

invivo: Effect ot the precipitation inhibitor
200 - with solubilizer

—— CC 1%TPGS 2%HPC
—O—CC 1%TPGS 0%HPC

150 —0O— API 1%TPGS 2%HPC

100

Danazolplasma conc. (ng/ml)

W
(=)

Time (h)

Figura 10. Efecto de la inhibicién de la precipitacion en el perfil farmacocinético de
danazol. Tomadade Childs. et al. 4°

2.7 DESARROLLODE FASES SOLIDAS DE RICOBENDAZOL

Debido a las limitaciones de solubilidad acuosa que presenta ricobendazol, surge la
necesidad de emplear nuevos enfoques de formulaciones efectivas para mejorar la
baja biodisponibilidad la cual esta asociada a la baja solubilidad en agua. Para
superar estos desafios, se han desarrollado diversas estrategias de formulacién las
cuales permiten mejorar dichas propiedades. La mejora de la solubilidad acuosa de
los agentes antihelminticos se haabordado mediante el uso de diversas estrategias
de formulacion, tales como: uso de sales con iones inorganicos, uso de
codisolventes organicos, liposomas, surfactantes, nanoparticulas, nanoesferasy
ciclodextrinas, sin embargo, no se ha logrado mejorar la solubilidad.’

22



https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/liposome
https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/cyclodextrin

En nuestro grupo de investigacion se han reportado nuevas fases sélidas de
ricobendazol. En el afio 2013 Millan-Mendoza y colaboradores identificaron y
caracterizaron cinco nuevasfasessolidas de RBZ en combinacion con acido oxalico
anhidro, acido oxalico dihidratado, acido 2,5-dihidroxibenzoico, acido 2,6-
dihidroxibenzoico y acido galico. Sin embargo, uno de los desafios actuales es
estudiar su desemperio en disolucion bajo condiciones no-sink y evaluar el efecto
de preformulaciones usando excipientes poliméricos y con ello la posible mejora en

las propiedades de disolucion de este farmaco antihelmintico.
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3.- JUSTIFICACION

Una de las principales limitaciones que presentan los IFAs para el desarrollo
farmacéutico es una baja solubilidad acuosa, lo que provoca una baja
biodisponibilidad. Asi mismo, los IFAs pueden presentar una baja velocidad de
disolucioén, inestabilidad fisica y algunos otros problemas farmacocinéticos, los
cuales no favorecen la actividad terapéutica del medicamento. Un porcentaje
importante de IFAs actualmente en el mercado pertenecen al grupoll del SCB como
el RBZ, un IFA de uso veterinario para el tratamiento de parasitosis. La formacion
de cocristales farmacéuticos es una estrategia reciente que se ha propuesto para
mejorar las propiedades fisicoquimicas de los IFAs, y en nuestro grupo de
investigacion se han identificado y caracterizado nuevas formas cocristalinas de
RBZ. En este proyecto se propone continuar con el estudio de los cocristales de
RBZ, en combinacién con polimeros inhibidores de la precipitacion. Para ello, sera
necesarioincrementarla escala en la sintesisde los cocristales de RBZ, seleccionar
un polimero farmacéutico que permita una mejora de la solubilizacion de RBZ y

realizar los estudios de disolucion con las preformulaciones cocristal-polimero.
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4.- HIPOTESIS

Se ha observado que los cocristales farmacéuticos producen un incremento en la
solubilizaciéon del IFA hasta concentraciones supersaturadas. Preformulaciones que
combinen estos cocristales con polimeros farmacéuticos inhibidores de la

precipitacién ayudarian a mantener niveles adecuados de solubilizacién de RBZ
mejorando su desempefio como forma de dosificacion oral.
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5.- OBJETIVO GENERAL

Estudiar el desempefio de cocristales de ricobendazol en presencia de polimeros
inhibidores de la precipitacion a través de pruebas de disolucién bajo condiciones

farmacéuticas relevantes.

6.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Reproducirlasintesis de las fases cocristalinas de ricobendazol en combinacion
con acido 2,5-dihidroxibenzoico (RBZ-25DHBA) y acido 2,6-dihidroxibenzoico
(RBZ-26DHBA) por el método de formacién de pasta (slurry), molienda asistida
por disolvente y reaccion de cristalizacion.

e Caracterizar las fases solidas usando las técnicas de difraccion de rayos-X de
polvos, termogravimetria, calorimetria diferencial de barrido y espectroscopia de
infrarrojo.

e Escalar hasta 1 gramo las fases cocristalinas de RBZ por medio del método de
molienda asistida con disolvente.

e Evaluarla estabilidad fisica de las fases solidas en diferentes condiciones de
temperatura o humedad relativay en presencia de solucién acuosa.

e Seleccionar por el método de solvent-shift compuestos poliméricos que inhiban
o retarden la precipitacion de RBZ en medios acuosos.

e Validar un método de cuantificacién por cromatografia de liquidos de alta
resolucion parael RBZ, 25DHBA Y 26DHBA.

e Determinar la constante eutéctica de las fases sélidas RBZ-25DHBAy RBZ-
26DHBA.

e Realizar experimentos de disolucion de polvos bajo condiciones no-sink

(supersaturadas) para RBZ y las fases sélidas cocristalinas en un medio acuoso
en presenciay ausenciade un polimeroinhibidor de la precipitacion.
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7.-MATERIALES Y METODOS

7.1 MATERIALES

Vasos de precipitado (10, 50, 100 mL, 500 mL), matraces volumétricos (5, 10,1000
mL), pipetas volumétricas (1, 5, 10 mL), probetas (100, 500 mL), agitadores
magnéticos, viales de 4 mL, micropipetas (200, 1000 pL), termémetro, espatulas,

swinnex, filtros Whatman #3, y jeringas.

7.1.2 REACTIVOS

Ricobendazol producto de investigacion y desarrollo de proceso lote: OSE-04-18,
acido 2,5-dihidroxibenzoico 98% (Sigma-Aldrich), &cido 2,6-dihidroxibenzoico 98%
(Sigma-Aldrich), agua destilada/agua desionizada, acetona grado HPLC, metanol
grado HPLC, dimetilsulféxido, acetonitrilo de grado HPLC, solucién acuosa con
acido clorhidrico pH 1.2, buffer de fosfatos pH 6.0, buffer de fosfatos pH 6.8, buffer
de acetatos pH 4.5 y METHOCEL™ A15 (COLORCON) viscosidad (10-12 cP).

7.1.3 EQUIPOS

Balanza analitca OHAUS Modelo AdventurTM, parrilla de calentamiento,
espectrofotometro UV-vis VARIAN Cary® 50 Scan, destilador de agua ELGA
PURELAB. Modelo OptionR7BP, recirculador de agua SDO0O7R-20-AAl1B

POLYSCIENSE, molino Retsch® MM400, disolutor de polvos-personal reaction
station, HPLC Agilent 1260 Infinity Il y sonicador de medios Branson 2800.
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7.2 METODOS

7.2.1 SINTESIS DE LAS FASES SOLIDAS RBZ-25DHBA Y RBZ-26DHBA
MEDIANTE MOLIENDA MECANICA

Se colocaron cantidades estequiométricas (50 mg) de farmaco:coformador 1:1 para
ambas fases solidas en contenedores de acero inoxidable del molino Retsch®
MM400, vy se llevd a cabo la molienda durante 30 minutos a 25 Hz en ausencia
(molienda seca) y presencia de 20 uL de disolventes tales como: agua (H20),
acetona (ACT), acetonitrilo (ACN) y metanol (MeOH) (molienda asistida con
disolvente). El solido resultante de la molienda se caracterizd por difraccion de

rayos-X de polvos.

7.2.2 SINTESIS DE LAS FASES SOLIDAS RBZ-25DHBA Y RBZ-26DHBA
MEDIANTE FORMACION DE PASTA (slurry)

Se colocaron en viales de 3 mL, cantidades estequiométricas de farmaco y
coformador (50 mg) posteriormente se agregaron 30 pL de disolvente (H20, ACT,
ACN y MeOH) los cuales se mantuvieron en agitacion constante a temperatura
ambiente durante 12 horas, el sélido resultante se caracterizd por difraccién de

rayos-X de polvos.

7.2.3 SI'NTESIS'DE LA FASE SOLIDA RBZ-25DHBA MEDIANTE REACCION DE
CRISTALIZACION.

Se prepar6 unasolucion saturada del acido 25DHBA en acetonitrilo y en agitacion
constante se agregaron 30 mg de RBZ hasta observar la formacion de un
precipitado. El sélido precipitado se recuperd y se lavd con el mismo disolvente
utilizando anteriormente para después ser analizado por difraccién de rayos-X de

polvos.

7.2.4 ESCALAMIENTO DE LA FASE SOLIDA RBZ-25DHBA MEDIANTE SLURRY.
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El escalamiento de 1 g de la fase sélida RBZ- 25DHBA se llevo acabo adicionando
cantidades estequiométricas de farmaco y coformador en un matraz bola y
posteriormente se agregaron 1200 pL de acetonitrilo y se mantuvo en agitacion
constante a temperatura ambiente durante 24 horas, finalmente el sélido resultante

se analiz6 por difraccidon de rayos-X de polvos.

7.25 ESCALAMIENTO DE LA FASE SOLIDA RBZ-26DHBA MEDIANTE
MOLIENDA ASISTIDA CON DISOLVENTE.

El escalamiento de 1 g de la fase sélida RBZ- 26DHBA se llevo acabo adicionando
cantidades estequiométricas de farmaco y coformador en los contenedores de
acero inoxidable del molino Retsch® MM400, posteriormente se adicionaron 100 pL
de agua. La molienda duré 30 minutos a 25 Hz. La formacion de la fase sélida

escalada se corroboré por difraccion de rayos-X de polvos.

7.3 CARACTERIZACION FiSICA
7.3.1 DIFRACCION DE RAYOS-X DE POLVOS

Se llevo a cabo la caracterizacion de las materias primas y de las fases sdlidas
obtenidas mediante la técnica de difraccion de rayos-X de polvos en un equipo
BRUKER D8-ADVANCE, aproximadamente 1 mg de solido fue analizado
previamente seco en un rango 2 Theta de 5° a 45°.

7.3.2 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO Y ANALISIS
TERMOGRAVIMETRICO

Para el analisis termogravimétrico de las materias primas y de las fases sélidas
generadas se llevo a cabo en un equipo, TGA Q50 TA y DSC Q2000 TA para el
analisis calorimétrico. Aproximadamente 2 mg de cada muestra sélidafue colocado
en charolas de aluminio abiertas y fueron analizadas en un rango de temperatura

de 50-400°C, con una velocidad de calentamiento de 10°C/min y un flujo de 100
mL/min de nitrégeno como gas de purga.
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7.3.3 ANALISIS ESPECTROSCOPICO DE INFRARROJO

Los espectros de las materias primas y fases sélidas generadas fueron obtenidos

en un equipo Nicolet 6700 en un intervalo de 4000 a 500 cm™! empleando un
accesorio de muestreo ATR con sonda de diamante.

7.4 EVALUACION BIOFARMACEUTICA

7.4.1 ESTABILIDAD DE FASE EN SOLUCION

En viales de 4 mL se colocaron 200 mg de las fases sdlidas generadas RBZ-
25DHBA y RBZ-26DHBA y se adicionaron 3 mL de solucion acuosa (4cido
clorhidrico pH 1.2, buffer de acetatos pH 4.5 o buffer de fosfatos pH 6.8 segun sea
el caso) y se mantuvo en agitacidén constante a 37 +0.5°C. Se tomaron muestras a
diferentes tiempos (1, 5, 30 minutosy 3, 6, 12 y 24 horas) se filtraron y el sélido
residual se recuperd y se seco a temperatura ambiente para su andalisis posterior
por DRXP.

7.4.2 ESTABILIDAD INDICATIVA

Se pesaron 20 mg de las materias primas y de los cocristales (por duplicado), los
cuales fueron expuestos porun mes a diversas condiciones de almacenamiento en
una incubadora con temperatura y humedad controlada (desarrollado en
Laboratorios Senoisiain S.A. de C.V.). Las condiciones evaluadas fueron: a) 40 °C
calor seco, b) 50 °C calor seco, y c) 40 °C y 75% de humedad relativa (HR). Las

muestras obtenidas al final del tiempo de incubacion se analizaron por DRXP.

7.5 SELECCION DE POLIMEROS DE USO FARMACEUTICO

Para la seleccion de los polimeros se utilizé la técnica solvent shift donde se
probaron diferentes polimeros (Metilcelulosa, Hidroxipropilcelulosa,
Hidroxipropilmetilcelulosa y Polivinilpirrolidona) candidatos capaces de retardar la

30




precipitacion del farmaco. En el experimento se afiadieron 15 alicuotas de 10 pL de
unasolucion stock de RBZ de 25mg/mL en DMSO a 3 mL de buffer de fosfatos pH
6.8 en ausenciay presencia del polimero predisuelto al 0.5% p/v bajo agitacién
constante a temperatura ambiente. Se determind el nivel de turbidez del medio
acuoso causado por las particulas del farmaco por espectrofotometria UV-vis a 550

nm en intervalos de 5 minutos durante 1 hora.

7.6 VALIDACION DEL METODO DE CUANTIFICACION

Inicialmente se determiné el espectro Uv-vis de ricobendazol, los coformadores,
25DHBA Yy 26DHBAY de las mezclas fisicas RBZ-25DHBAy RBZ-26DHBA a
diferentes concentraciones en buffer de fosfatos (pH 6.8) para determinar los

maximos de absorcion de los analitos mencionados anteriormente (Anexo 5).

Tabla 4. Materias primas y mezclas fisicas analizadas por Uv-vis a diferentes
concentraciones en solucién de buffer de fosfato a pH 6.8.

Muestra Concentracion (ug/mL)
2
5
RBZ 10
15
20
25DHBA 5
10
26DHBA o5
Mezcla fisica RBZ-25DHBA 40
Mezcla fisica RBZ-26DHBA 55

Para la cuantificacion de RBZ, 25DHBA y 26DHBA se desarroll6 un método por

cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) en un
cromatdgrafo Agilent Technologies 1260 infinity II.

Preparacion de la curva de calibracion: Se preparé una solucién stock de la
mezcla fisica RBZ-25DHBA y RBZ-26DHBA a 0.5 mg/mL en acetonitrilo-PBS pH

6.8. Posteriormente se prepararon las soluciones de la curva de cuantificacion
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mediante la dilucion de la solucidn stock para obtener concentraciones de 5, 10, 20,
30, 40 y 50 pg/mL.

Equipo y condiciones cromatograficas: El sistema cromatografico consistio en
unabomba cuaternariay viales de vidrio de 3 mL con tapa y posta de plastico. La
separacion cromatografica se efectué en una columna C18 VSK120156. La fase
movil consistio en una mezcla de acetonitrilo-PBS pH 6.0 en una proporcion 25:75
vlv para la mezcla fisica RBZ-25DHBAY 23:77 viv para RBZ-26DHBA. La velocidad
de flujo fue de 1 mL/min, con un volumen de inyeccion de 10 yuL y unatemperatura

de columnade 30°C. La cuantificacion de RBZ, 25 DHBAy 26DHBA fue a 292, 320
y 306 nm respectivamente.

7.7 CONSTANTE EUTECTICA Y VENTAJA DE SOLUBILIDAD

Con base en la metodologia propuesta por Rodriguez Hornedo, N;*’ las
concentraciones eutécticas de los componentes de los cocristales RBZ-25DHBA Y
RBZ-26DHBA se determinaron colocando 50 mg de RBZ y 100 mg de la fase
cocristalinaen 3 mL de HCI pH 1.2 y buffer de fosfatos pH 6.8 a 37 °C (£ 0.5 °C) en
agitacion constante durante 24 horas. Una vez transcurrido el tiempo las muestras
fueronfiltradasy diluidas para la cuantificacién del farmaco y coformador por HPLC.

Se midié el pH al final de la pruebay el equilibro del farmaco/cocristal en solucién
se demostré con el andlisis por DRXP.Los experimentos se realizaron por triplicado.

7.8 DISOLUCION DE POLVOS BAJO CONDICIONES NO-SINK

Se realiz6 el estudio de disolucién de polvos de RBZ y los cocristales RBZ-25DHBA
1:1 y RBZ-26DHBA 1:1 bajo condiciones no-sink utilizando el aparato de disolucion
de polvos (Reaction Station) a 37 °C (0.5 °C) a unavelocidad de agitacion de 90
rpm. Se colocaron 200 mg de farmaco o cocristal en un tubo de vidrioy seguido se
adicionaron 10 mL de medio de disolucion, se tomaron muestras de 1 mL
aproximadamente a diferentes tiempos (1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8, 9, 10, 12, 14, 16, 18,
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20, 60 y 90 minutos) se filtraron usando un filtro Whatman No. 3, el volumen
equivalente de muestra tomada fue repuesto. En cada muestra filtrada se afiadié 1
mL de acetonitrilo (para prevenir la precipitacion del farmaco). Las muestras fueron
diluidas para determinar las concentraciones del IFA y los coformadores por HPLC
a 292, 320 y 306 nm, respectivamente; basandose en la curva de cuantificacion
previamente establecida. En este estudio se usé como medio de disolucién una
solucion de buffer de fosfatos (pH 6.8) con'y sin METHOCEL™ A15 predisuelto en

una concentracion de 0.5% p/v. Todos los experimentos se realizaron por triplicado
y los datos fueron procesados en Microsoft Excel 2016.

7.9 ANALISIS ESTADISTICODE LOS PERFILES DE DISOLUCION

El analisis estadistico de los perfiles de disolucién de RBZ y las fases sélidas RBZ-
25DHBA Y RBZ-26DHBA en ausenciay presenciade METHOCEL™ A15 se llevé a
cabo por medio de un andlisis de varianza (ANOVA) de 2 factores, usando como
variable dependiente el area bajo la curva (ABC) y un valor alfa de 0.05.
Posteriormente, se realiz0 una comparacion multiple de medias (Tukey) para
determinar las diferencias entre los grupos de datos utilizando el software
statgraphics® Centurion 16.2.
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8.- RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y BIOFARMACEUTICA DE LA FASE
SOLIDA RBZ-25DHBA

Difraccion de rayos-X de polvos

Con el objetivo de reproducir la fase sélidaricobendazol-acido 2,5-dihidroxibenzoico
(RBZ-25DHBA) reportada previamente por Millan-Mendoza en el 2013.5° Se obtuvo
esta fase soélidaen relacion estequiométrical:1 (farmaco:coformador) por el método
de molienda mecanoquimica, formacion de pasta (slurry) y reaccion de

cristalizacion.

En la figura 11 se observa el patron de DRXP de las muestras obtenidas por el
método de molienda con y sin disolvente. El patrén de DRXP del producto de
molienda seca (figura 11c) mostr6 unamezcla del cocristal y de materias primas,
por lo que no fue posible obtener una fase pura. Un comportamiento similar se
observo en el sélido obtenido por molienda con aguay acetona como disolventes.
La muestra obtenida en presencia de acetonitrilo (ACN) y metanol (MEOH) result6é
en unafase sin remanente de materias primas (figura 11ley 11g).
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Figura 11. Patron de DRXP de a) RBZ, b) 25DHBA y muestras de molienda de la mezcla
fisica RBZ-25DHBA c) sin disolvente d) ACT, €) ACN, f) H20 y g) MeOH.
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Adicionalmente, se utilizdé la técnica de formacién de pasta para explorar la
obtencion de la fase sdlida RBZ-25DHBA utilizando los disolventes mencionados
anteriormente en el método de molienda, y como se observa en la figura 12 se
obtuvo un sélido sin remanente de materias primas usando ACN. Finalmente, se
seleccion este disolvente para obtener la fase solida por el método de reaccion de
cristalizacion con la finalidad de mejorar la pureza de la fase sélida. Sin embargo,
presentd un bajo rendimiento, por ambas técnicas se obtuvo el sélido esperado
(figura 12cy 129).
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Figura 12. Patrén de DRXP de a) RBZ, b) 25DHBA y muestras obtenidas por c)
reaccion de cristalizacién vy slurry de la mezcla fisica RBZ-25DHBA en presencia d)
MEOH, e)H20, f) ACT y g) ACN.

Conlafinalidad de aumentarla cantidad de fase s6lida RBZ-25DHBA sellevé acabo
el escalado de 50 mg hasta 1 g. En lafigura 12 se muestra el patrén de DRXP de
la busqueda de la fase sélida por slurry en presencia de ACN (figura 12g),
posteriormente se observa en la figura 13 el escalamiento de la fase sélida RBZ-

25DHBA, el cual presentd el mismo patron de difraccion al ya antes reportado (ver
anexo 1).
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Figura 13. Patron de DRXP de a) RBZ, b) 25 DHBA, ¢) RBZ-25 DHBA d) Escalamiento
RBZ-25DHBA mediante slurry.

Anélisis mediante espectroscopia infrarroja

Las materias primas y la fase soélida RBZ-25DHBA fueron analizadas por
espectroscopia IR. Debido a que esta técnica permite detectar los grupos
funcionales en un compuesto mediante la observacion de las bandas caracteristicas

debido a sus movimientosvibracionalesy, ademas, es posible observar cambios en
la vibracion de estos cuando participan en las interacciones intermoleculares. 3233

En la figura 14 se muestra el espectro de IR de RBZ, 25DHBAY de la fase soélida
RBZ-25DHBA, y en la tabla 5 se presenta la asignacion de las vibraciones
correspondientes a los grupos funciones. El espectro de RBZ muestra una banda
de estiramiento asimétrico del grupo carbonilo (C=0) de la amida en 1728 cm-?, el
estiramiento de laamina(N-H) se encuentraen 3167 cmy la bandade estiramiento
del grupo sulféxido (S=0) se encuentraen 1026 cm-1. En el caso del 25DHBA se
muestran bandas del acido carboxilico en 1663 cm! correspondiente al grupo
carbonilo y del grupo hidroxilo (OH) en 1184 cm-1. El hidroxilo fendlico se encuentra
en 3130 cmlcomo unabandaancha. El espectro de lafase RBZ-25DHBA muestra

gue hay un desplazamiento de la banda correspondiente al grupo carbonilo (C=0)
del RBZy del 25DHBA a 1732y 1645 cmt, respectivamente.
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Figura 14. Comparacion de los espectros IR de RBZ (negro), 25DHBA (rosa) y RBZ-
25DHBA (azul).

La espectroscopia IR es unaherramienta atil para discernir entre la formacion de
unasal oun cocristal, dado que, la vibracién del C=0 del grupo acido carboxilico se
encuentra alrededor de 1700 cm ' mientras el ion carboxilato (RCOQ") presenta dos
tipos de vibraciones en las regiones entre 1550-1650 cm-! (asimétrica) y 1350-1450
cm (simétrica) del espectro IR. En este caso, el coformador usado en la obtencién
de lanuevafase presenta un grupo acido carboxilico en su estructura y, porlo tanto,
es posible examinar por esta técnica si el desplazamiento del C=0 se debe a la
formacién del grupo carboxilato (COO-). El espectro IR de la fase RBZ-25DHBA
mostrd que el carbonilo del 25DHBA se desplazé desde 1663 cmt hasta 1645 cm-
1, lo que corresponderia a la formacion del ion carboxilato de acuerdo con el criterio
anterior, sin embargo, no hay una banda intensa en la region de la vibracion
simétrica (1350-1450 cm1) y, por lo tanto, no es convincente si el producto obtenido
corresponderia a una sal o a un cocristal. Usando la regla del ApKa (ApKa =
pKal[base protonada] — pKalacido]), que permite establecer si es probable la
formacién de unasal o un cocristal, se obtuvo un valor de ApKa= 0.4 (el pKa de
RBZ reportado es 3.5 y el del 25DHBA es de 3.01), indicando que es posible tanto
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la formacién de una sal o de un cocristal.51:5253 Estas posibilidades se deben

corroborar con el analisis de difraccién de rayos-X de monocristal.>*

Tabla 5. Andlisis de las vibraciones de IR de materias primas y fase sélida RBZ-

25DHBA.
Grupo RBZ 25DHBA RBZ-25DHBA Asignacion

c=0 1728 1663 1732-1645 Estiramiento
asimetrico

S=0 1026 - 1006 Estiramiento
simétrico

C-H 2970-2950 - - Estiramiento
asimeétrico

CH: 1466 - - Tension

CHs 1368-1447 - - Tensién

c=C 1632 1598 - Estiramiento

(aromético) asimétrico
C-O - 1438 - Estiramiento
(C=0)-OH - 1184 1226 Deformacion en

el plano

OH - 3130 3057 Estiramiento
simétrico

N-H 3167 - 3405 Estiramiento
asimétrico

Andlisis térmico

Termogravimetria

El andlisis térmico es usado en el &rea farmacéutica para monitorear la formacion

de nuevas formas sélidas debido a que el comportamiento térmico de los productos

obtenidos es diferente en comparacion con los componentes de partida.

La figura 15, ilustra el comportamiento termogravimétrico del RBZ, 25DHBAYy la

NFS RBZ-25DHBA. El termograma TG del RBZ muestra una descomposicion en

dos etapas, la primera pérdida se observo en 215 °C (29 %) y una segunda en 307

°C que corresponde al 17% (Tabla 6). En caso del acido 2,5-dihidroxibenzoico se

lleva a cabo en una sola etapa a 206 °C con una pérdida del 99% de masa,

indicando la sublimacién de este compuesto. La fase RBZ-25DHBA presenta una
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pérdida de masa en dos etapas, la primera iniciaen 184 °C con un porcentaje de
pérdida del 37% y se asocia a la liberacion del 25DHBA ya que el porcentaje
esperado para el coformador corresponde al 35%. Posteriormente, la segunda
etapa de pérdida de masa se atribuye a la descomposiciéon del RBZ (Tabla 6). El
comportamiento termogravimétrico de las materias primas, asi como de la fase
sélida de RBZ-25DHBA se analiz6 con el uso de la primera derivada de los

termogramas (ver anexo 3).

— RBZ
= 25DHBA
—— RBZ-25DHBA

100 -

80

60 -

% Peso

40-

20

b)

150 200 250 300 350 400
Temperatura (°C)

Figura 15. Curvas TG de a) RBZ, b) 25DHBAy c) nueva fase sélida RBZ-25DHBA.

Tabla 6. Andlisis de DTG de las materias primas y de la fase solida generada.

Temperatura %Pérdida de Evento
(°C) peso
RBZ 215 29 Descomposicion del RBZ en
307 17 dos etapas
25DHBA 206 99 Sublimacion del coformador
RBZ- 184 37 Liberacion del 25DHBA vy
25DHBA descomposicion del RBZ
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Calorimetria diferencial de barrido

Enlafigura 16 se muestralacurvaDSC de lafase RBZ-25DHBA, donde se observa
un evento endotérmico a 175°C que corresponde al punto de fusion del solido
seguido de un evento de descomposicion de la fase (184 °C). Este comportamiento
es diferente con las materias primas, por ejemplo, el RBZ presenté un pico
endotérmico a 219°C que se asocia a un proceso de fusion/descomposicion. Por
otro lado, el termograma del &cido 2,5-dihidroxibenzoico presenté una endoterma a
206°C que se atribuye a la sublimacion del coformador (tabla 7).

I — RBZ-25DHBA |
oof———— 3
-5.8 )

-17.4] —— 25DHBA

—RBZ |

100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temperatura (°C)

Flujo de Calor W/g

Figura 16. Curva DSC de RBZ (negro), 25DHBA (rosa) y RBZ-25DHBA (azul).

Tabla 7. Andlisis DSC de las materias primas y la fase sélida RBZ-25DHBA

Temperatura (°C) Evento
RBZ 219 Fusién-descomposicion
25DHBA 206 Sublimacion
RBZ-25DHBA 175 Fusion-descomposicion
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EVALUACION BIOFARMACEUTICA

Estabilidad indicativa

Uno de los pardmetros importantes durante el proceso de formulacion de farmacos
es evaluar factores que afectan su estabilidad bajo condiciones de almacenamiento
tales como la temperatura, humedad y luz. En nuestro pais, la norma NOM-073-
SSA1-2015 de estabilidad de farmacos y medicamentos menciona que los estudios
de estabilidad son una evidencia cientifica que permiten asignar o confirmar los
periodos de caducidad (vida atil) o de reanalisis, tiempos de permanencia a granel
o productos intermedios almacenados durante el proceso.>® Los estudios de
estabilidad pueden realizarse de dos maneras (acelerada y a largo plazo). La
primera son estudios los cuales estan disefiados bajo condiciones extremas de
almacenamiento y estabilidad.

En este trabajo de investigacién, se llevd a cabo un estudio de estabilidad indicativa
para evaluar la integridad fisica y quimica de las materias primas y la nuevafase
s6lida RBZ-25DHBA bajo condiciones de temperaturay humedad controlada. Tales

como: 40 °C calor seco, 50°C calor secoy 40 °C, 75 % HR.

Enlafigural7, 18y 19 se observa el patrén de DRXP de RBZ,25DHBA y la nueva
fase solidaRBZ-25DHBA, respectivamente, en comparacion con el patrén de DRXP
de las muestras provenientes del estudio de estabilidad. En todos los casos, el
patron de DRXP de las muestras de estabilidad bajo condiciones de estrés térmico
y humedad mostraron picos de difraccion caracteristicos de los sdlidos de
referencia,demostrando que no existe cambio fisico y que los sélidos cristalinos son

fisicamente estables bajo las condiciones estudiadas aqui.
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2 Theta

Figura 17. Patron de DRXP de a) RBZy
muestras de estabilidad de RBZ al b y ¢) 40 °C
calor seco, dy e) 40 °C y 75 % HR calor himedo

y fyg) 50 °C calor seco.

|
F‘W ; Ol hl | f A | e)
Lt

A NS N VW O\ N Y

l
ﬁ v’.‘ | I d)

o s L AL AL \__\A\__M_N\«w
i b)

_ \%‘~_—J,JM__NJ A @L& [N N S SN I

a)

" T T T T T T )
5 10 15 20 25 30 35 40
2 Theta

Figura 18. Patron de DRXP de a) 25DHBA y
muestras de estabilidad de 25DHBA alby c) 40 °C
calor secody e) 40 °Cy 75 % HR calor htumedo y fy
g) 50 °C calor seco.
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Figura 19. Patron de DRXP de a) RBZ, b) 25DHBA, ¢)
RBZ-25DHBA y muestras de estabilidad de RBZ-
25DHBA al dy e) 40 °C calor seco, fyg) 40 °Cy 75 %

HR calor humedo y hy i) 50 °C calor seco.
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Estabilidad de fase en solucién

La estabilidad de fase es la capacidad que tiene el cocristal de estar en contacto
con alguna solucién acuosa sin sufrir una transformacién fisica. El estudio de
estabilidad de la fase solida RBZ-25DHBA se realizd en tres soluciones con
diferente valor de pH con la finalidad de simular condiciones relevantes del tracto

gastrointestinal (pH 1.2, pH 4.5 y pH 6.8) y adicionalmente, para evaluar el efecto
de los componentesionizables.

La estabilidad fisica se monitore6 por DRXP y los resultados se presentan en las
figuras 19, 20 y 21. En la figura 20 se observé que la NFS RBZ-25DHBA no sufre
transformacion fisica en la solucién acuosa pH 1.2 hasta las 24 horas, dado que el
sélido recuperado muestra picos de difraccidén del sélido inicial. Sin embargo, al
estar en contacto con el medio acuoso pH 4.5 (figura 21) la fase es fisicamente
inestable, ya que en los difractogramas se mostrd que existe una transformacion de
fase mediada por la solucién hacia el farmaco de partida a partir del minuto 1. Un
comportamiento similar se observé en la soluciéon amortiguadorapH 6.8 (figura 22),
donde a partir del minuto 1 se observan picos de difraccion de RBZy la NFS RBZ-
25DHBA, lo cual demuestra que sufre transformacion de fase en solucién. La
existencia de ambas fases solidas en equilibrio se mantuvo hasta 1 h y a partir de
este tiempo la conversion total al farmaco puro fue observada. Estos resultados
demostraron que lafase RBZ-25DHBA sufre transformacion de fase en solucion pH-
dependiente,debidoa la capacidad de solubilizacién de los componentesde lafase

solida.
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Acido clorhidrico (HCI) pH 1.2 Buffer de acetatos pH 4.5
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Figura 20. Patron de DRXP de a) RBZ, b) 25DHBA, Figura 21. Patron de DRXP de a) RBZ, b)
¢) RBZ-25DHBA, y muestras de estabilidad de la 25DHBA, ¢) RBZ-25DHBA, y muestras de
fase RBZ-25DHBA al d) 1 min, e) 5 min, f) 30 min, g)  estabilidad de la fase RBZ-25DHBA al d) 1 min, e)
1h,h)3h,i)6h,j) 12 hyk)24h. 5min, f)30 min, g) 1 h, h) 3 h, i) 6 h, j) 12 h.

Buffer de fosfatos pH 6.8

‘2 theta

Figura 22. Patron de DRXP de a) RBZ, b) 25DHBA, c)
RBZ-25DHBA, y muestras de estabilidad de la fase
RBZ-25DHBA al d) 1 min, €) 5 min, f) 30 min, g) 1 h,
h)3h,i)6h,j)) 12hyk)24h.

44




Validaciéon del método analitico para la cuantificacién de RBZy 25DHBA

Para cuantificar RBZ y 25DHBA provenientes de las pruebas de disolucion se
desarroll6 un método analitico por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC,
por su terminologia en inglés),dado que no fue posible cuantificar los analitos por
espectrofotometria UV-vis por la interferencia en la longitud de onda de absorcion
del RBZ (ver anexo 5).

Los parametros de desempefio que se validaron fueron: adecuabilidad del sistema
cromatografico, linealidad, precision, exactitud, especificidad, limite de deteccion,y
limite de cuantificacion con base en la guia de validacién de métodos analiticos del

colegio nacional de quimicos farmacéuticos biélogos, A.C.56

La adecuabilidad del sistema se realiz6 analizando una solucion de farmaco y
coformador con una concentracion de referenciade 30 pg/mL por quintuplicado. El

criterio de aceptacion indica que el coeficiente de variacion debe ser menoral 3%y
el método es adecuado de acuerdo con este criterio (anexo 6).

La linealidad, precision se evaluo preparando curvas de cuantificacion por triplicado
por 3 dias, con seis concentraciones sin incluirel cero. Se calcul6 el coeficiente de
determinacion (r?), el intercepto (B0) y la pendiente (B1) a partir del analisis de
regresion para evaluarla linealidad. La precision y repetibilidad se determin6 con el
coeficiente de variacién (C.V) de la respuesta analitica (FR) por triplicado en cada
dia.
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Area

En lafigura 23 se muestran los datos obtenidos de la validacion de linealidad para
el RBZ (figura 23a) y el 256DHBA (figura 23b) con valores de coeficiente de

determinacion (r> =2 0.999), es decir, ambos analitos cumplen con el criterio de

aceptacion.
Ricobendazol Acido 2,5-dihidroxibenzoico
1.2E+09 500000000 | = 9E+06x + 368999

1E+09 y = 2E+07x + 1E+06 450000000 R? = 0.9999
R2 =0.9999 400000000
800000000 350000000
,, 300000000
600000000 \ g 250000000
200000000
400000000 150000000
200000000 100000000
50000000
0 0

0 20 40 60 0 10 20 30 40 50

Concentracién (pg/mL) Concentracién (ug/mL)

a) b)

Figura 23. Curva de regresion ajustada de a) RBZ y b) 25DHBA.

Para la validacion de la precision se determin6 el coeficiente de variacion de cada
concentracion delacurva de calibracion, la guia de validacion indicagque un método
es preciso cuando tienen un CV% menor al 2%. En latabla 8 se muestran los datos
obtenidos de la precision del método para ambos analitos, donde se observa que
cumplen con los criterios de aceptacion con un CV<2% en todas las

concentraciones.
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Tabla 8. Determinacion de la precision del método de cuantificacion de RBZy 25DHBA.

Ricobendazol Acido 2,5-dihidroxibenzoico
[ug/mL] Area FR CV% [ug/mL] Area FR CV%
5 98422939 19684587.8 5 43521937 8704387.4
5 101293003 20258600.6 5 44618190 8923638
5 100118724 20023744.8 1.44 5 44378315 8875663 1.30
10 201136672 20113667.2 10 89375784 8937578.4
10 202604153 20260415.3 10 89850347 8985034.7
10 202664778 20266477.8 0.43 10 90802628 9080262.8 0.81
20 405743626 20287181.3 20 176471716 8823585.8
20 398538785 19926939.3 20 179065998 8953299.9 1.23
20 403579702 20178985.1 0.92 20 180830414 9041520.7
30 590893871 19696462.4 30 263592302 8786410.07
30 599398063 19979935.4 30 267351774 8911725.8
30 598876652 19962555.1 0.80 30 266739309 8891310.3 0.76
40 788736217 19718405.4 40 350520925 8763023.13
40 800589595 20014739.9 40 356094463 8902361.58
40 795081641 19877041.0 0.75 40 354349615 8858740.38 0.81
50 997328472 19946569.4 50 443997705 8879954.1
50 991346632 19826932.6 50 442694074 8853881.48
50 1006111327 20122226.5 0.74 50 447745849 8954916.98 0.59
Promedio 20008081.50 Promedio 8895960.81
Desviacion estandar 199065.27 Desviacion estandar 93336.33
CVv 0.99 CVv 1.05

El limite de deteccion (LD) y cuantificacion (LC) fueron determinados a partir de la
pendiente (31)y el intercepto (80) a partir del andlisis de regresion lineal de la curva

de cuantificacion, de acuerdo con las siguientes ecuaciones.

intercepto intercepto

LD= 3.3 LC= 10

pendiente pendiente

Enlatabla 9 se observan los resultados obtenidos,donde, el limite de cuantificacion
establece la concentracion minimadel analito de interés que puede ser cuantificable
por el método y que se encuentra dentro del rango donde existe proporcionalidad

entre la concentracion y la respuesta del equipo.>®
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Tabla 9. Limite de deteccién y cuantificacién del método analitico para cuantificacion de
RBZy 25DHBA.

[Hg/mL] Area
RBZ 25DHBA RBZ 25DHBA
Limite de 0.25 0.25 7835414.75  2825893.80
deteccion
Limite de 0.77 0.75 18034499.77 7268997.41

cuantificacion

La especificidad se evaluo inyectando muestras de RBZ y 25DHBA individuales y

a

partir de la mezcla fisica, con lafinalidad de identificar cambios cuando se analicen

las muestras provenientes de la disolucion de la nueva fase sélida. En la figura 24

se ilustran los tiempos de retencion de RBZ (2.9 minutos)y 25DHBA (1.4 minutos),

en ambos analitos el tiempo de retencién es similar para una muestraindividual y

partir de la mezcla fisica.

a) RBZ c) 25DHBA

- = ﬁ

i
\
Lo
|\

Vf/

b) RBZ (RBZ-25DHBA) d) 25DHBA (RBZ-25DHBA)
Figura 24. Cromatogramas de RBZ (292 nm) puro (a) y a partir de la mezcla fisica (b),
25DHBA (320 mn) puro (c) y a partir de mezcla fisica (d).

a
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Constante eutéctica y ventaja de solubilidad

A partir de la cuantificacion de las concentraciones del farmaco y coformador en el

punto eutéctico, es decir, donde el farmaco y la fase sélida RBZ-25DHBA estéan en

equilibrio en solucién se determin la constante eutéctica del cocristal y la identidad

de las fases sélidas en equilibrio se demostr6 por el anélisis de DRXP de muestras

obtenidas a las 24 h en soluciones acuosas con valor de pH 1.2 y 6.8 (figura 25y

26), donde, se observan picos de difraccion correspondientesal RBZ y la fase RBZ-

25DHBA en equilibrio en las dos soluciones estudiadas.

| |
\ | ‘ M|
Mo A M e)

R N RSN W,

2 Theta

Figura 25. Patrén de DRXP de a) RBZ, b)
25DHBA, c) RBZ-25DHBA, d, e y f) RBZ/RBZ-
25DHBApH 1.2.
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Figura 26. Patrén de DRXP de a) RBZ, b)
25DHBA, C) RBZ-25DHBA, d, e y f) RBZ/RBZ-
25DHBA pH 6.8.

Unavez alcanzado el equilibrio se determinaron las concentraciones de farmaco y

coformador y ademas se midio el pH al finalizar el experimento (ver anexo 8). La

constante eutéctica (Keu) se calculd usando la siguiente ecuacion para un cocristal

de estequiometria 1:1 y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 10.

[coformador],,

eu —

[farmaco],,

ocristal — (SA)Z

S farmaco
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La Keu determinada a pH 1.2 fue de 0.55 mientras que a pH 6.8 fue de 26.95. De
acuerdo con lo reportado en la literatura para fases cocristalinas, cuandolaKeu< 1
el cocristal es menos soluble que el farmaco , a valores de Keu =1 el cocristal es

igual de soluble y si la Keuw > 1 el cocristal es mas soluble.4”®

Porlotanto, a pH 6.8 lafase RBZ-25DHBA tiene unamayor solubilidad y de acuerdo
con el comportamiento de cocristales con Keu mayor 1, puede ocurrir el fenémeno
de transformacion de fase mediada por la solucidn y probablemente se induzcala
precipitacion de la forma menos soluble del farmaco durante el proceso de
disolucion bajo condiciones supersaturadas (no-sink). Adicionalmente, a partir de
los datos obtenidos se determind la ventaja de solubilidad, donde la ventaja de
solubilidad determinada a pH 6.8 fue mayor (5.19) comparada con la solucion pH
1.2 con un valorde 0.74 (tabla 10).

Tabla 10. Concentracion eutéctica, constante eutéctica (Keu) y ventaja de solubilidad (SA)
de la fase RBZ-25DHBA.

pH [RBZJeumM  [25DHBA]eu
mM Keu SA

1.2 7.458 +0.091 4.105 + 0.026 0.550 + 0.005 0.741 + 0.003

6.8 0.379 £0.014 10.211+0.161 26.952+ 0.740 5.191 +0.071

Disolucién de polvos bajo condiciones no-sink

La disolucion de polvos bajo condiciones no-sink se utiliza para estudiar las
condiciones de supersaturacion de un farmaco. Un cocristal o una sal son fases
sélidas que pueden inducir la supersaturacion, es decir, incrementan la
concentracion por encimadel valor de la solubilidad en equilibrio del farmaco puro

al ser fases solidas con una disolucion rapida se tiene el riesgo de generar la
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reprecipitacion del farmaco porque ese estado de alta concentracion es
termodinamicamenteinestabley tiende a reprecipitar la forma menos soluble. El uso
de tensoactivos y polimeros se han empleado para controlar la disolucion de los
cocristales, la supersaturacion del farmaco y la precipitacién (DSP por sus siglas en
inglés) donde se ha demostrado que la ventaja de solubilidad depende de la
solubilizacién del farmaco por aditivos, por lo que se cree que esta propiedad del
cocristal permite la seleccion de excipientesque controlen laDSP, ya que la ventaja

de solubilidad representala fuerzaimpulsorade la precipitacion del farmaco durante
la disolucién del cocristal.

En la figura 27 se observa el perfil de disolucion de RBZ puro y de la nueva fase
sOlida RBZ-25DHBA en buffer de fosfatos pH 6.8 bajo condiciones no-sink. El
ricobendazol alcanzé una concentracion maxima (Cmax) de 0.12 mg/mL y se
mantuvo durante los 90 min del experimento. El perfil de disolucién fue mejorado
por la nuevafase RBZ-25DHBA ya que alcanzé una Cmax = 3.17 mg/mL, es decir,
26 veces mas que el farmaco. La fase RBZ-25DHBA gener6 un estado
supersaturado, descrito en la literatura como el efecto resorte-paracaidas.>’ Sin
embargo, la alta concentracion generada por esta fase disminuye gradualmente
hasta los 30 min. La disminucién de la concentracién de RBZ se atribuye a la
precipitacion de RBZ puro, tal como lo indica el analisis por DRXP de los solidos
residuales recuperados después de los experimentos de disoluciéon (anexo 13). En
este ultimo analisis se observo a partir del minuto 2 una transformacion de fase
mediada por la solucidn al farmaco original y se observé unamezcla de farmaco y
de la fase estudiada hasta los 30 min de la prueba que coincide con el perfil de

disolucién obtenido, después de los 30 min se observd una conversion completa a
la forma menos soluble de RBZ.

Se hareportado que la supersaturacion alcanzada a partir de dispersiones solidas
amorfas, sales y cocristales se puede prolongar con la adicion de excipientes
poliméricos. Recientemente, en el grupo de investigacion se observé que el
polimero metilcelulosa generd y mantuvo concentraciones supersaturadas a partir

de formas cocristalinas de nitazoxanida.>® Con el propésito de evaluar el efecto de
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un excipiente polimérico en el perfil de disolucion de la fase so6lida RBZ-25DHBA,
se selecciond el polimero metilcelulosa (METHOCEL™ A15) donde en un estudio
reciente se observd por el método de solvent-shift que es capaz de retardar la
precipitacion de albendazol (ABZ) en solucién acuosa.>® Y debido a la similitud
estructural de RBZ con ABZ se realizaron pruebas de disolucién de polvos en
presencia de METHOCEL™ A15 predisuelto al 0.5% p/v.

En comparacién con los perfiles de disolucion en ausencia de polimero, en
presenciade METHOCEL™ A15 predisuleto en el medio de disolucién RBZ mostré
un aumento en la solubilizacién alcanzando una concentracion maxima (Cmax) de
0.21 mg/mL, aproximadamente 1.75 veces mas. El mejor efecto del polimero se
observo en el perfil de disolucion de la fase sé6lida RBZ-25DHBA, ya que prolongé
el estado de supersaturacion durante 90 min. Los sélidos residuales después de la
disolucion en presencia de METHOCEL™ A15 fueron analizados por
espectroscopia IR (anexo 14), donde se observa que hasta los 60 min hay una
mezcla de bandas caracteristicas del farmaco y la nuevafase sélida. El polimero
retarda parcialmente la conversion de la nueva fase sélida a la fase menos soluble
del RBZ, y mantiene la supersaturacion.
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Figura 27. Perfil de disolucién de polvos de RBZ puro y RBZ-25DHBA en ausencia y
presencia de METHOCEL™ A15 predisuelto al 0.5% p/v en buffer de fosfatos pH 6.8.
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8.2 CARACTERIZACION FISICOQUIMICA Y BIOFARMACEUTICA DE LA FASE
SOLIDA RBZ-26DHBA

Difraccion de rayos-X de polvos

En el trabajo previo en el grupo de investigacion llevado a cabo por Millan -Mendoza,
ademas de la fase solida de ricobendazol con &cido 2,5-dihidroxibenzoico se obtuvo
unanueva fase solida de RBZ con el acido 2,6-dihidroxibenzoico en unarelacion
molar 1:1 (RBZ-26DHBA). Esta nueva fase sélida se sintetizo por el método de

molienda mecanoquimicay formacion de pasta (slurry) y se caracterizé por DRXP.
Los resultados se describen a continuacion.

En la figura 28 se observa el patron de DRXP de las muestras obtenidas por el
meétodo de molienda con y sin disolvente. La molienda seca demostré reproducir la
fase soélida antes reportada (figura 28c), un comportamiento similar se observo en
el sélido obtenido por molienda asistida con disolvente (figura 28d, 28e, 28f, 289).
La fase sdlida RBZ-26DHBA fue obtenida por la técnica de formacién de pasta
donde se muestran los picos de difraccion correspondientes a la fase previamente

obtenida por el método de molienda (figura 29).
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Figura 28. Patron de DRXP de a) RBZ, b) 26DHBA, y muestras de molienda de la mezcla
fisica RBZ-26DHBA, c) sin disolvente, d) MeOH, e)H20,f) ACNy g) ACT.
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Figura 29. Patron de DRXP de a) RBZ, b) 26DHBA y muestras obtenidas por slurry

usando ¢) MEOH, d) H20, e) ACT y f) ACN.

Se decidio escalar la fase sélida RBZ-26DHBA mediante la técnica de molienda
asistida por disolvente usando agua, debido a que es el disolvente universal mas
utilizado y es mas amigable con el medio ambiente. En la figura 30 se muestra el
patron de DRXP de la muestra obtenida del escalamiento de la fase sélida hasta 1
g donde se observa que el patrén resultante es similar al reportado (anexo 2) y es

diferente a las materias de partida (figura 30d).
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Figura 30. Patron de DRXP de a) RBZ, b) 26DHBA, ¢) RBZ-26DHBA, d) RBZ-26DHBA
escalamiento mediante molienda asistida por disolvente (agua).
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Analisis mediante espectroscopia infrarroja

Enlafigura 31 se muestra el espectro IR de RBZ,26DHBAY de lafase s6lida RBZ-
26DHBA y en la tabla 11 se presenta la asignacion de las vibraciones
correspondientesalos grupos funciones. El espectro IR de RBZ muestra unabanda
de estiramiento asimétrico del grupo carbonilo (C=0) de la amida en 1728 cm?
mientras que el espectro IR de 26DHBA muestra bandas correspondientes al grupo
carboniloen 1678 cm™, en el espectro de la fase sélida RBZ-26DHBA se observa
un desplazamiento de la banda correspondiente al grupo que el grupo carbonilo
(C=0) a 1752 cmly 1644 cm'1 pertenecientes al RBZy 26DHBA, respectivamente.
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Figura 31. Comparacion de los espectros IR de RBZ (negro), 26DHBA (rosa) y la fase
RBZ-26DHBA (azul).
Como se menciond anteriormente en el analisis espectroscépico de la fase sélida
RBZ-25DHBA; la vibracion del C=0 del grupo &cido carboxilico se encuentra
alrededor de 1700 cm-l, mientras que el ion carboxilato (RCOO") presenta
vibraciones asimétricas en 1650-1550 cm y simétricas en la region 1350-150 cmr
1. En este caso, el coformador usado en la obtencién de la nueva fase presentaun

grupo acido carboxilico en su estructuray, porlo tanto, es posible examinar por esta
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técnica si el desplazamiento del C=0 se debe a la formacion del ion carboxilato
(COO). Elespectro IR de la fase RBZ-26DHBA mostré que el carbonilo del 26HBA
se desplazé desde 1678 cm! hasta 1644 cmt; ademas se observa una vibracién
intensa en 1391 cm-1 que de acuerdo con el criterio anterior corresponderia a la
vibracion simétrica del ion carboxilato, indicando por lo tanto que el producto
obtenido corresponderia a una sal. Este andlisis esta soportado por un reporte
previo acerca del comportamiento espectroscopico de una sal de albendazol con
acido 2,6-dihidroxibenzoico.>* Adicionalmente, con lafinalidad de estimar la posible
formacion de unasal o un cocristal se determin6 el ApKa. El pKa de RBZ es de 3.5
y el del 26DHBA es de 1.30 dando un valor de ApKa = 2.2. Es por lo que la
probabilidad formacién de unasal o cocristal.>152:53 Para afirmar que se trata de una
sal o un solido cocristalino es necesario el analisis de difraccion de rayos-X de
monocristal.

Tabla 11. Andlisis de las vibraciones en el espectro IR de materias primas y la fase sélida

RBZ-26DHBA.
Grupo RBZ 26DHBA RBZ-26DHBA Asignacién
C=0 1728 1678 1752 Estiramiento
1644 asimétrico

S=0 1026 - 1022 Estiramiento
simétrico

OH - 3473 3470 Deformacion en el
plano

N-H 3397 - 3104 Estiramiento
asimétrico

Analisis térmico
Termogravimetria

En lafigura 32, se ilustra el comportamiento termogravimétrico del RBZ, 26DHBA
y la NFS RBZ-26DHBA. Al comparar los termogramas obtenidos se observa que el
comportamiento térmico de la fase RBZ-26DHBA es diferente a los materiales de

partida. El termograma TG del acido 2,6-dihidroxibenzoico muestra una pérdida del
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93% de masa, indicando la sublimacion de este compuesto a 136 °C. La fase RBZ-
26DHBA presenta una pérdida de masa en dos etapas, la primera iniciaen 187 °C
con un porcentaje de pérdida del 42% y se asocia a la liberacién del 26DHBA.
Posteriormente, la segunda etapa de pérdida de masa se observa a 245 °C la cual

se atribuye a la descomposicion del RBZ (Tabla 12).
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Figura 32. Curvas TG de a) RBZ, b) 26DHBAY c) fase so6lida RBZ-26DHBA.

Tabla 12. Andlisis DTG de las materias primas y NFS.

Temperatura %Pérdida de peso Evento
(°C)
RBZ 215 16 Descomposicién  del
307 23 RBZ en dos etapas
Sublimacion del
26DHBA 136 93 coformador
Liberacion del
RBZ-26DHBA 187 42 26DHBA y
245 descomposicion  del
RBZ
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Calorimetria diferencial de barrido

Enlafigura 33y tabla 13 se presenta la curva DSC y el analisis térmico de la fase
RBZ-26DHBA, comparado con el farmaco y el coformador. El s6lido RBZ-26DHBA
mostré un pico endotérmico a 195°C que corresponde a un proceso de
fusién/descomposicion de esta fase solida. Este comportamiento es diferente con
las materias primas, por ejemplo, el RBZ presentd un proceso de
fusién/descomposiciéon en 219 °C. Por otro lado, el acido 2,6-dihidroxibenzoico
presentd unaendoterma a 172 °C que se atribuye a la sublimacion del coformador

de acuerdo con lo observado en el andlisis termogravimétrico.

RBZ-26DHBA |

e

26 DHBA

Flujo de Calor W/g

-3.3F

aal — RBZ |

100 150 200 250 300 350 400 450 500
Temperatura (°C)

Figura 33. Curva DSC de RBZ (negro), 26DHBA (rosa) y RBZ-26DHBA (azul).

Tabla 13. Andlisis de datos DSC de la fase RBZ-26DHBA y materias primas.

Temperatura (°C) Evento
RBZ 219 Fusion-Descomposicion
26DHBA 172 Sublimacion
RBZ-26DHBA 195 Fusién-Descomposicion
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EVALUACION BIOFARMACEUTICA
Estabilidad indicativa

En la figura 34 se observa el patrén de difraccién de la fase sélida RBZ-26DHBAy
de las muestras de estabilidadindicativaen diferentes condiciones de estrés térmico
y humedad relativa. La fase RBZ-26DHBA no presenté ningun cambio fisico bajo
las tres condiciones estudiadasy se observa un patron de difraccion similarala fase
sélida antes de la prueba de estabilidad. Un comportamiento diferente se observa
en los resultados de la estabilidad del coformador (acido 2,6-dihidroxibenzoico), en
las condiciones con ausencia de humedad relativa a 40 y 50 °C y calor seco se
muestra un patrén con nuevos picos de difraccion; esto se puede atribuir a que la
materia prima estaba en su forma hidratada y sufre un proceso de deshidratacion
bajo estas condiciones. Caso contrario, cuando la muestra se resguardo bajo una
humedad relativa del 75% se mantuvo la fase hidratada ya que tiene un patron de
DRXP similar al sélido de partida (figura 35). Este resultado estd en concordancia
con el resultado previo observado en la curva DSC del coformador, donde existe un
pico endotérmico antes de los 100°C, que se asocia con un evento de
deshidratacion.
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Figura 34. Patron de DRXP de a) RBZ, b)
26DHBA, C) RBZ-26DHBA, muestras de
estabilidad de lafase RBZ-26DHBA ady e) 40
°C calor seco, fyg) 40 °Cy 75 % calor hiumedo,

h v i) 50 °C calor seco.

Figura 35. Patrén de DRXP de a)
26DHBA, muestra de estabilidad de
26DHBA en by c) 40 °C calor seco, d y e)
40 °C y 75 % HR calor humedo fy g) 50 °C

calor seco
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Estabilidad de fase en solucién

En lafigura 36 se observa que laNFS RBZ-26DHBA no sufre transformacion fisica
en medio acuoso pH 1.2 hasta las 24 h, dado que el sélido recuperado muestra
picos de difraccidn similares a la fase solida de partida. Un comportamiento similar
se observo al estar en contacto con el medio acuoso pH 4.5 (figura 37) la fase es
fisicamente estable, ya que en los difractogramas se muestra que no existe una
conversion a las materias primas. Sin embargo, se observd un comportamiento
distinto en la solucién amortiguadora pH 6.8 (figura 38), donde a partir del minuto
30 se observan picos de difraccion del RBZ y la fase sélida RBZ-26DHBA, es decir,
la nueva fase sélida sufre transformacion de fase mediada por la solucion. La
existencia de ambas fases sélidas en equilibrio en solucién se mantuvo hastal hy
a partir de este tiempo la conversion completa al farmaco purofue observada. Estos
resultados demuestran que la fase RBZ-26DHBA sufre transformacion fisicade fase

en solucién pH-dependiente.

Acido clorhidrico (HCI) pH 1.2 Buffer de acetatos pH 4.5
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Figura 36. Patrén de DRXP de a) RBZ, b) Figura 37. Patrén de DRXP de a) RBZ, b)

26DHBA, c) RBZ-26DHBA y muestras obtenidas 26DHBA, ¢) RBZ-26DHBA y muestras obtenidas

posterior a la estabilidad de faseal d) 1 min,e)5  posterior a la estabilidad de fase al d) 1 min, €) 5

min, f) 30 min, g) 60 min, h) 3 h,)) 6 h, ) 12hyk)  min, f) 30 min, g) 60 min, h) 3 h, i) 6 h, j) 12 h y k)
24 h. 24 h.
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Buffer de fosfatos pH 6.8
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Figura 38. Patrén de DRXP de a) RBZ, b) 26DHBA, ¢)
RBZ-26DHBA y muestras obtenidas posterior a la
estabilidad de fase al d) 1 min, €) 5 min, f) 30 min, g)
60 min, h) 3 h,i) 6 h, j) 12 h y k) 24 h.

Validacion de método analitico HPLC parala cuantificacion de RBZy 26DHBA

El primer parametro de desempefio validado para cuantificar RBZ y 26DHBA fue
adecuabilidad del sistema cromatografico, cumpliendo con los criterios de
aceptacion con un valor <2% (ver anexo 5). En la figura 39 se muestran los datos
obtenidos de linealidad parael RBZ (figura 39 a) y el 26DHBA (figura 39 b) con un
valor de coeficiente de determinacion (r2 2 0.999), es decir, ambos analitos cumplen
con el criterio de aceptacion. En la tabla 14 se muestran los datos obtenidos de la
precision a partir de la respuesta analitica (FR) del método para ambos analitos,

donde se observa que cumplen con los criterios de aceptaciéon con un CV<2% en

todas las concentraciones.
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Ricobendazol Acido 2,6-dihidroxibenzoico
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Figura 39. Curva de regresion ajustada de a) RBZ y b) 26DHBA.

Tabla 14. Determinacioén de la precision del método de cuantificacion de RBZy 26DHBA.

Ricobendazol Acido 2,6-dihidroxibenzoico
[Mg/mL] Area FR CV% [ug/mL] Area FR CV%
S 113327809 | 22665561.8 3) 35802775 7160555
5 113107079 | 22621415.8 5 35711752 7142350.4
5 114318302 | 22863660.4 | 0.57 5 36223252 7244650.4 | 0.76
10 232913511 | 23291351.1 10 73481884 7348188.4
10 230828695 | 23082869.5 10 73017676 7301767.6
10 231374787 | 23137478.7 | 0.47 10 73228593 7322859.3 | 0.32
20 471969304 | 23598465.2 20 148486513 7424325.6
20 472840825 | 23642041.3 20 149481546 7474077.3
20 472374949 | 23618747.5 | 0.09 20 149077201 7453860.0 | 0.34
30 696223748 | 23207458.3 30 219767269 7325575.6
30 699968581 | 23332286.0 30 221363406 7378780.2
30 674921732 | 22497391.1 | 1.96 30 214067324 7135577.4 | 1.76
40 938622213 | 23465555.3 40 295976024 7399400.6
40 941542590 | 23538564.8 40 296990401 7424760.0
40 928053158 | 23201329.0 | 0.76 40 292977495 7324437.3 | 0.71
50 1171042862 | 23420857.2 50 369259707 7385194.1
50 1167284463 | 23345689.3 50 368559599 7371191.9
50 1171421901 | 23428438.0 | 0.20 50 369176357 7383527.1 | 0.10
Promedio 23320568.1 Promedio 7363568.19
Desviacion estandar 287352.071 Desviacion estandar 80581.73
(oAY] 1.23 cVv 1.09
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Se muestra en la tabla 15 el limite de deteccion y cuantificacion para RBZ y
26DHBA. EI limite de deteccion determinado para RBZ fue de 0.35 pg/mL y 0.31
ug/mL para 26DHBA, este valor indica la concentraciéon minima del analito que
puede ser detectada, pero no necesariamente cuantificada. Mientras que el limite
de cuantificacion obtenido fue de 1.06 para RBZ y 0.94 para 26DHBA, este
parametro evalGa la concentracion minima del analito que se puede determinar con

precision y exactitud aceptables.®0

Tabla 15. Limite de deteccién y cuantificacion del RBZ y 26DHBA.

[Hg/mL] Area
RBZ 26DHBA RBZ 26DHBA
Limite de 0.35 0.31 6462858.84 1859338.44
deteccion
Limite de 1.06 0.94 23010890.14 6489933.38

cuantificacion

En figura 40 se muestran los cromatogramas para RBZ y 26DHBA, a partir de
muestras individualesy a partir de la mezcla fisica, con un tiempo de retencion de
3.5 min para el farmaco y 2.8 min para el coformador. En ambos analitos el tiempo
de retencion no se modifica por la presencia adicional del farmaco o coformador, y
el método analitico y el método analitico desarrollado en especifico para la
cuantificacion de estos, es decir, no existe interferencia en la separacién de los

compuestos.

63




a) RBZ

Perermon Time. B v “/\
ﬂ H
H‘\ [l
u
\ \ | \‘

\‘ \ i

/\ | i

. | | |

/\ | o

A j \x JJ& ..
b) RBZ (RBZ-26DHBA) d) 26DHBA (RBZ-26DHBA)

Figura 40. Cromatogramas de RBZ (292 nm) puro (a) y a partir de la mezcla fisica (b),
26DHBA (306 mn) puro (c) y a partir de mezcla fisica (d).

Constante eutéctica y ventaja de solubilidad

La constante eutéctica (Keu) para una fase cocristalina considera el equilibrio en
estado solido del cocristal y el farmaco de referencia en solucion. Laidentidad de la
fase RBZ-26DHBA y RBZ en equilibrio en soluciones acuosas con pH inicial de 1.2
y 6.8 fueron analizadas por DRXP. En las figuras 41 y 42 se muestra el resultado
del andlisis de las fases en equilibrioen pH 1.2 y 6.8, respectivamente. El equilibrio
se alcanz6 hasta 24 h en ambos casos, los difractogramas muestran picos de
difraccion de ambas fases sdlidas.
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Figura 41. Patron de DRXP de a) RBZ, b)
26DHBA, C) RBZ-26DHBA, d) RBZ/RBZ-26DHBA
pH 1.2, €) RBZ/RBZ-26DHBA pH 1.2 f) RBZ/RBZ-

26DHBA pH 1.2.
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Figura 42. Patron de DRXP de a) RBZ, b) 26DHBA,

C) RBZ-26DHBA, d) RBZ/RBZ-26DHBA pH 6.8, €)

RBZ/RBZ-26DHBA pH 6.8 f) RBZ/RBZ-26DHBA pH
6.8.

Unavez alcanzado el equilibrio se determinaron las concentraciones del farmacoy

coformador y se midi6 el pH al finalizar el experimento (ver anexo 8). La Keu

determinadaa pH 1.2 fuede 0.01, mientras queen pH 6.0 fue de 46.43 De acuerdo

con lo reportado en la literatura para fases cocristalinas, cuando la Keuesmenor a 1

el cocristal es menos soluble que el farmaco puro, a valores de Keu= 1 el cocristal

es igual de solubley si la Keues mayor a 1 la fase cocristalina es mas soluble.*”

Porlotanto, a pH 6.0 la fase RBZ-26DHBA tiene unamayor solubilidady de acuerdo

con el comportamiento de cocristales con Keu mayor 1, puede ocurrir el fenémeno

de transformacién de fase mediada por la solucién y existe el riesgo de que se

induzca la precipitacion de la forma menos soluble del farmaco durante el proceso

de disolucion bajo condiciones supersaturadas. Adicionalmente, se determiné la

ventaja de solubilidad (SA) de lafase sélida RBZ-26DHBA respecto al ricobendazol

puro, con un valor mayor de 6.81 a pH 6.0 comparada con la solucién pH 1.0 con

un valorde 0.10. (tabla 16). Por lo que la fase s6lida RBZ-26DHBA resultd ser mas

soluble en solucién acuosa a pH 6.0 en comparacion al farmaco puro. Debido a que

cuando el valor de la constante eutéctica es mayor

por ende la ventaja de

solubilidad sera mayor debido a que es un indice de supersaturacion y es un
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indicador de los cocristales para convertirse en el farmaco es decir, tienda a
precipitar rapidamente cuando el cocristal estad en contacto en soluciones, como lo

es el caso de la disolucién de polvos.6t

Tabla 16. Concentracion eutéctica, constante eutéctica (Keu) y ventaja de solubilidad (SA)
de la fase RBZ-26DHBA.

pH [RBZ]eu mM [26DHBA]eu mM Keu SA
1.2 6.115 +0.183 0.061 +0.0004 0.010 +0.0002 0.100 +0.001
6.8 0.163 £0.010 7.579 £0.554 46.438 + 3.496 6.811 £ 0.258

Disolucion de polvos bajo condiciones no-sink

El perfil de disolucion de RBZ y de la fase s6lida RBZ-26DHBA se determinaron en
buffer de fosfatos a pH 6.8, dado que se obtuvo unaventaja de solubilizacion mas
alta en esta solucion acuosa (tabla 16). Los graficos correspondientes se muestran
en la figura 43, la fase RBZ-26DHBA una concentracion maxima de 2.65 mg/mL,
que es 22 veces superior a la concentracién alcanzada por el ricobendazol
(Cmax=0.12 mg/mL). ElI comportamiento de la nueva fase solida RBZ-26DHBA en
solucidn se ajusta al enfoque “resorte-paracaidas” propuesto por Guzman et. al. en
el 2007,*2 que es caracteristico de fases sélidas de disolucién rapidacomo las sales
y cocristales. En este caso el efecto resorte se mantiene por un periodo corto (30
min aproximadamente), esto es causado por la alta solubilizacion y rapida
conversion de la fase solida al farmaco puro mediado por la solucion. Esto se
comprobé con el andlisis por DRXP de los residuos soélidos de la disolucion a
diferentes tiempos (anexo 15) donde a partir de los 30 min del experimento de
disolucién se observaron picos de difraccion correspondientes al RBZ, es decir,

precipité la forma solida menos soluble. En los experimentos de disolucién de la
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fase sélida RBZ-25DHBA se observd que la adicion de metilcelulosa mantuvo el
estado supersaturado por 90 min. El efecto del METHOCEL™ A15 en el perfil de
disolucién de la fase RBZ-26DHBA se presenta en la figura 43, donde se observa
qgue la metilcelulosa promueve la solubilizacién del RBZ a partir de la nuevafase
sélida. El analisis por DRXP de los residuos sélidos despuésde la disolucion mostré
gue la metilcelulosa retardd la transformacion fisica de la fase RBZ-26DHBA en
solucidn solo por 10 min (anexo 16).
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Figura 43. Perfil de disolucion de polvos de RBZ puro y el cocristal RBZ-26DHBA en
ausencia y presencia de METHOCEL™ A15 predisuelto al 0.5% p/v en buffer de fosfatos
pH 6.8.

Para cuantificar solubilizacién de las fases solidas de RBZ se determin el area bajo
la curva (ABC) a partir de los perfiles de disolucion delasfiguras 27 y 43, como un
parametro dependiente para realizar un analisis estadistico y conocer las
diferencias entre las fases solidasy la composicion del medio de disolucion (anexo
17). El andlisis de varianza mostré6 una diferencia estadisticamente significativa
(p<0.05) y la prueba de comparaciones multiples demostré que las fases solidas
RBZ-25DHBA Y RBZ-26DHBA tienen una ventaja de solubilizacién comparada con

el farmaco puro, siendolafase RBZ-25DHBA la que mostro el mayor incremento en
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la solubilizacién de RBZ (p<0.05). Por otro lado, el polimero METHOCEL™ A15
mostré un incremento significativo (p<0.05) en la cantidad disuelta de RBZ en

comparacion con el medio sin polimero (figura 44).

Como se mencion6 anteriormente las fases RBZ-25DHBA y RBZ-26DHBA
aumentaron significativamente lasolubilizacién del RBZ (p<0.05) por 8.6 y 5.6 veces
mas, respectivamente en comparacion el farmaco puro en un medio acuoso pH 6.8
(figura 44). De acuerdo con Rodriguez-Hornedo et. al.*° el area bajo la curva esta
determinada por la interaccién entre la disolucién del cocristal y la tasa de
precipitacion del farmaco y es directamente proporcional a la disolucion e

inversamente proporcional a la precipitacion .3°

La fase RBZ-25DHBA presenta una mayor solubilizaciéon, dado que, tiende a una
menor tasa de precipitacion de la forma menos soluble de RBZ, en comparacion
con la nueva fase sélida RBZ-26DHBA que tiene una menor area bajo la curva, es
decir, tiene una menor solubilizacion que es causada por la disolucion rapida
seguido de la precipitacion de la forma menos soluble del farmaco (figura 44). Este
comportamiento esta en concordancia con el valor de constante eutéctica
determinado, dado que, a mayor valor de Keu una fase cocristalina presenta una
rapida disolucién (alta solubilidad) y existe un mayor riesgo de que ocurra la
precipitacién delfarmaco y nose logré alcanzarla ventaja de solubilizacién, tal como
se observa en la fase so6lida RBZ-26DHBA con una mayor Keu = 46.4 que la fase
RBZ-25DHBA (Keu= 26.9). Finalmente, el polimero metilcelulosa promovi6 la
solubilizacion de ambas fases solidas con un area bajo la curva mayor comparada
con el farmaco puro, con un mejor efecto sobre el retardo de la precipitacién de la
fase RBZ-25DHBA que tiene una menortasa de precipitacion en ausencia de este

polimero.
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9.- CONCLUSIONES

En este trabajo de investigacion se obtuvieron dos fases solidas del farmaco
antiparasitario ricobendazol usando acido 2,5-dihidroxibenzoico (RBZ-25DHBA) y
2,6-dihidroxibenzoico (RBZ-26DHBA) a través de molienda mecéanica, reaccion de
cristalizacion en solucion y formacion de pasta (slurry).

Con base en la caracterizacion fisica se demostrd la obtencion ambas fases sdlidas,
destacando que presentan un comportamiento térmico diferente al farmaco puro. A
través de espectroscopia IR no fue posible demostrar inequivocamente laformacion

de una sal o un cocristal, por ello la elucidacién estructural es necesaria para
confirmar la naturaleza de las fases estudiadas.

Las fases RBZ-25DHBAY RBZ-26DHBA fueron fisicamente estables a 50° C y 75%
de humedad, indicando que es factible el proceso y almacenamiento bajo estas
condiciones. En soluciones acuosas con pH 1.2 la fase solida RBZ-25DHBA
conserva su estado fisico, mientras que a pH 4.5 y 6.8 existe unatransformacion de
fase mediada por la solucién al farmaco de partida, por otro lado, la fase solidaRBZ-
26DHBA es estable a pH 1.2 y 4.5, mientras que a pH 6.8 sufre trasformacion al
ricobendazol. La estabilidad fisica de ambas fases solidas es pH-dependiente.

Las fases sélidas aumentaron la solubilizacién de ricobendazol en medio acuoso pH
6.8 a 37°C, generando concentraciones supersaturadas del farmaco, lo cual se
atribuye a la alta solubilidad,dadapor el valor de la constante eutéctica de las fases

en equilibrio con el farmaco puro (Keu =26.9 para RBZ-25DHBA y Keu = 46.4 para
RBZ-26DHBA).

Ambas fases solidas tienen una ventaja de solubilidad considerable, sin embargo,
se transformaron fisicamente en solucion seguido de la precipitacion de la forma
menos soluble. La preformulacién con el polimero metilcelulosa prolongé el estado
supersaturadas alcanzado hasta 90 min y aumentd la solubilizacién de ricobendazol

a partir de las nuevas fases sélidas. El area bajo la curva de RBZ-25DHBAy RBZ-
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26DHBA aumentd significativamente por 8.6 y 5.6 veces mas, respectivamente, en

comparacion al farmaco puro.

Este estudio muestra que la obtencién de nuevas fases sélidas de farmacos pocos

solubles en agua en combinacién con excipientes con capacidad de inhibir la

precipitacién es una estrategia factible para la formulacién de IFAs con desventaja

de solubilidad, como el farmaco de uso veterinario ricobendazol.

10.- PERSPECTIVAS

Realizar pruebas de disolucién de polvos bajo condiciones no-sinka pH 1.2
y 4.5.

Obtener los datos estructurales de las fases sélidas RBZ-25DHBA y RBZ-

26DHBA mediante difraccion de rayos X de monocristal.

Obtener las constantes eutécticas de los cocristales de RBZ en presencia de
METHOCEL™ A15 predisuelto.

Evaluar el efecto de tensoactivos sobre el perfil de disolucién de las nuevas

fases sélidas de ricobendazol.

Obtener una forma farmacéutica que contengan las fases soélidas de
ricobendazoly el polimero METHOCEL™ A15.

Realizar pruebas in vivo para evaluar el rendimiento de las nuevas fases

soélidas con el polimero inhibidor de la precipitacion.
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12.- ANEXOS

Anexo 1. Difractogramas de la fase sélida RBZ-25DHBA reportada previamente en
la tesis de Millan-Mendozaen 2013 a) RBZ, b) 25DHBA, c) productos del método
de slurry y d) producto del método de reaccién de cristalizacion.

A |
Y | S | S T L

b}

PR VENDY N

2-Theta

Anexo 2. Difractogramas de la fase sélida RBZ-26DHBA reportada previamente en
la tesis de Millan-Mendoza en 2013 a) RBZ, b) 26DHBA, c) productos del método
de slurry y d) producto del método de reaccion de cristalizacion.
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Analisis termogravimétrico

Anexo 3. Muestras de materias primas y fases solidas RBZ-25DHBA y RBZ-

26DHBA analizadas por termogravimetria en el software TA Universal Analysis.
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RBZ-25DHBA

Samgle: HMRO146

File: D:_\TGAHMRO146.001

26DHBA
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Estudio de solvent shift

Anexo 4. Seleccion del polimero inhibidor de la precipitacion

Debido a la similitud estructural de RBZ con ABZ se optd por utilizar el mismo

polimero para pruebas de disolucion de polvos. Los experimentos realizados para

ABZ se llevaron a cabo mediante el método solvent shift el cual permite elegir el

excipiente polimérico que inhiba o retarde la precipitacion. Por tanto, se probaron

polimeros de diferentes familias tales como: metilcelulosas (Methocel A15),
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Hidroxiproplimetilcelusa, derivados de polietilenglicol (Kolliphor 407 y Kolliphor 188)
y Polivinilpirrolidona (Kollidon 25) predisueltos en buffer de fosfatos pH 6.8. 59

025 —=— ABZ

o METHOCEL A15
A KOLLIPHOR 407
v KOLLIDON 25

0.20 4
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' |
_. —a4— HPMC l l
" A

0.05 + , I B
A P = == W\

0.00 T T T T 1
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Absorbancia(nm)

Anexo 5. Espectros de absorcion de RBZ, 25DHBA, 26DHBA, asi como de las
mezclas fiscas de RBZ-25DHBA y RBZ-26DHBA a diferentes concentraciones

RBZ 25DHBA 26DHBA
4q 4
p— —a) —
—_ — ) ‘l —
—0) —0) —0)
—d) —d) —d)
—e) — ¢ —€
i 8
§ 1 E 21 g 2
3 5 3
200 0 : : ‘ T T T 1
0 % - 020 o 00 P w0 00 200 300 400 500 600
Longitud de onda (nm) Longitud de onda Longitud de onda (nm)
Mezcla fisica RBZ-25DHBA Mezcla fisica RBZ-26DHBA
. —a) —
4 7bg . — ;
—cC
—a) —
34 —e) —)
g
2 £
:
14 <
0 T T T )
200 300 400 500 600 0 \ i i :
Longitud de onda (nm) 200 300 400 500 600

Longitud de onda (nm)

83




Validacién del método analitico mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC)

Anexo 6. Adecuabilidad del sistema cromatografico de la fase s6lida RBZ-25DHBA

RBZ 202 Fetention Time 2
Area 2
Sample ID Compound Parameter Average Low High YeRSD Status
REZ 202 Retention Time 2980 2947 2973 0.356
RBZ-25DHEA 2967 Passed
001
RBZ-I5DHEA 2847 Passed
002
REZ-25DHEA 2960 Passed
003
RBZ-I5DHEA 2973 Passed
004
RBZ-25DHEA 29053 Pazsed
005
Area 669334723 663256042 671155305 0.166
RBZ-25DHEA 671155305 Passed
0ol
RBZ-25DHEA 669390623 Pazsed
002
RBZ-I5DHEA G69B83615 Passed
003
RBZ-25DHEA 6682560942 Pazsed
004
RBZ-I5DHEA G68785129 Passed
005
25DHBA 320 ERetention Time 2
Area 2
Sample ID Compound Parameter Average Low Hizh “RSD Status
25DHBA 310 Eetention Time 1.440 1.440 1.440 0.000
RBZ-25DHEA 1.440 Passed
001
REZ-25DHEA 1.440 Passed
002
REBZ-25DHEA 1.440 Passed
003
RBZ-25DHEA 1.440 Passed
004
RBZ-25DHEA 1.440 Passed
005
Area 2338159425 237748178 239040264 0217
REZ-25DHEA 237820192 Passed
001
RBZ-I5DHEA 238084469 Passed
002
REZ-25DHEA 2390402484 Passed
003
RBZ-25DHEA 237748178 Passed
004
REZ-25DHEA 238104023 Passed
005
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Validaciéon del método analitico mediante cromatografia liquida de alta

resolucion (HPLC)

Anexo 7. Adecuabilidad del sistema cromatogréafico de la fase sélida RBZ-26DHBA

System is Suitable

DAD: Signal Compound Parameter Min Max 2R SD
A 2020
nm/Bw:4.0
nm Ref 360.0
nm/Bw:100.0
nm
REBZ_ 292 EBetention Time 2
Area 2
Sample ID Compound Parameter Average Low High HBRED Status
RBZ_291 Fetention Time 3124 3.120 3127 0117
RBZ-26DHEA 3120 Passed
o0l
RBZ-26DHBA 3.127 Passed
002
REZ-16DHEA 3120 Passed
003
REBZ-26DHEA 3127 Passed
004
REBZ-26DHEBA 3127 Passed
00s
Area 564787016 351656066 577970432 1.748
REZ-16DHEA 351656066 Passed
o0l
REBZ-26DHEA 561493628 Passed
002
REBZ-26DHEBA 362692424 Passed
003
RBZ-26DHBA 377970452 Passed
o004
RBZ-26DHBA 370122329 Passed
00s
26DHBA 306 Retention Time 2
Area 2
Sample ID Compound Parameter Average Low High %R5D Status
26DHBA 306 Betention Time 2473 2473 2473 0.000
RBZ-26DHBA 2473 Passed
001
RBZ-26DHBA 2473 Passed
002
RBZ-26DHBA 2473 Passed
003
RBZ-26DHBA 2473 Passed
004
RBZ-26DHBA 2473 Passed
005
Area 190228107 136814982 193443372 1.512
RBZ-26DHBA 186814082 Passed
001
RBZ-26DHBA 1809328119 Passed
002
RBZ-26DHBA 189902045 Passed
003
RBZ-26DHBA 193443372 Passed
004
RBZ-26DHBA 1916520138 Passed
005

85




Determinacién de la constante eutécticay ventaja de solubilidad

Anexo 8. Después de determinar la constante eutéctica se determin¢ el pH de las
muestras de RBZ-25DHBA Y RBZ-26DHBA después de 24 horas en HCIpH 1.2 y
buffer de fosfatos pH 6.8

RBZ.25DHBA
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Disolucion de polvos de RBZ-25DHBA en medio de fosfatos pH 6.8 en
ausenciay presencia de METHOCEL ™ A15 predisuelto 0.5% p/v

Anexo 9. Cinéticade disolucion de polvos de RBZ-25DHBA para la cuantificacion
de acido 2,5 dihidroxibenzoico
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Disolucion de polvos de RBZ-25DHBA en medio de fosfatos pH 6.8 en
ausenciay presencia de METHOCEL ™ A15 predisuelto 0.5% p/v

Anexo 10. Cinéticade disolucion de polvos de RBZ-26DHBA para la cuantificacion
de &cido 2,6 dihidroxibenzoico
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Disolucion de polvos de RBZ en medio de fosfatos pH 6.8 en presenciay
ausenciade METHOCEL™A150.5% p/v predisuelto

Anexo 11. Difractogramas de los residuos de la disolucion de polvos: residuos de
a) RBZ a diferentes tiempos de muestreo; b) 1 min, ¢) 5 min, d) 10 min, e) 30 min,
f) 60 min y g) 90 min.
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Anexo 12. Difractogramas de los residuos de la disolucién de polvos: residuos de
a) RBZ- METHOCEL™ A15 a diferentes tiempos de muestreo; b) 1 min, ¢) 5 min, d)
10 min, €) 30 min, f) 60 min y g) 90 min.
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Disolucion de polvos de la fase sélida RBZ-25DHBA en medio de fosfatos pH
6.8 en presenciay ausenciade METHOCEL™A15 0.5% p/v predisuelto

Anexo 13. Difractogramas de los residuos de la disolucion de polvos: residuos de
a) RBZ, b) 25DHBA, c) RBZ-25DHBA a diferentes tiempos de muestreo; d) 1 min,
e) 2 min, f) 4 min, g) 5 min, h) 10 min, i) 30 min, j) 60 miny k)90 min
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Anexo 14. Espectros de IR de los residuos de la disolucion de polvos a) RBZ, b)
25DHBA, ¢) RBZ-25DHBA/METHOCEL™ A15 a diferentes tiempos de muestreo;
d) 1 min, e) 5 min,f) 10 min, g) 30 min, h) 60 min
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Disolucion de polvos de la fase sdlida RBZ-26DHBA en medio de fosfatos pH
6.8 en presenciay ausenciade METHOCEL™A15 0.5% p/v predisuelto

Anexo 15. Difractogramas de los residuos de la disolucidon de polvos: residuos de
a) RBZ, b) 26DHBA, c) RBZ-26DHBA a diferentes tiempos de muestreo; d) 1 min,
e) 2 min, f) 4 min, g) 10 min, h) 28 min, i) 60 min y j) 90 min.
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2 Theta

Anexo 16. Difractogramas de los residuos de la disolucion de polvos: residuos de
a) RBZ, b) 26DHBA, ¢c) RBZ-26DHBA/METHOCEL™ A15 a diferentes tiempos de
muestreo; d) 1 min,e) 2 min, f) 3 min,g) 4 min, h) 5min, i) 6 miny j) 10 min.
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Anexo 17. Andlisis estadistico de los perfiles de disolucién de polvos bajo
condiciones no-sink de RBZ, fase s6lida RBZ-25DHBAy RBZ-26DHBA en PBS pH

6.8 sin y con METHOCEL™ A15 0.5% p/v, usando como variable dependiente el
area bajo la curva (ABC).
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Datos del ABC de los perfiles de disolucién de cada fase sélida

Fases so6lidas/medio RBZ RBZ-25DHBA RBZ-26DHBA
de disolucion

PBSpH 6.8 10.79178 95.78999 62.87616
10.89651 97.2896 49.37668
10.69154 86.08425 69.09197
METHOCEL™ A15 0.5 16.5706 207.29024 92.13699
% plv 19.88136 178.65334 92.6598
22.03279 146.8959 76.89261

Andlisis de Varianza para ABC (mg/mL*min) - Suma de Cuadrados Tipo lll

Fuente Sumade Gl Cuadrado |Razén-F| Valor-P
Cuadrados Medio
EFECTOS
PRINCIPALES
A:Fase sélida 43344.6 2 21672.3 114.16 | 0.0000
B:Medio de disolucién 7205.01 1 7205.01 37.95 | 0.0000
INTERACCIONES
AB 4709.67 2 2354.83 12.40 | 0.0012
RESIDUOS 2278.14 12 189.845
TOTAL (CORREGIDO) 57537.4 17

Todas lasrazones-F se basan en el cuadrado medio del errorresidual

Pruebas de Multiple Rangos para ABC (mg/mL*min) por Fase sélida

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD

Fase sélida Casos | MediaLS | SigmalLS | Grupos Homogéneos
RBZ 6 15.1441 5.62502 |[X
RBZ-26DHBA 6 73.839 5.62502 X
RBZ-25DHBA 6 135.334 5.62502 X
Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
RBZ - RBZ-25DHBA * -120.19 21.2811
RBZ - RBZ-26DHBA * -58.6949 21.2811
RBZ-25DHBA - RBZ-26DHBA * 61.4949 21.2811

* indica una diferencia significativa.
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Medias y 95.0% de Tukey HSD
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Pruebas de Multiple Rangos para ABC (mg/mL*min) por medio de disolucién

Método: 95.0 porcentaje Tukey HSD
Medio de disolucién | Casos | Media LS | SigmalLS [Grupos Homogéneos

PBSpH 6.8 9 54.7654 459281 |X
METHOCEL™ A15 0.5% 9 94.7793 4.59281 X
piv
Contraste Sig. | Diferencia +/- Limites
METHOCEL™ A15 0.5% p/v - PBS pH 6.8 * 40.0139 14.1519

* indica una diferencia significativa.
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