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RESUMEN

El praziquantel (PZQ) es un farmaco con propiedades antihelminticas ampliamente
utilizado en la terapia de enfermedades parasitarias como la esquistosomiasis y la
neurocisticercosis. Sin embargo, pertenece al grupo Il del Sistema de Clasificacion
Biofarmacéutico (SCB) debido a que posee alta permeabilidad y baja solubilidad en
medios acuosos, estas propiedades propician una baja biodisponibilidad, y esto
conlleva a la administracion de altas cantidades de farmaco (600 mg) para cumplir
con el objetivo terapéutico.t

Actualmente, se ha demostrado que las fases solidas cocristalinas modifican las
propiedades fisicas y biofarmacéuticas de principios activos poco solubles en agua.
Debido a lo anterior se ha recurrido al uso de estas técnicas buscando generar
cambios que mejoren las propiedades de los farmacos. Un cocristal farmacéutico
pertenece a la subclase de cristales multicomponentes formados por un ingrediente
farmacéutico activo (IFA) y un coformador que debe ser seleccionado de la lista de
sustancias generalmente reconocidas como seguras (GRAS por sus siglas en
inglés).?

En este trabajo se estudiaron las propiedades fisicas y biofarmacéuticas, asi como
el comportamiento en disolucion de dos fases sélidas cocristalinas de praziquantel
usando como formador de cocristal el acido 2-hidroxibenzoico y el &cido 2,4-
dihidroxibenzoico en cada caso. Ambas fases soélidas presentaron propiedades
fisicas diferentes a las materias primas de partida, como el punto de fusién. Ademas,
los solidos cocristalinos modificaron las propiedades biofarmacéuticas de PZQ, al
aumentar la constante de velocidad de disolucion intrinseca en medio acuoso
(solucién acuosa de HCI pH 1.2). El cocristal de PZQ con acido 2-hidroxibenzoico
genero un sistema supersaturado de praziquantel en solucion amortiguadora pH 6,
estos resultados sugieren que el mejoramiento de la solubilizacion de PZQ a partir
de los cocristales estudiados podrian aumentar la biodisponibilidad de PZQ al

administrarse de forma oral.
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INTRODUCCION

La ingenieria de cocristales ha evolucionado en una nueva forma de sintesis
supramolecular como consecuencia de décadas de investigacién teniendo como
motivacidon poder crear nuevas fases solidas de ingredientes farmacéuticos activos
gue posean mejores propiedades biofarmacéuticas en pro de una terapia mas
adecuada para los pacientes.®

Dentro de la industria farmacéutica menos del 1% de los compuestos farmacéuticos
activos logran aparecer en el mercado, debido principalmente a sus propiedades
biofarmacéuticas pobres mas que por su toxicidad o su falta de eficacia. Debido a
esto se ha recurrido a la ingenieria de cocristales para la modificacion de las
propiedades fisicoquimicas de un cristal tal como el punto de fusion, cristalinidad,
velocidad de disolucion y estabilidad siendo estos dltimos, asi como la
permeabilidad unas de las propiedades de mayor relevancia para la generacion de
nuevos farmacos. En 1995 Gordon Amidon y colaboradores sientan las bases de lo
gue hoy se conoce como Sistema de Clasificacion Biofarmacéutico el cual es un
marco cientifico utilizado para clasificar un farmaco considerando su solubilidad
acuosa y su permeabilidad intestinal logrando separarlos en cuatro clases (I, II, lll 'y
IV). Los farmacos pertenecientes al grupo o clase Il poseen una baja solubilidad
acuosa y una alta permeabilidad siendo este el caso de praziquantel.*’
Praziquantel es un farmaco antihelmintico ampliamente utilizado para el tratamiento
de varias formas de esquistosomiasis, ademas, es practicamente insoluble en agua
y se ha buscado modificar esta propiedad a través de la ingenieria de cocristales.
Anteriormente se han obtenido fases cocristalinas de praziquantel haciendo uso de
acidos dicarboxilicos alifaticos como formadores de cocristal comprobando asi, que
este farmaco es un buen candidato para la formacién de nuevas fases cocristalinas
gue podrian ayudar a superar algunas de sus limitaciones biofarmacéuticas. Bajo
esta premisa se visualizo que los acidos carboxilicos aromaticos y sus derivados,
son candidatos para la formacion de cocristales ya que contienen grupos donadores

de puentes de hidrégeno que colaborarian para cumplir este objetivo.8°




ANTECEDENTES
1. Esquistosomiasis

La esquistosomiasis o bilharzia es una enfermedad tropical causada por gusanos
del género Schistosoma. Las principales especies que causan esta enfermedad son
S. haematobium, S. mansoni y S. japonicum. El ciclo de transmision (figura 1)
requiere la contaminacion de las aguas superficiales por excretas, caracoles de
agua dulce como hospedadores intermedios y el contacto humano con el agua. De
acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), 200 millones de personas

estan infectadas en todo el mundo.°

cercaria esquistosomula
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‘agua fresca humano ,
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Figura 1. Ciclo de transmision de Schistosoma spp. Recuperada de: https://www.freepng.es/hd-

png/schistosomiasis.html.

En el mercado existen farmacos indicados para el tratamiento de la
esquistosomiasis como la oxamniquina que posee un récord excelente de eficacia
y seguridad para el tratamiento de infecciones causadas por Schistosoma mansoni
pero no es activa contra otro tipo de esquistosomas; el metrifonato es otro farmaco
gue solo es activo contra Schistosoma haematobium, es raramente utilizado y
actualmente ya no se encuentra el medicamento de patente, siendo entonces

praziguantel el farmaco de eleccién para el tratamiento de esta enfermedad.'! PZQ



https://www.freepng.es/hd-png/schistosomiasis.html
https://www.freepng.es/hd-png/schistosomiasis.html

forma parte del cuadro basico de medicamentos de acuerdo con la OMS y ademas

posee efecto contra algunas infecciones provocadas por céstodos.?

2. Praziquantel

PZQ es el nombre comun para el compuesto (2-(ciclohexanocarbonilo) -1, 2, 3, 6,
7, 11--hexahidro-4H-pirazino-[2,1-a]isoquinolina-4-ona) (figura 2) de formula
guimica (C19H24N202) y que se presenta como soélido cristalino blanco de sabor

amargo.!?

o
Figura 2. Estructura quimica de RS-PZQ.

PZQ es una quinolina-pirazina acilada que es activa contra todas las especies de
esquistosomas. Su actividad antiparasitaria fue observada en los laboratorios Bayer
alrededor de los afos 70. Los laboratorios Merk por su parte, buscaban farmacos
gue fueran potencialmente tranquilizantes, y asi sintetizaron una serie de derivados
pirazino-isoquinolinicos. Un acuerdo entre las dos empresas alemanas permitio
realizar un amplio screening de estos farmacos incluyendo las pruebas
antihelminticas. En 1977, se public6 por primera vez la actividad del compuesto mas
efectivo de todos los de la serie frente a infecciones generadas por céstodos y
trematodos en animales de experimentacion. Este farmaco era el EMBAY 8440, hoy
conocido como praziquantel. Un afio mas tarde se realizaron los primeros estudios
en seres humanos. En 1979, se llevaron a cabo los primeros ensayos clinicos a
gran escala en zonas endémicas para S.mansoni, S.haematobium y S.japonicum
en estrecha colaboracién con la Organizacién Mundial de la Salud. Todos estos
ensayos Yy los que se realizaron a continuacién demostraron la elevada eficacia del
PZQ, por lo que paso a ser el tratamiento de eleccion frente a la esquistosomiasis.

Para 1982 PZQ fue aprobado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos




(FDA, por sus siglas en inglés) como medicamento antiesquistosomiasico con el

nombre comercial Biltricide.813

2.1. Mecanismo de accién

PZQ se absorbe rapidamente a través del intestino (en humanos mas del 80% de la
dosis administrada por via oral se absorbe en el tracto gastrointestinal) y alcanza su
concentracion plasmatica maxima en 1-2 horas. La efectividad que posee PZQ
sobre otros antihelminticos es debido a que actia sobre la permeabilidad de la
membrana celular generando con ello la contraccion de los esquistosomas, causa
ademas la vacuolizacion y desintegracion del tegumento del esquistosoma. Esto
conlleva a diversas situaciones (figura 3) que activan respuestas de defensa del
huésped en contra del gusano; produciendo entonces la formacién de granulomas

o fagocitosis.1*1°

Contracciones
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permeabilidad del o
tegumento Vacuolizacion del

sincilio tegumental
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Figura 3. Mecanismo de accion de PZQ sobre el gusano de Schistosoma spp.




2.2. Dosificacion

En México, de acuerdo con el Cuadro Basico y Catalogo de medicamentos, PZQ se
comercializa principalmente como tabletas de 150 y 600 mg. Este farmaco presenta
un régimen de dosificacion estandar recomendado de 40 mg/kg de peso corporal
en una sola dosis. Para el buen resultado de la terapia en esquistosomiasis con
PZQ se recomiendan dosis de 20 mg/kg de peso corporal tres veces al dia; en
intervalos de no menos de 4 horas y no maximos de 6 horas. En el caso de otras
enfermedades parasitarias como clonorquiasis el tratamiento consta de 75 mg/kg
por via oral en tres dosis durante dos dias, con una efectividad superior al 90%.
Dosis inferiores (40 mg/kg en una sola dosis) pueden ser eficaces para el

tratamiento de la opistorquiasis.*6:’

2.3. Propiedades fisicoquimicas

PZQ es un compuesto quiral comercializado como una mezcla racémica (figura 4),
atribuyéndose la principal actividad farmacologica al enantiomero (R)-PZQ dado

gue el enantiémero (S)-PZQ no contribuye en la terapéutica.®

a) (S)-PZQ b) (R)-PZQ
Figura 4. Estructuras quimicas de los enantidmeros de praziquantel: a) (S)-PZQ y b) (R)-PZQ

PZQ es un compuesto estable en condiciones normales de temperatura y humedad,
con un peso molecular de 312.413 g/mol, su punto de fusion se encuentra entre los
136 y 140°C. Este farmaco es facilmente soluble en cloroformo y dimetilsulféxido,
soluble en etanol y muy poco soluble en agua siendo su solubilidad en este ultimo
disolvente de 0.40 mg/mL, presenta ademas alta permeabilidad (Papp = 4.4x10°
cm/s) por lo que pertenece a la clase Il del Sistema de Clasificacion

Biofarmacéutico.19:20




3. Sistemas de liberacion para praziquantel

Con anterioridad se han desarrollado diferentes y novedosas presentaciones de
PZQ con las cuales se busca modificar sus propiedades biofarmacéuticas, con el
fin de optimizar su biodisponibilidad, tales como los sistemas liposomales de
liberacion controlada, las dispersiones sélidas o el uso de nanoparticulas lipidicas
sélidas. Con el uso de estas tecnologias se logré generar modificaciones en los
perfiles de disolucion, asi como un aumento en la biodisponibilidad oral en
comparacioén con las tabletas comerciales.?23

Un objetivo importante dentro del desarrollo farmacéutico es aumentar la solubilidad
y la velocidad de disolucion de un farmaco mientras mantiene una estructura
guimica estable. Los cocristales ofrecen la oportunidad de modificar las propiedades
fisicas y/o quimicas, sin alterar los enlaces covalentes existentes. Estas estructuras
se presentan como un nuevo campo de la quimica sustentable en donde se obtienen

fases solidas de un IFA, a través de reacciones en estado solido.?*

4. Estado so6lido

Aproximadamente el 80% de los ingredientes farmacéuticos activos son
administrados en formas farmacéuticas solidas tales como comprimidos o tabletas,
capsulas, suspensiones, granulados, etc, por lo tanto, caracteristicas del estado
solido como el polimorfismo resultan relevantes debido al impacto que tienen al
modificar propiedades biofarmacéuticas como la estabilidad, la solubilidad y la
velocidad de disolucion. Estas propiedades estan directamente relacionadas con la
biodisponibilidad de los farmacos en el organismo humano y consecuentemente con

su actividad terapéutica.?®

Dentro de las diferentes fases sodlidas de un ingrediente farmacéutico activo
podemos encontrar las fases amorfas, sales, solvatos/hidratos, polimorfos vy
cocristales (figura 5); produciendo asi materiales con propiedades que difieran o
incluso que mejoren las de los IFAs puros. La cocristalizacion es reconocida como
una estrategia alternativa para aumentar la cantidad de formas soélidas disponibles
de un IFA, obteniendo con ello nuevas fases sélidas con propiedades fisicas y

biofarmacéuticas distintas.26-27




COCRISTAL
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Figura 5. Fases sdlidas de un ingrediente farmacéutico activo. Recuperado de Balderas, M. M. S., Lemus, O.
Z.,Reyna, D. O., & Gonzélez, J. S. G. (2014). Los cocristales farmacéuticos: Conceptos generales. In Anales
de la Real Academia Nacional de Farmacia. Vol. 80, No. 2, pp. 265-273.

4.1. Cocristales

Dentro de la literatura, varios parametros han sido considerados para definir lo que
es y lo que no es un cocristal (tabla 1), sin embargo, una coincidencia general
acordada es que todos los cocristales son materiales cristalinos compuestos de al
menos dos componentes diferentes (comunmente Illamados cristales
multicomponentes). La problematica reside en la opinion sobre lo que constituye un
“‘componente” ya que suele ser dramaticamente diferente, por otro lado, el uso de
“cocristal farmacéutico” es comun y generalmente se aplica cuando un IFA es una

de las moléculas en el cristal multicomponente.?8

Tabla 1. Definiciones de cocristal.

Definicién de cocristal Referencia

“un complejo molecular que contiene dos o mas moléculas
Stahly, G. P. ) ) o [29]
diferentes en la misma red cristalina”

"Los compuestos construidos a partir de especies
moleculares neutras discretas, todos los sdlidos que
Aakerdy, C. B. contienen iones, incluidos los iones complejos de metales de [30]
transicion, estan excluidos" "hechos de reactivos que son

soélidos en condiciones ambientales" "material cristalino
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estructuralmente homogéneo que contiene dos o mas
bloques de construccion neutros que estan presentes en

cantidades estequiométricas definidas”

“se forman entre un APl molecular o iénico y un formador de
Zaworotko, M. J. . L . ) ) [31]
cocristales que es solido en condiciones ambientales

Los cocristales representan una forma util de cambiar las propiedades de un cristal
dado, eligiendo un coformador adecuado que formara enlaces no covalentes
especificos para producir una arquitectura supramolecular disefiada. Por lo tanto,
este método permite modificar la biodisponibilidad de un farmaco generando
cambios en sus propiedades fisicoquimicas, tales como modificaciones en su
velocidad de disolucién o estabilidad térmica. Las posibles aplicaciones de los
cocristales los hacen de gran interés para la comunidad cientifica y particularmente

entre aquellos involucrados en la ingenieria de cristales.?®

5. Nuevas fases sdlidas de praziquantel

En nuestro grupo de investigacion se han obtenido fases sdlidas cocristalinas de
PZQ usando acidos dicarboxilicos alifaticos y analogos insaturados de acido
succinico como formadores de cocristal, por medio de molienda asistida con

disolvente.®

Se han estudiado cocristales de PZQ, como por ejemplo el cocristal formando por
el enantiomero (R)-PZQ con &cido L-Malico ((R)-PZQ:LMA) que presentd una
ventaja considerable en el perfil de disolucion intrinseca en comparacion con RS-
PZQ. Previamente, Delgado A. documenté las propiedades fisicas vy
biofarmacéuticas de otros cocristales de PZQ obtenidos con acidos alifaticos, sus

hallazgos se resumen en la tabla 2.3233




Tabla 2. Resumen del analisis del proceso de disolucién de PZQ y algunos cocristales con acidos alifaticos.
kq¢= constante de disolucion intrinseca, r= coeficiente de correlacion.

ka (mg/hr¥cm?)

PZQ
PZQ-SUC 9.08 0.99
PZQ-GLU 8.4 0.99

PZQ-MALO 12.1 0.99
PZQ-0.5H,0 1.85 0.99

PZQ-SUC= Praziquantel-Acido succinico
PZQ-GLU= Praziquantel-Acido glutarico
PZQ-MALO= Praziquantel-Acido mal6nico
PZQ-0.5H.0= Praziquantel hemihidrato

Recientemente en nuestro grupo de investigacion se han obtenido nuevas fases
sblidas de PZQ usando como coformadores derivados de acido benzoico y
compuestos nutracéuticos (figura 6), sin embargo, no se cuenta con la

caracterizacion fisica y biofarmacéutica completa de estas fases.3*
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Figura 6. Compuestos quimicos que forman fases cocristalinas con el IFA PZQ. Recuperado de Salas, Z. R.
(2019).34
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En este proyecto se seleccionaron las fases soélidas obtenidas con acido 2-
hidroxibenzoico (acido salicilico) y 2,4-dihidroxibenzoico para evaluar las diferencias
en sus propiedades fisicas y biofarmacéuticas en comparacion con PZQ vy
contrastando ademas estas propiedades con las obtenidas para las fases de
cocristales de PZQ con compuestos alifaticos. Se descartd el uso del acido 2,3-
dihidroxibenzoico debido al polimorfismo que presentd el cocristal obtenido en

estudios previos.3

6. Acidos hidroxibenzoicos

Los acidos hidroxibenzoicos son compuestos que presentan un grupo carboxilo
(grupo acido) y uno o mas grupos hidroxilo en un anillo aromatico. Muchos estudios
han informado de la actividad bioldgica de los acidos hidroxibenzoicos. Dentro de la
amplia gama de este tipo de compuestos se encuentran el acido 2-hidroxibenzoico
o salicilico (2HBA) y el acido 2,4-dihidroxibenzoico (24DHBA) los cuales fueron

usados como coformadores o formadores de cocristal en este trabajo.®®

Los acidos hidroxibenzoicos se usan comunmente en la industria farmacéutica y de
perfumeria. En su caso los acidos dihidroxibenzoicos son materiales importantes en
la produccion de desinfectantes, farmacos antipiréticos y en la sintesis de
compuestos organicos tales como resinas, poliésteres, plastificantes, colorantes y

productos quimicos de caucho.3®

6.1. Acido 2-hidroxibenzoico

El acido 2-hidroxibenzoico (figura 7) es también conocido como &cido
ortohidroxibenzoico o por su nombre genérico, acido salicilico. Es una de las
moléculas mas conocidas en el mundo por sus propiedades antipiréticas,
antiinflamatorias y de analgesia ademas de poseer propiedades queratoliticas y
antimicrobianas, ampliamente empleado en dermatologia. Ayuda a tratar muchas
enfermedades inflamatorias, de igual forma se utiliza en la prevencién de

enfermedades coronarias, ataques cardiacos y en la supresion de tumores.37-40
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Figura 7. Estructura quimica del acido 2-hidroxibenzadico.

La forma solida de 2HBA consiste en un polvo cristalino blanco o casi blanco, el cual
posee un peso molecular de 138.1 g/mol y un punto de fusion de 159°C. Presenta
una solubilidad en agua de 2.24 mg/mL siendo soluble también en etanol y acetona,

y resulta ser insoluble en éter, benceno y aceites.*

Debido a la severa irritacién gastrica que causa, el acido salicilico ya no se
administra por via oral, en su caso suele administrarse en su forma acetilada como
acido acetilsalicilico. Puede encontrarse ademas para su aplicacion tépica con una
concentracion que va desde el 1 hasta el 6% de farmaco, se absorbe bien tras su
aplicacion y se elimina lentamente en la orina. En general se absorbe y se distribuye
rapidamente por todo el cuerpo. Se metaboliza por conjugacién con &cido
glucurdnico y glicina para formar acido salicilurico, salicil O-glucorénido y salicil éster

glucurénido. Se excreta en la orina como farmaco y metabolitos.*?

6.2. Acido 2,4-dihidroxibenzoico

Denominado también como &cido B-resorcilico (figura 8), es un compuesto
fitoquimico que se encuentra en algunos alimentos como el aguacate y en algunas
bebidas como el café y el vino, se puede formar a partir de polifenoles tales como
flavonoides por la accidn de bacterias intestinales. Debido a que es un compuesto
fendlico hidroxilado, puede eliminar oxidantes como los radicales libres a través de
sus grupos hidroxilo. Su importancia se ve reducida debido a que es un compuesto

gue esencialmente puede eliminar solo uno o dos oxidantes fuertes.*?

11
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Figura 8. Estructura quimica del &cido 2,4-dihidroxibenzoico.

El 24DHBA se encuentra en forma sélida, posee un peso molecular de 154.121
g/mol y un punto de fusiébn de 226°C. Tiene una solubilidad en agua de 5.78

mg/mL.4

7. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE NUEVAS FASES SOLIDAS

La cristalografia, incluyendo la difraccién de rayos-X de polvo y monocristal, DRXP
y DRXMC, respectivamente; asi como las técnicas de espectroscopia (vibracional y
magnética), microscopia, andlisis térmico (andlisis térmico diferencial (DTA)),
calorimetria diferencial de barrido (DSC), andlisis termogravimétrico (TGA) entre
otras técnicas fisicas son las principalmente utilizadas, solas o en combinacion, para
caracterizar formas sélidas novedosas y para examinar las interacciones

moleculares de sales y cocristales en estado soélido.*®

7.1. Difraccién de rayos-X de polvos

Muchos farmacos pueden ser preparados sélo como polvos microcristalinos.
Ademas, durante una evaluacién de rutina de un IFA, generalmente es suficiente
establecer la forma polimérfica o verificar la formacién de una sal o cocristal. Por
esta razon, y debido a que se trata de una técnica no destructiva, la DRXP es la
herramienta predominante para el estudio y la caracterizacion de formas

policristalinas de una fase sélida.*®

El andlisis sucede cuando un haz estrecho de rayos-X pasa a través de la muestra.
La longitud de onda de los rayos-X es del orden de la distancia entre las moléculas
en la red cristalina y, por lo tanto, la muestra actia como una rejilla de difraccién. La

difraccidon ocurre en los angulos correspondientes a la ecuacion de Bragg. En 1913
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W. H. y W. L. Bragg mostraron que la difraccién de un cristal se describe mediante
la ecuacién ahora conocida como la ley de Bragg: nA = 2dsin® donde; A es la longitud
de onda de los rayos-X en A, d es la separacion entre los planos de reflexion en A
y 8 es el angulo entre el haz de rayos-X monocromatico y el plano de reflexion
correspondiente (Figura 9). Los datos obtenidos corresponden a un patrén de picos
gue se relaciona con los planos de la red cristalina y algunas caracteristicas del

arreglo en tres dimensiones de los &tomos en la red cristalina.*”48

Figura 9. Representacion de la Ley de Bragg.

7.2. Difraccion de rayos-X de monocristal

DRXMC es la principal fuente de informacion sobre la estructura geométrica de las
moléculas y los sélidos moleculares, incluidas las distancias de enlace -y, por lo
tanto, los 6rdenes de enlace-, los angulos de enlace, las formas de los poliedros de
coordinacion, las conformaciones de moléculas flexibles y los contactos
intermoleculares. El principio general entre esta técnica y la DRXP es la misma, en
este caso se hace incidir un haz de rayos-X sobre un monocristal, los datos
obtenidos corresponden a un patron bidimensional de puntos que esta relacionado
con los planos de la red cristalina. La disposicion tridimensional de los &tomos en la

celda unitaria se puede resolver a partir de estos datos.*84°
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7.3. Espectroscopia Infrarroja

La espectroscopia infrarroja es una técnica basada en las vibraciones de los &tomos
de una molécula y funciona de acuerdo con el principio de que una muestra se
irradia con un espectro de luz infrarroja, de la cual una fraccién de esa luz sera
absorbida por la muestra. Los espectros infrarrojos se adquieren utilizando el modo
de transmision o absorcidon. Los rangos de absorcion para la espectroscopia
infrarroja se pueden dividir en dos secciones, la region de 400-1000 cm? se
describe como la region de huellas digitales del espectro, y generalmente es
exclusiva de un compuesto molecular especifico. La region de 4000-1000 cm se
define para grupos funcionales especificos como cetonas, aldehidos, ésteres y

acidos carboxilicos.48:50

7.4. Calorimetria diferencial de barrido

La calorimetria diferencial de barrido es una de las técnicas analiticas mas comunes
utilizadas para caracterizar solidos farmaceéuticos. En esta técnica, una muestra y
una referencia se calientan simultaneamente mientras se mantienen ambas a la
misma temperatura. Se monitorea la cantidad de energia requerida para calentar
tanto la muestra como la referencia. La capacidad calorifica de la muestra
permanecera constante durante el analisis a menos que sufra un cabio de fase. Los
resultados de esta prueba son relativamente faciles de interpretar para materiales

puros, y el instrumento es relativamente econémico y facil de usar.*®

7.5. Analisis termogravimétrico

En el andlisis termogravimétrico, una muestra en un recipiente abierto se calienta a
una velocidad especifica, y se controla el peso ganado o perdido por la muestra. La
técnica se utiliza principalmente para controlar la pérdida de disolvente o las
reacciones de descomposicion. A menudo se usa junto con DSC para comparar la
entalpia de las transiciones con la ganancia o pérdida de peso resultante. La

velocidad de calentamiento es tipicamente comparable a la utilizada para DSC.*8
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8. EVALUACION BIOFARMACEUTICA

La disponibilidad biol6gica de un medicamento es el resultado de muchos procesos.
Factores como la baja solubilidad, la velocidad de disolucion o liberacion lenta, la
baja permeabilidad, la degradacion gastrointestinal y la biotransformacion rapida
pueden contribuir a la baja disponibilidad. La experiencia ha demostrado que estos
factores pueden estudiarse individualmente y que se pueden anticipar muchos

posibles problemas antes de que el medicamento llegue a la clinica.>!

La relacion entre las propiedades fisicoquimicas de un medicamento en una forma
de dosificacion y la respuesta biolégica (como consecuencia de su
biodisponibilidad) después de su administracion es el tema de un area de
investigacion de medicamentos conocida como biofarmacéutica. Para evaluar esta
respuesta bioldgica es necesario realizar distintos tipos de pruebas o analisis, como
pruebas de estabilidad de fase, estabilidad indicativa o pruebas de disolucion, las
cuales evidenciaran el comportamiento que podria llegar a tener el farmaco dentro
del organismo antes de ser comercializado. Otras herramientas de gran utilidad en
el estudio de un IFA es la aplicacion de conceptos farmacocinéticos como el area
bajo la curva (ABC) la cual es una forma de representar el cambio de concentracion
mediante el uso de una grafica representando la concentracion del farmaco contra

el tiempo, proveyendo datos de relevancia en el estudio de distintos IFAs.51:52

8.1. Estabilidad de fase e indicativa

El analisis de estabilidad de fase permite determinar si una fase cristalina es estable
o0 se transforma a otra al entrar en contacto con medios acuosos durante un periodo
determinado de tiempo. Este estudio se realiza con una muestra usando agitacion

a temperatura constante en un medio acuoso durante diferentes tiempos.>3

Por otro lado, el andlisis de estabilidad indicativa ayuda a determinar si una fase
cristalina se mantiene estable bajo distintas condiciones de temperatura y humedad.
Esto puede ayudar a establecer posteriormente las condiciones de
almacenamiento, transporte e incluso el mejor sistema contenedor-cierre de un

medicamento.>*
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De acuerdo con la NOM-073-SSA1-2015 para la Republica Mexicana la Zona
Climatica Il (subtropical, con posible humedad elevada) es la correspondiente para
realizar estos estudios conforme a la clasificacibn que marca la Organizacion

Mundial de la Salud.>*

8.2. Pruebade disolucion de polvos

Hay una serie de consideraciones al discutir los datos de solubilizacion de polvos.
Si las fases en estudio no se transforman en una solucion supersaturada, por
ejemplo, un cocristal a sus materias primas, es posible cuantificar la solubilidad al
equilibrio de la fase cocristalina. Para la solubilidad al equilibrio, se toman una serie
de puntos de tiempo y mediciones para asegurar que la solucion haya alcanzado el
equilibrio como lo demuestra una meseta en los datos de concentracion. El primero
es el equilibrio versus las mediciones de solubilidad cinética (o aparente). Los
valores de solubilidad cinética son valores aproximados generalmente basados en
una medicién en un punto de tiempo.

El tiempo requerido para alcanzar la solubilidad de una fase también puede ser un
factor de desarrollo basado en el tiempo de residencia en el estbmago y los
intestinos. Es deseable que el farmaco se disuelva mientras esta en el tracto
gastrointestinal, y tiempos de disolucion muy largos pueden dar como resultado una
menor absorcion del farmaco. Las velocidades de disolucién del polvo también
pueden depender del tamafio de particula; por lo tanto, para controlar este
parametro se recomienda realizar la estimacion de la velocidad de disolucion

intrinseca.®

8.3. Velocidad de disolucién intrinseca

La disolucion intrinseca es la disolucion de una sustancia activa pura, y la
determinacién de la velocidad de disolucion es un factor importante durante el
desarrollo de nuevas moléculas o fases sodlidas, a pesar de esto se deben
considerar varios factores y se pueden necesitar experimentos adicionales para
obtener e interpretar correctamente los datos de la prueba en los cocristales.®

La velocidad de disolucion intrinseca (VDI) se define como la velocidad de

disolucién de una sustancia activa pura, donde las condiciones de superficie,
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temperatura, agitacion, pH del medio y fuerza i6nica son constantes. Por lo tanto,
es posible obtener datos sobre la influencia de la naturaleza quimica de la fase, en
la velocidad del proceso de disolucién del farmaco. Esta informacion esta
relacionada con la variabilidad de la materia prima disponible en el mercado, que
resulta de procesos de sintesis distintivos, especialmente en las etapas finales de
cristalizacion, y puede conducir, por ejemplo, grados de hidratacion, habitos y

formas cristalinas para un solo medicamento.>®
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JUSTIFICACION

La baja solubilidad acuosa de PZQ es uno de los factores que limita su
biodisponibilidad oral y conlleva al uso de sistemas de alta dosificacion en el
tratamiento de parasitosis con este farmaco. Se ha demostrado que el uso de
cocristales farmacéuticos puede mejorar las propiedades fisicas y biofarmacéuticas
de farmacos que presentan una baja solubilidad acuosa. En investigaciones previas
se observO que cocristales con &acidos alifaticos como formador de cocristal
mostraban una ventaja en el perfil de disolucion intrinseca de PZQ en comparacion

con el IFA puro.

En nuestro grupo de investigacion se amplié la busqueda de nuevas fases soélidas
usando derivados de acido benzoico, tales como el acido 2-hidroxibenzoico, acido
2,3-dihidroxibenzoico y acido 2,4-dihidroxibenzoico, este trabajo pretende
reproducir las nuevas fases sélidas de praziquantel usando como formadores de
cocristal los acidos 2-hidroxibenzoico y 2,4-dihidroxibenzoico y evaluar el cambio de
las propiedades fisicas y biofarmacéuticas en comparacion con las fases cristalinas
con compuestos alifaticos reportadas previamente y con el farmaco en su estado

puro.
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HIPOTESIS

Silas nuevas fases sélidas de PZQ usando como formadores de cocristal los acidos
2-hidroxibenzéico y 2,4-dihidroxibenzoico presentan propiedades fisicas distintas a
las ya reportadas, entonces se observara un cambio en las propiedades
biofarmacéuticas de éstas en comparacion con otros cocristales con compuestos

alifaticos y con el praziquantel en su estado puro.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Reproducir y caracterizar nuevas fases sélidas cocristalinas de praziquantel usando
acidos hidroxibenzoicos como formadores de cocristal y evaluar la modificaciéon de

las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas de estas.

Objetivos especificos

e Reproducir la obtencion de los cocristales de PZQ con acidos

hidroxibenzoicos por molienda asistida con disolvente.

e Caracterizar las fases sélidas obtenidas mediante técnicas de difraccion de
rayos X de polvos (DRXP) y monocristal (DRXMC), espectroscopia infrarroja
(IR) y calorimetria diferencial de barrido acoplada a termogravimetria (DSC-
TGA).

e Escalar en factor de 1:10 las fases solidas por molienda asistida con

disolvente.

e Reproducir y validar el método de cuantificacion de PZQ y los formadores de
cocristal por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, por sus siglas

en inglés).

e Evaluar las propiedades biofarmacéuticas de las fases generadas:
estabilidad de fase e indicativa, velocidad de disolucion intrinseca y

disolucion de polvos.

e Determinar si existe una ventaja biofarmacéutica de los cocristales obtenidos
sobre fases obtenidas previamente en el grupo de investigacién con acidos

alifaticos.
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SECCION EXPERIMENTAL
1. Materiales

Los reactivos utilizados se enlistan a continuacion:

¢ (R,S) Praziquantel, Sigma-Aldrich P4668, lote: 066M4779V.

e Acido 2-hidroxibenzoico (salicilico) 299%, Sigma S5922, lote: MKBB3917.

e Acido 2.4-dihidroxibenzoico 97%, Aldrich D109401, lote: 30398PJ.

e Fosfato monobasico de potasio anhidro =299%, Sigma-Aldrich 795488,
lote: SLB8129.

e Fosfato dibasico de potasio anhidro 298%, Sigma-Aldrich 795496, lote:
SLBR8555V.

Los disolventes acetona y acetonitrilo se adquirieron en J. T. Baker, asi como el

acido clorhidrico. El etanol provenia de Merck KGaA.

Soluciones utilizadas:

e El medio de HCI pH 1.2 utilizado en las pruebas de disolucién se prepard
con agua desionizada a una concentracion 0.1 N.

e La solucibn CHsCN:HCI pH 1.2 utilizada en el analisis por HPLC se
prepard en una proporcion 50:50 v/v con el medio HCI pH 1.2 previamente
descrito.

e El medio PBS pH 6 utilizado en las pruebas de disolucion se prepard con
agua desionizada y una mezcla de KaHPO4 y KH2PO4 en proporciones
adecuadas para obtener el pH requerido.

2. Seleccién de cocristales a evaluar

Recientemente en nuestro grupo de investigacion se obtuvieron fases sélidas de
PZQ usando derivados de acido benzoico como formadores de cocristal, sin
embargo, no se evaluaron las propiedades biofarmacéuticas. Las fases se
obtuvieron con acido 2-hidroxibenzoico, 2,3-dihidroxibenzoico y 2,4-

dihidroxibenzoéico. Se descarto el analisis de la fase con acido 2,3-dihidroxibenzoico

——
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debido a que se encontrd transformacion polimérfica de la fase obtenida, lo cual

dificultaba su reproducibilidad y desarrollo. 34

3. METODOS
3.1. Sintesis y escalamiento de cocristales de PZQ

La sintesis de los cocristales se llevé a cabo por medio de la técnica de molienda
asistida con gota de disolvente. Inicialmente se prepararon 50 mg de cocristal de
PZQ con cada uno de los coformadores, ambos en estequiometria 1:1, se adicion6
en cada caso 20 pL de acetona y se molieron a 25 Hz durante 10 minutos en
contenedores de 2 mL de acero inoxidable de molino Retsch® MMA400.

Posteriormente las muestras obtenidas se caracterizaron por DRXP, DSC y TGA.®

Para el escalado de las muestras, se prepararon por duplicado 500 mg de cocristal
(1 gramo en total) de PZQ con cada uno de los coformadores utilizando los
contenedores de 5 mL del molino Retsch® MM400 y adicionando en cada caso 100
UL de acetona, se molieron a 25 Hz durante 10 minutos. Las muestras obtenidas se
caracterizaron mediante DRXP.

3.2. Caracterizacion fisica

3.2.1. Difraccion de rayos x de polvos

El analisis por difraccion de rayos x de polvos se realiz6 en un difractometro
BRUKER D8-ADVANCE con detector LynxEye (Acukat = 1.5406 A, monocromador
de germanio). El equipo se utilizé a 40 kV y 40 mA, los datos fueron obtenidos a

temperatura ambiente en un rango 26 = 5-45°.
3.2.2. Difraccion de rayos x de monocristal

Este proceso se llevé a cabo en un difractometro Agilent Tenchnologies SuperNova
equipado con un detector con un area CCD (E0sS2) usando radiacion de Mo-Ka
(A=0.71073 A) a partir de una fuente de rayos-X con microfoco y un enfriador Oxford

Instruments Cryojet.
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3.2.3. Analisis termogravimétrico (TGA)

Las mediciones fueron realizadas usando el equipo TGA Q50 TA Instrument. Las
muestras de aproximadamente 3 mg fueron colocadas en crisoles de aluminio y
analizadas en un rango de temperatura de 25-450°C con una velocidad de
calentamiento de 10°C/min. Se utilizé nitrégeno como gas de purga inerte con un

flujo de 50 mL/min.
3.2.4. Calorimetria diferencial de barrido (DSC)

El andlisis se llevé a cabo con el equipo SDT Q2000 TA Instrument. Se colocaron
muestras de alrededor de 3 mg en crisoles de aluminio y analizadas en un rango de
temperatura de 25-450°C con una velocidad de calentamiento de 10°C/min. Se

utilizo nitrdgeno como gas de purga inerte con un flujo de 50mL/min.
3.2.5. Espectroscopia de infrarrojo

El andlisis se realizé en un espectrofotometro ThermoScientific FT-IR-NICOLET
6700 en un rango de numero de onda de 4000-400 cm™, utilizando el accesorio de

muestreo ATR ThermoScientific Smart iTR de diamante.
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3.3. Evaluacién biofarmacéutica

3.3.1. Estabilidad indicativa

Para esta prueba se usaron 30 mg de las materias primas (PZQ, 2HBA y 24DHBA)
y los cocristales (PZQ-2HBA-H20 y PZQ-24DHBA), incubando las muestras a
condiciones de temperatura y humedad controlada por triplicado durante un mes.
La prueba se realiz6 en camaras de atmosfera controlada en las instalaciones de

Laboratorios Senosiain S.A. de C.V. Las condiciones utilizadas fueron:

e 40°C calor seco/ 0% humedad relativa
e 50°C calor seco/ 0% humedad relativa

e 40°C calor seco/75% humedad relativa

Una vez transcurrido el tiempo, las muestras fueron analizadas por DRXP.
3.3.2. Transformacion de fase en medio acuoso

La evaluacion de la transformacion de fase de cada cocristal se estudié colocando
100 mg de solido en una solucién acuosa (HCI pH 1.2) con agitacion constante a
una temperatura de 37°C durante 24 h. Se tomaron muestras a distintos tiempos y
se filtraron (utilizando swinex con papel Whatman nimero 3), el sélido remanente

se dejo secar a temperatura ambiente y posteriormente se analizé por DRXP.
3.3.3. Método de cuantificacién de PZQ

Con la finalidad de conocer las concentraciones de PZQ en las pruebas de
disolucion, se establecio un método de cuantificacion especifico para el IFA y los
coformadores. Debido a que los formadores de cocristal absorben en el espectro
UV-Vis presentando maximos de absorcion que traslapan con el espectro del
farmaco, se decidio utilizar el método de cromatografia liquida de alta resolucion
para la cuantificacion del PZQ. Se utilizé un equipo HPLC Agilent Technologies 1260
Infinity 1. El método considera el uso de una fase moévil compuesta de CH3sCN:HCI
pH 1.2 en una proporcién 50:50 con una velocidad de flujo de 1 mL/min y un volumen

de inyeccion de 10 uL. Se utiliz6 una columna Agilent Zorbax Eclipse XDB-C18
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(4.6x150 mm, 5 um) y un detector G7117A 1290 DAD FS establecido a 210, 257 y
300 nm para cuantificar PZQ, 24DHBA y 2HBA, respectivamente.

Los parametros de validacion evaluados fueron linealidad, precision, selectividad,
limite de deteccién y limite de cuantificacién, de acuerdo con lo establecido en la
Guia de Validacién de Métodos Analiticos.*® Se evalu6 la adecuabilidad del sistema
cromatografico y posteriormente se prepararon curvas de cuantificacion a partir de
una solucién stock de concentracion 1 mg/mL. En la tabla 3 se puede observar el
volumen requerido para la obtencién de cada uno de los puntos de la curva de PZQ,
en el anexo 1 presentado al final de este documento, se muestran las cantidades

empleadas para la preparacion de las curvas de PZQ-2HBA y PZQ-24DHBA.

Tabla 3. Concentraciones de la curva de cuantificacion empleada.

Concentracion de Volumen de stock Volumen final (mL)
PZQ (ng/mL) (nL) .

10 100 10
20 200 10
30 300 10
40 400 10
50 500 10

3.3.4. Prueba de disolucién intrinseca

Para la determinacion del perfil de disolucion intrinseca se pesaron 130 mg de
muestra (farmaco o cocristal) posteriormente se colocaron dentro de una matriz del
aparato de Wood y se comprimieron en una prensa hidraulica Zhermack, C305800
PO3 a 30 psi durante 30 segundos. Para esta prueba se utilizé el aparato de
disolucion VARIAN, VK7010, se usaron 300 mL de medio de disolucién (HCI pH 1.2
0 PBS pH 6.0) a 37°C y una velocidad de 100 rpm. Se tomaron muestras de 3 mL
a los tiempos 0.5, 1, 1.5, 2.5, 3, 3.5, 4, 4.5 y 5 h haciendo la respectiva reposicion
de medio en cada caso. Posteriormente las muestras fueron filtradas con filtros de
membrana HVLP de 0.45um para su posterior andlisis por HPLC. La prueba se

realizé por triplicado.
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3.3.5. Prueba de disolucion de polvos

Se evaluo a traves de experimentos en condiciones supersaturadas (no-sink) en un
equipo personal Reaction Station J-KEM Scientific (figura 10). Se colocé un tubo de
vidrio de 50 mL que contenia 200 mg de PZQ o cocristal y en seguida se adicionaron
10 mL del medio de disolucion (PBS pH 6) y se mantuvo en agitacion constante a
37+ 0.5°C. En intervalos de tiempo predeterminados (1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 12,
14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 45, 60, 75, 90 min) se tomd una muestra de
aproximadamente 2 mL que fue filtrada y diluida para su cuantificacion por el método
de HPLC, el volumen equivalente de cada muestra tomada fue repuesto. La prueba

se realiz6 por triplicado para cada experimento.

Figura 10. Equipo Personal Reaction Station J-KEM Scientific
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RESULTADOS Y DISCUSION
1. Obtencién y caracterizacién de nuevas fases sdlidas del praziquantel

Inicialmente se llevo a cabo la caracterizacion de praziquantel y de los formadores
de cocristal, asi como de las fases cocristalinas, mediante las técnicas de DRXP, IR
y DSC-TGA.

En la figura 11 se presenta el patron de DRXP, se observan los picos caracteristicos
de PZQ en el angulo de difraccién 28 con valores de 12.85, 15.41, 17.03 y 20.10.
Para 2HBA se observan los picos a 20 de 10.97, 17.29, 25.39 y 28.80 y para
24DHBA se observan picos caracteristicos en valores 26 de 13.88, 16.49, 25.53,
27.17, 28.29 y 28.44. Se compararon los patrones de difraccibon de ambos
coformadores con el patrén simulado a partir de los datos cristalograficos de la base
de datos de Cambridge, confirmando que 2HBA (anexo 2) se encuentra en su forma
anhidra. De igual forma se compararon los patrones del coformador 24DHBA y se

observé que también se encuentra en su forma anhidra (anexo 3).

La espectroscopia infrarroja se emplea ampliamente para el reconocimiento y el
analisis cuantitativo de unidades estructurales en compuestos desconocidos,
también se puede utilizar para obtener datos fundamentales sobre la mecanica de
las moléculas simples. Se obtuvieron los espectros IR de PZQ, 2HBA y 24DHBA,
los cuales se presentan en la figura 12. Observamos que el espectro IR
correspondiente a PZQ presenta bandas a los numeros de onda de 1623 y 1647
cm?, que corresponden a vibraciones de los grupos carbonilos (C=0). Por otro lado,
en el caso del 2HBA se muestra una banda a un nimero de onda de 1652 cm
atribuido al enlace C=0 y una banda a 3231 cm! correspondiente al estiramiento
del grupo hidroxilo (OH) del anillo bencénico. En el espectro correspondiente al
espectro de 24DHBA se presenta una banda a 1628 cm™ la cual corresponde a
vibraciones y estiramientos del enlace C=0 y una sefial a 3360 cm™* correspondiente
a vibraciones de los grupos OH. Estas sefiales son de importancia debido a que, al
ser grupos donadores y aceptores de puentes de hidrogeno, se espera una
modificacion en el numero de onda debido a la generacion de un cocristal por la

potencial interaccion de dichos grupos funcionales.>”:58
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Figura 11. Patron de DRXP de las materias primas PZQ, 2HBA y 24DHBA.
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Figura 12. Espectros IR de PZQ, 2HBA y 24DHBA.

La calorimetria diferencial de barrido se ha utilizado para caracterizar las
propiedades fisicas de los materiales farmacéuticos, incluyendo punto de fusién o

la capacidad de calor especifica, en este proceso se ilustra el flujo de calor (W/g) en
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funcion de la temperatura en °C. Por otro lado, el andlisis termogravimétrico es un
método experimental que provee informacion para caracterizar un sistema
(elemento, compuesto o mezcla) midiendo los cambios en el peso que se dan en
funcién del aumento de la temperatura originando asi datos de fendmenos fisicos

como la fusién o fendmenos quimicos como la descomposicion. 5960

En las figuras 13, 14 y 15 se muestran los diagramas DSC y TGA de PZQ, 2HBA y
24DHBA, respectivamente. El PZQ (figura 13) presenta un evento endotérmico a
Tpeak=140.92°C el cual indica la fusién del sélido que coincide con el punto de fusion

del farmaco reportado en la literatura con valores de 136-140°C.1°
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Figura 13. Diagrama DSC-TGA de PZQ.

En el caso de los coformadores, el acido 2HBA (figura 14) presenta un proceso
endotérmico de descomposicion a Tpeak=159.21°C el cual es facilmente visible tanto
en DSC como en TGA, este resultado concuerda con el punto de
fusion/descomposicion reportado en la literatura para esta molécula. El coformador
24DHBA (figura 15) muestra un pico endotérmico a una Tpeak=230.44°C, el cual
corresponde con el punto de fusibn/descomposicion reportado como se observa en

el TGA y esta en concordancia con los reportado previamente, 44561
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Figura 14. Diagrama DSC-TGA de 2HBA.
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Figura 15. Diagrama DSC-TGA de 24DHBA.
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1.1. Cocristal PZQ-2HBA-H20

La fase sélida cocristalina de PZQ usando 2HBA como coformador se reprodujo
mediante la técnica de molienda asistida con gota de disolvente, como se obtuvo
previamente en el grupo de investigacion. Inicialmente se establecieron distintas
combinaciones molares de farmaco y coformador para corroborar la relacion
estequiométrica inicial identificada (1:1) (anexo 4) utilizando acetona como
disolvente. En la figura 16 se observa que en la relacion molar 1:1 no hay picos de
difraccién de las materias primas, caso contrario a lo observado cuando se probaron
en las relaciones molares 1:2 y 2:1, donde se observo un exceso de coformador y

farmaco, respectivamente.3

PZQ

Moty

PZQ-2HBA 2:1

> > *»
I i I i I i I i I i I i I i I i 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45
2 Theta

Figura 16. Patron de DRXP de las relaciones estequiométricas de la fase PZQ-2HBA obtenidas por el método
de molienda asistida con gota de disolvente utilizando acetona como disolvente. Los rombos indican los picos

de difraccion de las materias primas en exceso.

En paralelo al desarrollo de este trabajo de investigacion, el cDr. Reynaldo Salas-
Zuiiga, logroé la elucidacion estructural por DRXMC de esta nueva fase sdlida. A
continuacion, se presenta la unidad asimétrica del cocristal (figura 17), la cual esta
formada por una molécula de praziquantel y una molécula de &cido 2-
hidroxibenzdico, ambas en estado neutro; lo cual confirma la obtencion de una fase
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cocristalina en una relacion molar 1:1 como se describid anteriormente.
Adicionalmente, se observé la presencia de una molécula de agua como parte de la
celda unitaria, por lo cual, se establece que se obtuvo una fase cocristalina
monohidratada (PZQ-2HBA-H20 1:1:1).34

Figura 17. Diagrama ORTEP de la unidad asimétrica del cocristal PZQ-2HBA-H20 1:1:1 (elipsoides al 50% de
probabilidad).

Se compard el patrén DRXP simulado a partir de los datos cristalograficos del
cocristal monohidrato PZQ-2HBA con el difractograma obtenido experimentalmente
en este trabajo (Figura 18), observando que el solido obtenido experimentalmente
tiene picos de difraccion idénticos al patron de DRXP simulado. Este andlisis
corrobord que la fase soélida obtenida, que se empled en estudios posteriores,

corresponde con la fase monohidratada descrita previamente.
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PZQ-2HBA-H,0 simulado

PZQ-QHBA-HZO exﬁerimbntal

2 Theta

Figura 18. Comparacién del patrén DRXP del cocristal PZQ-2HBA-H20 simulado con el

experimental.

Adicionalmente se realizd la caracterizacion por espectroscopia IR del cocristal
PZQ-2HBA-H20, mostrando que existe una modificacion en el espectro con
respecto a las materias primas. En la figura 19 se observa que las bandas presentes
a 1647 y 1623 cm™ pertenecientes a los grupos carbonilos de PZQ presentan un
desplazamiento en una sola banda a 1591 cm™, y la banda correspondiente al C=0
del coformador se desplazé a 1670 cm™ en el cocristal. Este comportamiento es
similar al observado en cocristales de PZQ con acidos dicarboxilicos alifaticos como
coformadores, donde se requiere una mayor energia para el estiramiento del enlace

C=0 del coformador cuando esta en fase cocristalina.®

Por otro lado, se observa la aparicion de nuevas bandas a numeros de onda de
3463y 3536 cm y se atribuye a vibraciones generadas por los grupos OH del acido
2-hidroxibenzoico y de la molécula de agua presentes en la celda unitaria de este

cocrista. Este resultado estd en concordancia con el andlisis de las interacciones
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por puente de hidrégeno presentes entre los grupos funcionales que intervienen en
el reconocimiento molecular en la fase cocristalina, tal como se aprecia en la figura
20.

——PZQ

164711623

— 2HBA

3231

1652

—— PZQ-2HBA-H,0

3536 3463

1591
1

L 1 | 1 | 1 | 1 | 1

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

Figura 19. Espectros IR del cocristal PZQ-2HBA-H20 1:1:1 comparado con las materias primas.

Figura 20. Interacciones por puente de hidrégeno entre las moléculas de PZQ, 2HBA 'y H20 presentes en el
cocristal PZQ-2HBA-H20
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El analisis termogravimétrico (figura 21) muestra que la pérdida de masa del
cocristal PZQ-2HBA-H20 (1:1:1) se lleva a cabo en tres etapas. La primera pérdida
consta de aproximadamente el 3.14% de la muestra total en un intervalo de 50-90°C
gue se atribuye a la pérdida de agua (deshidratacion del sélido) lo cual concuerda
con el analisis por DRXMC donde se observo la presencia de una molécula de agua
en la unidad asimétrica, también concuerda con el porcentaje en peso calculado del
agua presente en el soélido (3.84%). Posteriormente se observa una segunda
pérdida de masa la cual inicia a 83.46°C hasta 86.88°C (evento endotérmico en la
curva DSC) correspondiente a la descomposicién del cocristal.
De acuerdo con el diagrama TGA la descomposicion del cocristal se presenta a una
temperatura menor en comparacion con el punto de fusion/descomposicion de las
materias primas que lo conforman, posterior a la pérdida de agua presente en el
sélido se observa una segunda pérdida de masa de aproximadamente 29.11% la
cual corresponde al peso total de coformador con un porcentaje calculado de
29.48%, finalmente se observa una tercera pérdida la cual consta del 66.25% valor

gue concuerda con el total del farmaco presente siendo el valor calculado de 66.68%
de PZQ.

T~ 1 - - 1 T T 1
_____ DSC_PZQ-2HBA |
01 | ---- TGA_PzQ-2HBA [ 100
\\\ F_
\\\ ‘
s | ‘ \‘\\ —~~
= . 60
g 24 \ g
o \\\ §
5 L 40 =
9 -3+ '
=) \
LL \
\ - 20
-4 < ‘ \I\
U tomemm e e Lo
86.88°C
-5 T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 100 200 300 400

Temperatura (°C)

Figura 21. Diagrama DSC-TGA del cocristal PZQ-2HBA-H,0 (1:1:1).
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1.2. Cocristal PZQ-24DHBA

En el caso del cocristal de PZQ con acido 2,4-dihidroxibenzoico se establecié la
relacion estequiométrica 1:1. Como se observa en la figura 22 en las
estequiometrias 1:2 y 2:1 existe un exceso de coformador y farmaco
respectivamente. En la estequiometria 1:1 se observa un patron nuevo en el que no
aparecen picos caracteristicos de las materias de partida y que coincide con el
patron de DRXP del sélido reportado previamente (anexo 5).

24DHBA
Tl i bbbt A ATy ik TN W TTYE WYUE WY PR e

\
l
‘ t ‘ PZQ-24DHBA 1:1
il tolhohaniy W)LM._. TRTRAPRTI W | Jmtwmwmwﬁwmfh)»fmwmwj \W‘.WAI;; b " Pttt "
T
| | | PZQ-24DHBA 1:2
Wb WWMMWWWJ WM Wi MMWWWWMMMW WMMJWWMMMWWWWMMMWWWMW
l PZQ:24DHBA 2:1
WWMMWWL«‘WwwaWWWMMWWWM WMMWWMWWM,,;s Y WY SO Y8 NPT R PR P WP YRY YO
FI> I 1IO I 1|5 I 2|O I 2|5 I 3|0 I 3|5 I 4|0 I 4|5
2Theta

Figura 22. Patron de DRXP de la fase sélida PZQ-24DHBA en diferentes relaciones estequiométricas y las

respectivas materias primas.

La nueva fase solida PZQ-24DHBA se caracteriz6 por espectroscopia IR (figura 23).
Comparando los espectros IR del farmaco y el coformador se observé que el
espectro IR del cocristal no corresponde a la superposicidon de los espectros de las
materias primas. El espectro IR de la nueva fase sdlida PZQ-24DHBA muestra
modificaciones en el numero de onda correspondientes a las vibraciones de los
enlaces C=0 hacia un nimero de onda menor (1602 cm) y el desplazamiento de
la banda debido al estiramiento del enlace C=0 del coformador se desplazd a un
mayor nimero de onda (1651 cm), similar al cocristal hidrato PZQ-2HBA-H20. Por
otro lado, en el espectro IR del cocristal se observa un desplazamiento de la banda

en nimero de onda de 3360 cm™ correspondiente a vibraciones de los grupos OH
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pertenecientes al coformador a una banda ancha desde 3050 hasta 3400
aproximadamente. Demostrando la participacion de los grupos funcionales en las
interacciones en la fase cocristalina, lo cual podria corroborarse con el andlisis por
DRXMC.
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Figura 23. Espectros IR de PZQ, 24DHBA y PZQ-24DHBA (1:1).

El andlisis termogravimétrico (figura 24) de la nueva fase sélida PZQ-24DHBA,
mostré en el diagrama DSC un proceso endotérmico a una temperatura de 168.93
°C (Tpeak) que corresponde al punto de fusion del cocristal. Mientras que en el
diagrama TGA se observa una primera pérdida de masa de aproximadamente el
32.19% que concuerda con la cantidad de coformador presente en el sélido
(calculado= 33.04%) y una segunda pérdida del 66.10% cantidad que se atribuye a

la cantidad de farmaco presente (calculado= 66.96%).
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Figura 24. Diagrama DSC-TGA del cocristal PZQ-24DHBA (1:1).
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2. EVALUACION BIOFARMACEUTICA
2.1. Estabilidad indicativa

Con el proposito de estudiar el comportamiento de los cocristales PZQ-2HBA-H20
y PZQ-24DHBA bajo distintas condiciones de temperatura y humedad, los sélidos
se sometieron durante 30 dias a tres condiciones de temperatura y humedad relativa
(HR): a) 40°C, calor seco. b) 50°C, calor seco y c) 40°C, 75% HR. Una vez
transcurrido el tiempo las muestras se analizaron por DRXP. En la figura 25 se
observa que el patrén de DRXP del cocristal PZQ-2HBA-H20 no muestra cambios
y no se observan picos de difraccién de las materias primas. Por lo tanto, al no existir
transformacion en la fase o una degradacién en las materias primas de partida se
concluye que el cocristal de PZQ-2HBA-H20 es estable fisicamente bajo estas

condiciones.

e et J—JJW e PZQ

) Lo J L 2HBA

M’L . SO M’NWK prra PZQ-2HBA-H,0O
40°C, 0% HR_1

40°C, 0% HR_2

W/LWWUM}L i JK“WW,W 50°C, 0% HR_1

50°C, 0% HR_2

/ \ O 40°C, 75%HR_1

JWWJ‘\N\_J\M)\ JA\WW 40°C, 75%H R_2

5 10 15 20 25 30 35 40 45
2 Theta

Figura 25. Patron de DRXP del cocristal PZQ-2HBA-H20 bajo distintas condiciones de temperatura y

humedad relativa.

Un comportamiento similar al cocristal PZQ-2HBA-H20 se observé en los estudios
de estabilidad indicativa del cocristal PZQ-24DHBA. En la figura 26, se presenta la
comparacion del patron de DRXP de las muestras obtenidas después de la prueba
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de estabilidad con el sélido cocristalino y las materias primas, se observa que no
existen cambios o transformaciones en el solido, indicando que es estable

fisicamente bajo estas condiciones de temperatura y humedad relativa.

MWWM PZQ
— = e M 24DHBA

PZQ-24DHBA

40°C, 0% HR_1
40°C, 0% HR_2

50°C, 0% HR_1
\

| \ o o
Jl \w WAJA\N/* A w’\Jﬂ \qu\’w‘ e 50 C, 0% HR_2
| a -
/‘L UWAU‘“\ O, A ‘1\-.._#«“\,& 40°C, 75% HR_]_
40°C, 75% HR_2
I T T T T T T T T T T T . T . |
5 10 15 20 25 30 35 40 45
2 Theta

Figura 26. Patrén de DRXP del cocristal PZQ-24DHBA bajo distintas condiciones de temperatura y humedad

relativa.

2.2. Transformaciéon de fase mediada por la solucion (HCI pH 1.2)

En este proceso realizaron pruebas para establecer la posible transformacioén de
fase en medio acuoso (HCI pH 1.2) con el fin de simular el medio gastrico y
determinar el comportamiento que tendran los cocristales PZQ-2HBA-H20 y PZQ-

24DHBA al entrar en contacto con la solucién acuosa.

Como se observa en el analisis por DRXP de las muestras obtenidas usando el
cocristal PZQ-2HBA-H20 (Figura 27a), el patron de DRXP de los soélidos residuales
a distintos tiempos muestran que el cocristal PZQ-2HBA-H:0 es fisicamente estable
hasta las 24 h de encontrarse en contacto con el medio, dado que, en todas las
muestras se observan picos de difraccion similares al sélido cocristalino inicial. En
el caso de la fase sélida de PZQ-24DHBA (Figura 27b), por medio del analisis por

DRXP de los sélidos residuales se observo que su estado fisico se mantiene al no
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observar transformacion fisica a sus componentes de partida al estar en contacto
con la solucion acuosa (HCI pH 1.2). Ambas fases solidas son muy estables a pH
1.2, no mostrando transformacion a materias primas durante las 24 h del

experimento.
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Figura 27. Patron de DRXP de la prueba de transformacion de fase mediada por la solucion
(HCI pH 1.2) para: a) el cocristal PZQ-2HBA-H20 y b) el cocristal PZQ-24DHBA.
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2.3. Método de cuantificaciéon

Inicialmente, se obtuvieron los espectros UV-Vis del PZQ y los formadores de
cocristal (anexo 6 y 7), donde se observé que ambos analitos presentan maximos
de absorcion que se traslapan y por lo tanto su cuantificacion por este método no
fue posible. Asi, se decidio utilizar un método de cromatografia liquida de alta
resolucién para la separacion y cuantificacion del PZQ proveniente de los
experimentos de disolucion del farmaco puro y de los cocristales estudiados en este

trabajo.

Para establecer el método cromatografico se consideraron los parametros de
desempeiio: adecuabilidad, linealidad, precision, especificidad, limite de
cuantificacion y limite de deteccion de acuerdo con las especificaciones descritas
en la “Guia de Validacion de Métodos Analiticos”. Se evaluaron dos métodos de
cuantificacion a partir de las mezclas fisicas de los componentes de cada cocristal
PZQ-2HBA y PZQ-24DHBA (farmaco-coformador).>6

Para el método de cuantificacion de PZQ considerando la mezcla PZQ-2HBA se
selecciond la longitud de onda de 210 y 300 nm para la cuantificacion del PZQ y el
acido 2-hidroxibenzoico, respectivamente. Se evalud la adecuabilidad del método
mediante la inyeccion por quintuplicado de la concentracion intermedia de la curva
de cuantificacion, en todos los casos se obtuvo una desviacion estandar relativa
(%RSD, por sus siglas en inglés) menor al 2%, indicando que el método era
adecuado para la cuantificacion de los analitos (anexo 8). El mismo proceso se llevo
a cabo utilizando la mezcla PZQ-24DBHA para la cuantificacion de PZQ vy el &cido
2,4-dihidroxibenzoico utilizando la longitud de onda de 210 y 292 nm,
respectivamente, la determinacion de la adecuabilidad se evalué mediante la
inyeccion por quintuplicado de la concentracion intermedia de la curva de
cuantificacion, de lo anterior se obtuvo un %RSD menor al 2% en todos los casos
corroborando que el método es adecuado para la cuantificacion de los analitos

(anexo 9).
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La linealidad del método se demostré a partir de la preparacién de curvas de
cuantificacion por triplicado con un minimo de 5 puntos (sin incluir el cero) por 3
dias. La guia de validacion indica que el criterio de aceptacion para cumplir con la
linealidad es que el valor del coeficiente de determinacion (r?) debe ser > a 0.98. El
método para cuantificar PZQ a partir de la mezcla fisica PZQ-2HBA fue lineal en el
intervalo de estudio de 10 pg/mL a 50 ug/mL (anexo 12), de igual forma el valor de
r2 obtenido para el método de cuantificaciéon de PZQ usando la mezcla fisica PZQ-
24DHBA (anexo 13) corrobora la linealidad del método.

Para la precision del método se determiné el coeficiente de variacién (C.V) a partir
del andlisis del factor respuesta (R) para cada concentracion de la curva de
cuantificacion, cuyo criterio de aceptacion es que el CV debe ser <2%. En el caso
del método PZQ-2HBA solo la concentracion mas baja del dia 3 se encuentra
ligeramente por arriba del 2% (aprox. 3.5, anexo 12). Para el método PZQ-24DHBA

se obtuvieron C.V. iguales y menores al 2% (anexo 13).

Los cromatogramas obtenidos con el método para PZQ-2HBA y con el método para
PZQ-24DHBA (figura 28), muestran que PZQ presenta un tiempo de retencion de
3.7 min independiente del tipo de coformador, es decir, la presencia del formador

de cocristal no modifica el tiempo de retencion del farmaco.
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c) d)
Figura 28. Cromatogramas de PZQ y los coformadores con la mezcla de fase movil CHsCN:HCI pH

1.2 (50:50) en sus respectivos métodos de cuantificacion. a) cocristal PZQ-2HBA-H20, b) coformador
2HBA, c) cocristal PZQ-24DHBA y d) coformador 24DHBA.

En la figura 29 podemos observar el cromatograma de PZQ obtenido mediante el
método PZQ-2HBA a partir de una disolucién de polvos realizada en medio acuoso
PBS pH 6.0, podemos observar que el tiempo de retencion del farmaco de 3.7 min
se mantiene constante independientemente del medio acuoso en el que se realice
el experimento, esto ademas indica lo versatil que es el método para la
cuantificacion de PZQ. De acuerdo con la Guia de validacién de Métodos Analiticos
el método posee alta especificidad al obtener una respuesta constante en el tiempo
de retencion de PZQ ya sea que se encuentre puro o en mezcla. Esto sucede en el
método PZQ-2HBA asi como en el método PZQ-24DHBA.
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Figura 29. Cromatograma de PZQ obtenido con el método de cuantificacion PZQ-2HBA.

2.4. Limite de deteccion y limite de cuantificacion

El limite de deteccién (LD) y cuantificacion (LC) se determinaron a partir de los datos
obtenidos del andlisis de regresion lineal, considerando el valor de la pendiente y el
intercepto de cada curva de cuantificacion. A partir de estos valores se obtuvo el
promedio de las pendientes (im) y del intercepto (b), posteriormente se obtuvieron
las respectivas desviaciones estandar (DEm y DEb). En la tabla 4 podemos

observar los resultados obtenidos.
LD = 3.3 2EP LC =10 2EP
m m

Tabla 4. Calculo de los limites de deteccién y cuantificacion de PZQ.

PZQ-2HBA PZQ-24DHBA

PZQ (A=210 nm) PZQ (A=210 nm)
m 34076318 34248192
DE m 726534 149549
b -2419403 6193364
DE b 11804615 2984880
LD (ug/mL) 1.14 0.29
LC (ug/mL) 3.46 0.87
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Con el LC se establecié la concentracion minima de PZQ que es posible cuantificar

de manera confiable en cada método.
2.5. Disolucién intrinseca

La velocidad de disolucion intrinseca se define como la disolucion del farmaco puro
cuando las condiciones como el area superficial, la temperatura, la agitacion o la
velocidad de agitacion, el pH y la fuerza ionica del medio de disolucion se mantienen

constantes.®®

La figura 30 muestra el perfil de disolucion intrinseca del PZQ y los cocristales PZQ-
2HBA-H20 y PZQ-24DHBA en un medio acuoso (HCI pH 1.2). Todos los perfiles se
ajustaron a un modelo matematico lineal obteniendo coeficientes de determinacion
mayores a r?= 0.98, lo cual indica que no existe transformacion fisica de las fases
sélidas bajo estas condiciones de estudio. Estos resultados concuerdan con los
datos obtenidos en los experimentos de estabilidad de fase en soluciéon acuosa pH
1.2 (figura 27), donde se encontr06 que ambas fases sdlidas no sufren
transformacion en solucién a una fase soélida distinta. En los perfiles de disolucion
se observa un aumento en el porcentaje disuelto de PZQ a partir de ambos
cocristales en comparacion con el farmaco puro, donde el cocristal hidrato PZQ-
2HBA-H20 mostré un mayor porcentaje de farmaco disuelto en comparacion con el
cocristal de PZQ-24DHBA.
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Figura 30. Perfil de disolucion intrinseca del PZQ y los cocristales PZQ-2HBA-H20 y PZQ-24DHBA,
en medio acuoso HCI pH 1.2 (n=3 + DE).

En la tabla 5 se muestran las constantes de velocidad de disolucion intrinseca del
PZQ vy los cocristales PZQ-2HBA-H20 y PZQ-24DHBA obtenidas a partir del ajuste
lineal de los perfiles de disolucion intrinseca (Anexo 14). Derivado de este analisis
se observé que ambos cocristales aumentan la constante de velocidad de disolucién
en comparacion con el PZQ puro, aumentando por 2.4 y 1.5 veces mas con el
cocristal PZQ-2HBA-H20 y PZQ-24DHBA, respectivamente.

Tabla 5. Constantes de velocidad de disolucion intrinseca para PZQ, PZQ-2HBA-H20 y PZQ-24DHBA en HCI

apH 1.2
k4 (% disuelto/min*cm?) Kd (cocristaly/Kd (pz0)
PZQ 0.017 -- 0.99
PZQ-2HBA-HO 0.041 24 0.99
PZQ-24DHBA 0.026 15 0.99
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Dado que el acido 2-hidroxibenzoico y el acido 2,4-dihidroxibenzoico poseen valores
de pKa de 2.9 y 3.1 respectivamente, estas moléculas tienen solubilidad pH
dependiente. Debido a que son &cidos débiles, a pH 1.2 la especie quimica que
predomina es la forma neutra, sin embargo, a valores de pH mayores al valor de
pKa tienen la capacidad de ionizarse, de acuerdo con la ecuacién de Henderson-

Hasselbach;44.61.62

Log ((forma protonada) / (forma no protonada)) = pKa — pH

Como se mencioné anteriormente, los cocristales de PZQ estudiados aqui pueden
tener una solubilizacion pH dependiente dado que los coformadores tienen un valor
de pKa asociado, es asi como se decidi6 estudiar el efecto del cambio de pH en el
medio de disolucion (pH 6.0) sobre el perfil de disolucion intrinseca de ambos

cocristales.

En la figura 31 se observa que el PZQ puro no muestra un cambio en el perfil de
disolucion en un medio acuoso pH 6.0 comparado con el medio HCI pH 1.2 (figura
30), debido a que es un farmaco neutro y su solubilizacién no se modifica por el
cambio de pH. Sin embargo, ambos cocristales mostraron un cambio en la cinética
de disolucién en el medio de disolucién pH 6.0. Hasta los 30 min se observa una
velocidad de disolucion rapida, observandose un cambio de cinética a partir de 30
y hasta los 90 min aproximadamente y otro cambio posterior a este tiempo en los
perfiles de disolucion de PZQ a partir de los solidos cocristalinos. Un
comportamiento similar se observé en el perfil de disolucion intrinseca del cocristal
enantiopuro de PZQ en combinacion con acido L-malico, lo cual se atribuye a una

transformacion de fase mediada por la solucion.®?
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Figura 31. Perfil de disolucién intrinseca de PZQ y los cocristales PZQ-2HBA-H20 y PZQ-24DHBA,
en buffer de fosfatos pH 6.0 (n=3 + DE).

En la tabla 6 se observa la constante de disolucion intrinseca del farmaco puro y de
PZQ a partir de las formas sélidas cocristalinas de este, obtenidas a partir del ajuste
polinomial de los perfiles de la prueba de disolucién intrinseca en medio acuoso pH
6.0 (anexo 15). Ambos cocristales presentaron un aumento en la constante de
velocidad de disolucién del PZQ, siendo 3.85 y 3.71 veces mayor a partir del

cocristal PZQ-2HBA-H20 y PZQ-24DHBA, respectivamente.

Tabla 6. Constantes de velocidad de disolucién intrinseca de PZQ, PZQ-2HBA-H20 y PZQ-
24DHBA en PBS pH 6.0.

r

ka (% disuelto/hr*cm?)  Kq (cocristaly/Kd (pzq)

PZQ 0.014 - 0.995
PZQ-2HBA-H,0 0.054 3.85 0.997
PZQ-24DHBA 0.052 371 0.995
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Para los demas estudios que aqui se presentan, se decidié enfocarse solo al
cocristal PZQ-2HBA-H:20, dado que los resultados obtenidos con este generaban
menor variabilidad y no se esperaba difirieran en tendencia a los que pudiesen
obtenerse con el cocristal PZQ-24DHBA.

Es asi, que el andlisis de la cinética de disolucion bajo condiciones sink se
complementd con la evaluacién de la velocidad de disolucién intrinseca de la mezcla
fisica de los componentes PZQ-2HBA, esto para estudiar si el incremento en la
constante de velocidad de disolucién intrinseca se podia atribuir a la sola presencia
del coformador en la solucion. En la figura 32 se presenta la comparacion del perfil
de disolucién intrinseca de PZQ a partir del solido cocristalino PZQ-2HBA-H20 y su
respectiva mezcla fisica, donde se observé que la mezcla fisica tiene una ki-kqd
mayor que el farmaco, pero menor que el cocristal. Por lo tanto, se muestra que la
mayor mejora en la solubilizacion de PZQ se puede alcanzar empleando la fase
cocristalina PZQ-2HBA-H20.
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Figura 32. Perfil de disolucién intrinseca de PZQ, del cocristal PZQ-2HBA-H20 1:1:1 y la mezcla
fisica de PZQ-2HBA 1:1 en medio HCI pH 1.2 (n=3 + DE).
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Como ya se habia mencionado, anteriormente se obtuvieron cocristales de PZQ con
acidos alifaticos. Con el fin de comparar los valores de kd previamente reportados
con los valores obtenidos de las nuevas fases de PZQ con acidos hidroxibenzoicos
en la tabla 7 se resumen estos resultados.®

Podemos observar que en ambos casos los cocristales presentan una ventaja en la
constante de disolucién en comparacion con la de PZQ anhidro, sin embargo, los
valores de kq de los cocristales con acidos alifaticos presentan una ventaja mayor
sobre los cocristales con acidos hidroxibenzoicos, esto puede atribuirse a que el
valor de solubilidad acuosa de los acidos alifaticos es mayor que el valor de
solubilidad de los acidos hidroxibenzoicos lo cual impacta en las propiedades de los
cocristales. En el caso de los cocristales generados con acidos hidroxibenzoicos, el
cocristal PZQ-24DHBA presenta un valor de ka muy similar al PZQ en su forma pura,
por otro lado, el cocristal PZQ-2HBA-H20 presenta un valor de ka¢ mayor como se

observa en la figura 30 en los perfiles de disolucién de ambas fases sélidas.®3

Tabla 7. Resumen del andlisis de disolucién intrinseca de los cocristales de PZQ. kq: constante de
disolucién, r: coeficiente de correlacion y valores de solubilidad en agua de los coformadores a 25°C.
Los experimentos en ambos casos se llevaron a cabo en medio acuoso HCI pH 1.2 a 37°C.

Cocristales de PZQ con acidos alifaticos Cocristales de PZQ con acidos hidroxibenzéicos

Solubilidad
ke e Solubilidad

Kd R de
(mg/hr*cm?) coformador

R
(mg/hr*cm?) coformador

PZQ 1.2 0.98 - PZQ 1.3 0.99
PZQ-SUC 9.0 0.99 71 PZQ-2HBA-H0 2.2 0.99 2.24
PZQ-GLU 8.4 0.99 540 PZQ-24DHBA 1.4 0.99 5.78

PZQ-MALO 121 0.99 623
PZQ-0.5H,0 1.8 0.99 -

La solubilidad de los coformadores de tipo alifatico fueron tomadas de: Schultheis, N. (2009).
PZQ-SUC= Praziquantel-Acido succinico

PZQ-GLU= Praziquantel-Acido glutarico

PZQ-MALO= Praziquantel-Acido mal6nico

PZQ-0.5H20= Praziquantel hemihidrato
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2.6. Disolucion de polvos bajo condiciones supersaturadas

Reportes previos han descrito que los cocristales que sufren transformacion de fase
mediada por la solucién, son capaces de generar sistemas supersaturados. Es asi
como se evalu6 el comportamiento del cocristal PZQ-2HBA-H20 en disolucion bajo
condiciones de supersaturacion (condiciones no sink) en el medio de disolucion pH
6.0.%4

En la figura 33 se muestra el perfil de disolucién de polvos del cocristal PZQ-2HBA-
H20 comparado con el del PZQ puro. El perfil donde se empleé el cocristal alcanz6
una concentracion maxima de PZQ de hasta 1.17 mg/mL en los primeros minutos
de andlisis, decayendo rapidamente hasta alcanzar una concentracion de PZQ de
aproximadamente 0.37 mg/mL a los 10 min y hasta el final de la prueba (90 min).
En contraste, el perfil de disolucién de polvos del farmaco alcanz6 su maxima
concentracion de 0.24 mg/mL a los 5 min, permaneciendo asi hasta el final de la
prueba.

1.4 —=— PZQ-2HBA-H,0

~e PZQ

Concentracion PZQ (mg/mL)

Tiempo (min)

Figura 33. Perfil de disolucion de polvos de PZQ vy el cocristal PZQ-2HBA-H20 en buffer de fosfatos
pH 6.0 (n=3 + DE).
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La figura 34 muestra el area bajo la curva (ABC) de los perfiles de disolucion de
polvos del PZQ a partir del farmaco puro y del cocristal PZQ-2HBA-H20, esto como
un parametro para cuantificar la ventaja de solubilizacion inducida por el cocristal
bajo condiciones de supersaturacion. EI ABC inducida por el cocristal PZQ-2HBA-

H20 mostré ser 1.77 veces mayor en comparacion con el farmaco.

40

= [ N N w w
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Figura 34. ABC obtenida de la prueba de disolucién de polvos del PZQ y el cocristal PZQ-2HBA-
H20.
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CONCLUSIONES

Se obtuvieron los cocristales PZQ-2HBA-H20 (1:1:1) y PZQ-24DHBA (1:1) por el
método de molienda asistida con disolvente y fueron caracterizadas por DRXP,
DRXCM [PZQ-2HBA-H20 (1:1:1)], IR, DSC y TGA. Estos presentaron propiedades

fisicas y biofarmacéuticas diferentes a las materias primas.

Algunas conclusiones adicionales relevantes son:

e Los cocristales PZQ-2HBA-H20 y PZQ-24DHBA presentaron una constante de
disolucion intrinseca de hasta 1.7 veces mayor que la generada por PZQ puro,
en medio acuoso pH 1.2. Esta ventaja observada se atribuye a la cocristalizaciéon

del PZQ y no a la mezcla fisica de los componentes de partida.

e Ambos cocristales tienen una estabilidad fisica en solucién pH dependiente,
debido a la capacidad de ionizacion y solubilizacion de los coformadores. A pH
1.2 las fases no presentan transformacion de fase mediada por la solucion,
mientras que a pH 6.0 se esperaria que se transformaran a materias primas, lo

cual seria atribuido a la transformacion del solido mediada por la solucion.

e El cocristal PZQ-2HBA-H20 generd condiciones de supersaturacién en un medio
acuoso pH 6.0, el cual se mantiene por un periodo de 10 minutos, debido a la

precipitacién posterior de la forma menos soluble del PZQ.
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PERSPECTIVAS

Caracterizar el cocristal PZQ-24DHBA por DRXMC.

Determinar la constante eutéctica de ambos cocristales, para enriquecer
la discusion de los resultados de los experimentos de disolucion

Evaluar el efecto de polimeros inhibidores de la precipitacion de farmacos
sobre el perfil de disolucion de los sdlidos cocristalinos bajo condiciones
supersaturadas.

Obtener una forma farmacéutica sélida usando los cocristales estudiados
aqui y comparar el rendimiento in vitro/in vivo comparado con el farmaco

puro y la formulacion comercialmente disponible del PZQ.
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ANEXOS

Anexo 1. Concentracion de las curvas de cuantifiacion PZQ-2HBA y PZQ-24DHBA

para la validacion.

Concentracion

Volumen de Volumen final

de PZQ-2HBA
(ug/mL) stock (pL) (mL)
10 100 10
20 200 10
30 300 10
40 400 10
50 500 10
Concentracion )
de PZQ-24DHBA V;'(;J(;Ee(n Ld)e Volu?sneLn)fmm
(rg/mL) K
10 100 10
20 200 10
30 300 10
40 400 10
50 500 10

Anexo 2. Comparacion de los patrones de difraccion de rayos x de polvos de 2HBA

materia prima y patron de 2HBA anhidro simulado.

\ | h ﬁ ~ 2HBAMP

M A ‘mewmw

| |
‘ H ﬁ [ 2HBA

JJ . o LU”LJ’Lﬁ_,MJ L;AUJUL\ Y UV U
I T T T T T T T T T T T T T 1
5 10 15 20 25 30 35 40
2 Theta
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Anexo 3. Comparacién de los patrones de difraccién de rayos-X de polvos de
24DHBA materia prima con los patrones simulados de 24DHBA hidrato y 24DHBA

anhidro.

— 24DHBA MP

24DHBA ANHIDRO

— 24DHBA HIDRATO

5 10 15 20 25 30 35 40
2 Theta

Anexo 4. (a) Patron de DRXP de la fase solida PZQ-2HBA-H2O obtenida
previamente y (b) patrén de DRXP de la fase solida PZQ-2HBA-H-20 reproducida

para este trabajo.
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Anexo 5. (a) Patron de DRXP de la fase solida PZQ-24DHBA obtenida previamente
y (b) patron de DRXP de la fase soélida PZQ-24DHBA reproducida para este trabajo.
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Anexo 6. Espectro UV-Vis de PZQ y 2HBA en medio HCI pH 1.2.
0.7
—— 2HBA
06+ —PZQ
0.5 \
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8 0.4 \‘
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Anexo 7. Espectro UV-Vis de PZQ y 24DHBA en medio HCI pH 1.2.
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400

Anexo 8. Adecuabilidad para el PZQ y el acido 2-hidroxibenzoico usando el método
PZQ-2HBA. (Parametros: area y tiempo de retencion).

System Suitability Report Page 2 of 2
Sequence : D:Result'3. Reynaldo'2019' Tunio'05'\ADECUABILIDAD PZQ-2HBA 2 rsit ADECUABILIDAD PZQ-2HBA 2 rst
User : SYSTEM (SYSTEM)

Printed : 6/5/2019 4:37:47 PM (GMT -05:00)

DAD: Signal Compound Parameter Min Max %RSD

B, 300.0

nm/Bw:4.0

nm Ref 450.0

nm/Bw:100.0

nm

2HBA_ 300 Retention Time 2
Area 2
Sample ID Compound Parameter Average Low High 2 RSD Status
2ZHBA 300 Retention Time 1.708 1.707 1.713 0.175
A001 1.713 Passed
A002 1.707 Passed
A003 1.707 Passed
A004 1.707 Passed
A005 1.707 Passed
Area 533889910 533072743 534601592 0.130

A001 534256615 Passed
A002 534296599 Passed
A003 533072743 Passed
A004 533222003 Passed
A00s 534601592 Passed
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Sample ID Compound Parameter Average Low High %RSD Status

PZQ_210 Retention Time 3.740 3.740 3.740 0.000

PZQ-2HBA 3.740 Passed
30 ugmL 001

PZQ-2HBA 3.740 Passed
30 ugmL 002

PZQ-2HBA 3.740 Passed
30 ugmL 003

PZQ-2HBA 3.740 Passed
30 ugmL 004

PZQ-2ZHBA 3.740 Passed
30 ugmL 005

Area 1053873294 1052897413 1055150513 0.086

PZQ-2HBA 1052897413 Passed
30 ugmL 001

PZQ-2HBA 1053131557 Passed
30 ugmL 002

PZQ-2HBA 1054287231 Passed
30 ugmL 003

PZQ-2HBA 1055150513 Passed
30 ugmL 004

PZQ-2HBA 1053899755 Passed

30 ugmL 005

Anexo 9. Adecuabilidad para el PZQ y el acido 2,4-dihidroxibenzoico usando el

método PZQ-24DHBA. (Parametros: area y tiempo de retencion).

DAD: Signal Compound Parameter Min Max 2o RSD
D. 292.0

nm/'Bw:4.0

nm Ref 430.0

nm/Bw:100.0

nm

24DHBA 202 Retention Time 2

Area 2

Sample TD Compound Parameter Average Low High 2o RSD Status

24DHBA_292 Retention Time 1.469 1.467 1.473 0.249
A001 1.473 Passed
A002 1.467 Passed
A003 1.473 Passed
A004 1.467 Passed
A00S 1.467 Passed

Area 424223428 423895724 424515295 0.059

A001 424515295 Passed
A002 424292473 Passed
A003 423895724 Passed
A004 424366464 Passed
AD0S 424047182 Passed

PZQ_210 Retention Time 3.761 3.760 3.767 0.079
A001 3.760 Passed
A002 3.760 Passed
A003 3.767 Passed
A004 3.760 Passed
A005 3.760 Passed

Area 1044284438 1043424478 1045659727  0.107

A001 1043424478 Passed
A002 1045346283 Passed
A003 1043500475 Passed
A004 1043491229 Passed
A005 1045659727 Passed
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Anexo 10. Datos de linealidad del método de cuantificacion por HPLC de PZQ a
partir del método PZQ-2HBA.

Dia1 Yy=3E+07x-1E+07

R?=0.9995
2E+09
1.5E+09
©
Q 1E+09
<
500000000
0
0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (pug/mL)
Dia 2 y = 3E+07x - 6E+06
R2=0.9996
2E+09
1.5E+09
O
g 1E+09
< 500000000
0
0 10 20 30 40 50 60
Concentracion (pg/mL)
Dia 3 y = 3E+07x + 1E+07
R?=0.9996
2E+09
1.5E+09
©
g 1E+09
<
500000000
0
0 10 20 30 40 50 60

Concentracion (pg/mL)
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Anexo 11. Datos de linealidad del método de cuantificacion por HPLC de PZQ a
partir del método PZQ-24DHBA.

Dial
y = 3E+07x + 1E+07
2E+09 R? =0.9995
1.5E+09
©
g 1E+09
<<
500000000
0
0 10 20 30 40 50 60
Concentracién (pug/mL)
Dia 2 y = 3E+07x + 4E+06
R? =0.9994
2E+09
1.5E+09
©
2 1E+09
<
500000000
0
0 10 20 30 40 50 60
Concentracién (ug/mL)
Dia 3
2E+09
1.5E+09
m©
g 1E+09
<<
500000000
0
0 10 20 30 40 50 60

Concentracién (pug/mL)
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Anexo 12. Determinacion de la linealidad para PZQ a partir de los datos del método

PZQ-2HBA.

Dia 1

Concentracion

Concentracion

Dia 3

(ug/mL) R1 R2 R3 Promedio DE Ccv
10 323499416 | 336013428 | 332660088 | 330724310.7 | 6477696.311 1.96
20 679685443 | 687504610 | 683214390 | 683468147.7 | 3915755.082 057
20 1054523739 | 1035682647 | 1029755647 | 1039987344 | 12932996.93 1.04
20 1372450682 | 1369609800 | 1362776239 | 1368278907 | 4972642.052 0.36
50 1743886148 | 1716895439 | 1711407286 | 1724062958 | 17385313.11 1.01

2 0.9995
bl 34714880.53
b0 1214208253
Corzﬁg;‘;:ﬁ;ié” R1 R2 R3 Promedio DE cv
10 324502670 | 333560311 | 335380042 | 3311476743 | 5826226.667 1.76
20 678735055 | 677561041 | 688569983 | 681622326.3 | 6045457.435 0.89
20 1025284650 | 1043219336 | 1031288163 | 1033264050 | 9129147.637 0.88
0 1351344641 | 1356045181 | 1346649463 | 1351346428 | 4697859.255 0.35
50 1609202288 | 1718409060 | 1705481529 | 1707697626 | 9793280.145 0.57
2 0.9996
bl 34228240.05
b0 -5831580.533

(ug/mL) R1 R2 R3 Promedio DE Ccv
10 330758970 331911649 351791929 338154182.7 11824688.62 3.50
20 685357286 693666246 676693287 685238939.7 8487098.367 1.24
30 1006037993 | 1005070037 | 1006517425 | 1005875152 737306.5716 0.07
40 1354102571 | 1341691721 | 1336918915 1344237736 8870239.647 0.66
50 1684815524 | 1662000411 | 1672023714 1672946550 11435517.68 0.68

r2 0.9996
bl 33285835.3
bo 10715452.87
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Anexo 13. Determinacion de la linealidad para PZQ a partir de los datos del método

PZQ-24DHBA.

Dia 1

Dia 3

Concentracion R1 R2 R3 Promedio DE cv
(ng/mL)
10 338086087 352319072 347296065 345900408 7218404.211 2.0
20 684011243 707489512 716333527 7026114273 | 16704169.94 2.38
20 1044280724 | 1055693501 | 1042349847 | 1047441387 | 7211533.853 0.6
20 1384295158 | 1370380477 | 1399179429 | 1384618355 | 14402196.05 1.04
50 1728428028 | 1728601119 | 1714536633 | 1723855260 | 8070631.759 0.47
2 0.9995
b1 343791663
b0 9510378.07
Concentracion R1 R2 R3 Promedio DE cv
(pg/mL)
10 335661959 338427475 333887843 335092425.7 2087787.32 | 0.68090443
20 683464015 711132168 694251415 696282532.7 139454563 | 2.00284449
30 1041056411 | 1040434707 | 1036846611 | 1039445910 207242033 | 0.21861843
40 1397806727 | 1378530764 | 1368346236 | 1381564242 14961307.9 | 1.08292524
50 1713662215 | 1705854535 | 1702563377 | 1707360042 5700523.26 | 0.33387939
2 0.9994
bl 34280169.4
bo 3723947.63

Corzﬁg;‘rt;ﬁ;:ié” R1 R2 R3 Promedio DE cv

10 328210110 340785884 341206106 336734033.3 7384923.722 2.19
20 677746468 704629669 697421517 693265884.7 13915048.83 2.01
30 1033542203 1038546069 1024805042 1032297771 6954524.67 0.67
20 1364053061 1375077991 1398398325 1379176459 17535602.92 1.27
50 1701113547 1697026731 1695982037 1698040772 2711882.663 0.16

2 0.9997

b1 34085240.51

b0 5345768.7




Anexo 14. Concentracion de PZQ (% disuelto/cm? promedio) calculado a partir de

los resultados de las pruebas de disolucion intrinseca de PZQ y los cocristales PZQ-

2HBA-H20 y PZQ-24DHBA realizados en medio HCI pH 1.2.

‘ Tiempo PZQ DE PZQ-2HBA-H20 DE PZQ-24DHBA DE
30 0.61847 0.02101 1.31845 0.05388 0.45714 0.23587
60 1.18656 0.01619 2.54895 0.13306 0.85374 0.4752
90 1.74689 0.03061 3.9853 0.2085 1.23152 0.49135
120 2.26582 0.06045 5.01275 0.24875 1.65507 0.61008
150 277762 0.07164 6.30319 0.29597 2.04988 0.59596
180 3.28194 0.08173 7.44276 0.40263 2.43249 0.52817
210 3.79239 0.09813 8.7123 0.44578 2.81001 0.68679
240 4.22145 0.10052 9.79504 0.44307 3.11782 0.62965
270 4.68244 0.13518 10.87699 0.57158 3.4661 0.64733
300 5.13665 0.17049 12.11764 0.73494 3.93887 0.36881

Anexo 15. Concentracion de PZQ (% disuelto/cm? promedio) calculado a partir de

los resultados de las pruebas de disolucién intrinseca de PZQ y los cocristales PZQ-

2HBA-H20 y PZQ-24DHBA realizados en medio PBS pH 6.0.

‘ Tiempo PZQ (D] = PZQ-2HBA-H20 DE PZQ-24DHBA DE
30 0.68392 0.05318 3.38983 0.23587 1.93105 0.05794
60 1.23064 0.06071 5.31607 0.4752 3.12473 0.16219
90 1.69934 0.08513 6.58914 0.49135 4.15262 0.17123
120 2.14465 0.07642 7.70816 0.61008 5.09087 0.20754
150 2.61208 0.09251 8.7659 0.59596 5.85759 0.26886
180 3.0142 0.14057 9.54828 0.52817 6.61738 0.37114
210 3.40773 0.16082 10.64586 0.68679 7.2142 0.55274
240 3.78808 0.17689 11.71125 0.62965 7.86651 0.60644
270 4.18074 0.205 12.53808 0.64733 8.48533 0.73497
300 4.53519 0.19836 13.19901 0.36881 9.19277 0.73049
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